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1. GIRIS ve AMAC

Akut Bobrek Yetmezligi (ABY), oncesinde kronik bobrek yetmezligi olsun
ya da olmasin bobrek fonksiyonlarinin birkag saat veya giin i¢inde bozulmasidir. Kan
dolasiminda iire ve kreatinin artis1, glomeriiler filtrasyon hizinin (GFH) azalmas: ile
karakterize bir durumdur. Akut bobrek yetmezligi tanisinda kan iire azotunun
artmasi, serum kreatinin seviyesindeki artiglar renal vazokonstriksiyonunun
gostergeleridir (1, 2). Glomertiler filtrasyon hizinda diisme olmadan once bobrekte
meydana gelen hasarin gosterilmesi tanida onemli noktalardan biridir. Sistatin C,
notrofil jelatinaz iliskili lipokalin plazmada bulunur ve bu belirtecler ABY’nin erken
tanisinda kullanilir (3). Mortalite oranin yiiksek olmasi, hastanede uzun kalig siiresi
ve kronik bobrek hastaligina ilerlemenin hizli olmasi ile ABY o6nemli bir klinik
sorundur (4). Akut bobrek yetmezligi, yogun bakim {initesindeki hastalarin %50’sini
etkiler. Siirekli renal replasman tedavisi ihtiyaci olan ciddi ABY hastalarinda
mortalite oran1 artar (5). Volim ekspansiyonu, alkalinizasyon, mannitol,
antioksidanlar, fiziksel tedaviler ABY’de uzun zamandir kullanilan tedavilerdir. Hem
proteinleri ile indiiklenen oksidan hasarin ve renal hasarin Onlenmesi tedavinin
onemli asamalarindandir. Literatiirde glutatyon, vitamin E gibi antioksidan ajanlarin
tedaviye eklenmesiyle ilgili calismalar mevcuttur (6). Rabdomiyolize baglh gelisen
ABY’de birgok ilacin antioksidan etkisi ile koruyucu etkinligin gosterilmesine

ragmen rutin klinik kullanimda olan bir ilag heniiz yoktur.

Rabdomiyoliz; kas dokusunun pargalanmasi ve nekrozu sonucunda kas
lifindeki elektrolitler, kreatin kinaz, miyoglobin gibi bilesenlerin kan dolagiminda
serbest kalmasidir (7). Travma, yogun egzersiz, enfeksiyon, ilaglar ve toksinler en sik
belirtilen etiyolojik faktorlerdir (8). Kas yikimi sonrasinda hasarli kas hiicrelerinden
miyoglobin salinimi ile hemoglobiniiri ve miyoglobiniiri ortaya ¢ikar. Miyoglobin
renal vazokonstriksiyon ve tiibiiler obstriiksiyon, tiibiiler yaralanma ve lipit

peroksidasyon mekanizmalari ile ABY olusumunu tetikler (9).

Akut bobrek yetmezliginin patofizyolojisinin arastirtlmasi, farkli ilag
tedavilerinin anlasilabilmesi i¢in bircok hayvan modeli {izerinde ¢alisiimistir.
Gliserol ile olusturulmus ABY’nin patofizyolojisinde miyoglobiniiri, akut tiibiiler

nekroz ve renal vazokonstriksiyon vardir (10-12).



Serbest oksijen radikalleri (SOR) ¢iftlenmemis elektronu olan, kisa 6miirlii,
kararsiz kimyasal triinlerdir (13). Serbest oksijen radikalleri olusumunun asir1
artmast ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin bozulmasi ile hiicresel lipit,
DNA ve protein yapilarinda cesitli diizeylerde hasar olusur. Serbest oksijen
radikalleri olusumunun artisinin biyolojik sistemde en dnemli etkileri lipitler {izerine
olan etkileridir. Lipit peroksidasyonu, zar fosfolipitlerinin yiikseltgenerek peroksit
tirevlerine donisiimiidiir (14). Malondialdehit (MDA), SOR’ un neden oldugu lipit
oksidasyonunun yan tiriniidiir. Malondialdehit lipit peroksidasyonun derecesi ile iyi
korelasyon gosterir (15). Hiicrede enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla
SOR’un zararli etkileri diizenlenebilir. Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Kkatalaz
(CAT), hiicreleri SOR’un olumsuz etkilerine karst koruyan enzimatik

antioksidanlardir (16).

Mitokondriyal disfonksiyon, ABY patogenezinde yer alan anahtar bir
mekanizmadir. Peroksizom proliferatériiyle aktive edilen reseptor gama
koaktivatorii-1 alfa (PGC-1a) ve silent information regulator-3, (sirtuin-3, SIRT-3)
mitokondriyal biyogenez ve fonksiyonda 6nemli rol oynayan iki proteindir. PGC-1a,
bobrek dahil olmak iizere ¢esitli dokularda mitokondriyal biyogenez ve islevi
diizenleyen bir transkripsiyonel koaktivatordiir. PGC-la’nin artmis ekspresyonu,
proksimal tiibiiler hiicrelerde mitokondriyal sayi, mitokondriyal aerobik solunum
kapasitesi ve hiicre i¢i ATP konsantrasyonunda giiclii artis saglar ve oksidatif hasar

sonrast onarim ve iyilesmeyi destekler (17).

Sirtuinler, hiicresel islevleri ¢ok ¢esitli olan ve nikotinamid adenin diniikleotit
(NAD") bagimli deasetilaz aktivitesine sahip yapilardir. SIRT-3 mitokondrial
matrikste bulunur, elektron transport zincirindeki komplekslerin asetillenmesiyle
ATP iiretimine katkida bulunur (18). SIRT-3’iin mitokondriyal dinamikleri, oksidatif
stresi ve apoptozu diizenleyerek ABY patogenezinde kritik bir rol oynadigi
diistiniilmektedir (19). SIRT-3, PGC-1a tarafindan aktive edilerek oksidatif strese
karst savunmay1 ve mitokondriyal iyilesmeyi artirir (20). PGC-la ve SIRT3’iin
ABY’de koruyucu etkileri, bu proteinlerin ABY’de yeni tedavilerin gelistirilmesi

icin potansiyel hedefler olabilecegini diisiindiirmektedir.



Dekspantenol (DEX), pro-vitamin B5 olarak da bilinen pantotenik asidin
alkol analogudur (21). Pantotenik asit, birgok metabolik yolda yer alan koenzim
A’nin temel bir bilesenidir. DEX lipit peroksidasyonunu bloke ederek antioksidan
etkinlik gosterir (22, 23). Rabdomiyoliz hasari olan insanlarda yapilan bir ¢alismada,
DEX tedavisinin, kontrol hastalarina kiyasla hastanede kalis siiresinde ve diyaliz
ihtiyacinda 6nemli bir azalma ile iliskili oldugu bulunmustur (24). DEX’in
rabdomiyoliz hasarinda koruyucu etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamustir.
Literatiirde DEX’in, kas hasarmmi azaltmaya ve bobrek hasarina karsi korumaya
yardimci olabilecek antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklere sahip olabilecegi 6ne

strilmistiir (25).

Rabdomiyoliz deprem gibi dogal afetlerde epidemi olarak saglik sisteminin
yiikiinii artiran bir durumdur. Birgok organ iizerine etkisi oldugu bilinmektedir.
Rabdomiyolizin bobrek tizerinde olusturdugu pek ¢ok hasar erken tedavi
modalitelerinin  gelismesi, Onlemlerin alinmasi ile Onlenebilir. Literatiirde
rabdomiyolizin sebep oldugu ABY’de, DEX’in koruyucu etkinligini ve genetik
mekanizmasini arastiran yeterli ¢alisma yoktur. Literatiirde mevcut olan galismalar
koruyucu etkinligin genetik biyobelirteglerle anlasilmasi ag¢isindan Yyetersizdir.
Calismamizda rabdomiyoliz olusturulan ratlarda gelisen ABY’de, DEX’in koruyucu
etkinligini biyokimyasal, histopatolojik ve genetik biyobelirtegler esliginde

arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akut Bobrek Yetmezligi

Akut bobrek yetmezligi (ABY), genel itibari ile glomertl filtrasyon hizinda
(GFH) azalma olmasi sonucunda kan dolasiminda Kreatinin, tire ve diger iiremik

toksinlerin artis1 olarak tanimlanmaktadir. ABY giinler veya haftalar i¢inde ortaya

¢ikabilir (1).

Bobrek hasarinin biyopsi disinda direkt olarak degerlendirilmesi mevcut
teknolojik imkanlarla miimkiin degildir. Bu yiizden glomeriiler veya tiibiiler hiicre
hasarinin  degerlendirilmesi  i¢in  giiniimiizde birgok {iriner biyobelirte¢
kullanilmaktadir. Sistatin C ve nétrofil jelatinaz iliskili lipokalin plazmada bulunur
ve bu biyobelirtegler ABY’nin erken tanisinda kullanilir. Notrofil jelatinaz iligkili
lipokalin, 1L-18, alfa-1 mikroglobulin, fetuin-A, meprin ve gro-alfa idrarda analiz

edilebilen ve erken tanida yardimei biyobelirteglerdir (3).

Akut Bobrek Yetmezligi olan hastalarinin tigte ikisinde bobrek fonksiyon
bozuklugu geri doniisiimliidiir. Fonksiyon bozuklugu devam ettiginde kronik bobrek
yetmezligi ve ¢oklu organ yetmezligi gelisebilir (26). Multi organ yetmezligi, direkt
bobrek kaynakli olabilecegi gibi bobrekteki fizyolojik karmasikligin ndrohumoral

feedback ile diger organlarda fonksiyon bozuklugunun sonucunda gelisebilir (27).

Hastanede yatan hastalarda % 5-7.5, yogun bakim hastalarinda % 50-60
oraninda ABY goriiliir. ABY yogun bakim initesine kabul edilen hastalarda sik
goriilen komplikasyondur. Hastane kaynaklarinin kullaniminda artis ve yiiksek 6liim
riski nedeni ile ABY o6nemli bir klinik sorundur (28). Hastanede yatan hastalarda
ABY gelisiminin Onlenmesi i¢in hastalarin hemodinamik  durumlarinin
stabilizasyonun saglanmasi ve nefrotoksik ajanlardan kagimilmasi gerekmektedir.
Hastaligin etiyolojik, patofizyolojik ve klinik bulgular gibi multifaktoriyel

durumlarin anlagilmasi ile ABY gelisimi 6nlenebilir (29).
Etiyolojik olarak ABY 3 grupta incelenebilir (Tablo 2.1)

Prerenal ABY, renal perfiizyonun azalmasi ve sonugta GFH’ nin diismesi ile
iligkilidir (30).



Renal ABY, siklikla glomertiler, tiibiiler, damar veya interstisyumda meydana
gelen hasarla olusur. Akut tiibiiler nekroz en sik karsilasilan renal ABY sebebidir.
Akut tiibiiler nekroz, miyoglobiniiri nedeni ile tiibiiler miyoglobin tikaglarinin
olusmas1 sonucunda gelisebilir (31). Tibiillerde iskemi veya nefrotoksisiteden Gtiirti

hasar mevcuttur (30).

Postrenal ABY, alt veya iist iiriner yoldan kaynakli bir nedenden dolay1 idrar

akisinin bozulmasidir. Postrenal ABY’ nin en sik sebebi prostat hipertrofisidir (30).

Tablo 2.1. ABY’nin Etiyolojisi (30)

Prerenal ABY Renal ABY Postrenal ABY
(Bobrek perflizyonunun (Bobregin kendisinin (Idrar atiliminda
azalmasi) hasari) obstriiksiyon)
Intravaskiiler voliim kayb1 Akut Tiibiiler Nekroz Bening Prostat

e Sepsis e iskemi Hipertrofisi

e Kanama e Toksinler ve Prostat kanseri

e Agsin diiirez [laglar Pelvik kitle

e Kusma e Radyolojik Norojenik mesane

° Diyare kontrast madde U‘retral tikaniklik
Efektif kan hacminde azalma | Glomeriiler Hastaliklar | Bilateral iireter tagt

o Kalp yetmezligi » RPGN

e Karaciger yetmezligi » Pulmoner-renal

e Hepatorenal sendrom sendrom

e Nefrotik sendrom Vaskitler
[laca bagh bébrek Hastaliklar )
kanlanmasinin bozulmasi » HSPateroemboli

e ACE inhibitorleri .« TTP

e NSAI ilaglar * HELLP

« Postpartum ABY
Interstisyel Hastaliklar

2.1.1. Prerenal Bobrek Yetmezligi

Bobrek yetmezligi vakalarinin %50’ sinin sebebi prerenaldir. Genellikle
hipoperfiizyonla iliski azotemi olarak bilinir. Prerenal bobrek yetmezliginin dogal
seyrini, gorilme sikligini, morbiditesini belirlemek giictiir. Prerenal bdbrek
yetmezligi sivi tedavisi ile geri dondiiriilebilir. Siv1 tedavisinin ge¢ baglanmasi ile

irreversibl durum gelisebilir (32).



2.1.2. Renal (Intrinsik) Bobrek Yetmezligi

Renal bobrek yetmezligi, bobregin etkilenen kismina gore tiibiler,
glomeriiler, interstisyel, vaskiiler olarak kategorize edilir. Renal bobrek yetmezligi
iskemi ve nefrotoksik ajanlarin sebep oldugu akut tiibiiler nekrozdur. Ciddi
travmaya, kanamaya ve sepsise bagli tiibiiler epitel hiicrelerinde meydana gelen
hipoperfiizyon sonucu renal bobrek yetmezligi olusur. Bu iskemik hasarlanma renal
ABY’ ye sebep olur (33). Prerenal ABY’nin aksine renal bobrek yetmezligi sivi

tedavisiyle diizelmez. Renal replasman tedavisi gerekebilir.

2.1.2.1. Akut Tiibiiler Nekroz

Akut tiibiiler nekroz (ATN), ABY’nin en sik sebebi olup temel hasar
tiibiillerdedir. Hastanede yatan hastalarda ATN sik goriiliir ve de yiiksek mortalite ve
morbidite sebebidir. ilag toksisitesinin direkt etkisi ile iskemi ya da nefrotoksik
olaylardan kaynaklanir. Prerenal azotemi de (ishal, kusma, kanama, dehidrasyon,
yanik, diiiretikler, liclincli bosluklara olan sivi1 kayiplar1 hipovolemi yaparak) ATN

ile sonuglanir (34).

Bobreklerden metabolize olan bazi ilaglar ekzojen toksinler gibi davranarak
ATN’ye yol acabilir. Aminoglikozidler, amfoterisin B, radyokontrast madde,
asiklovir, sisplatin, takrolimus, foskarnet ve siikroz igeren intravendz (iv)

immiinglobulin ATN’ye sebep olabilir (35).

Glomeriiler filtrasyon hizinin azalmast ATN ile iliskilidir. Temel
fizyopatolojisinde tiibiiler obstriikksiyon, afferent arteriolar vazokonstriksiyon ve
glomeriiler filtratin geri sizintist vardir. Bu fizyopatolojik olaylar hastanin kan
laboratuar degerlerine GFH’nin  akut diislisii, serum kreatinin ve BUN

konsantrasyonunun ani artigi olarak yansir (34, 36).

Rabdomiyoliz, iskelet kasi yikiminin sonucunda kas lifinden elektrolitler,
miyoglobin, kreatin kinaz ve diger sarkoplazmik proteinler gibi bilesenlerin hiicre
dis1 sivida ve kan dolagiminda serbest kalmasidir (7). Kas yikimi sonrasinda hasarl
kas hiicrelerinden miyoglobin salinimi ile hemoglobiniiri ve miyoglobiniiri ortaya
cikar (7, 9). Distal ve toplayici tiibiillerde kirmizi-kahverengi renkli hemoglobin ve

miyoglobinin birikmesi ile ATN olusur (34). Miyoglobin renal vazokonstriksiyon ve



tiibiiler obstriiksiyon, tiibiiler yaralanma ve lipit peroksidasyon mekanizmalar1 ile

miyoglobiniirik ABY olusumunu tetikler (9, 15).

2.1.2.2. Miyoglobiniirik ABY

Rabdomiyoliz ¢esitli etiyolojik sebeplerle akut iskelet kas hasarinin
olusmasidir. Deprem veya patlama sonrasinda olusan ezilme (Crush) sendromu,
yogun atletik aktivite sonrasindaki efor, tromboembolizm, turnike kullanimindan
dolay1 olusan vaskiiler okliizyon veya cesitli ilaglar rabdomiyolize yol agabilir (37).
Rabdomiyolizin sebep oldugu klinik tablo asemptomatik kreatin kinaz (CK)
yilikselmesinden, elektrolit imbalanst ve CK’nin asir1 yiikseldigi ABY gibi hayati
tehdit olusturan duruma yol agar. Travmatik (rabdomiyoliz) ve non-travmatik

etkenlerden dolay1 miyoglobiniirik ABY gelisebilir (38).

Crush sendromu, deprem gibi yikict afetler sonrasinda 6liimiin en sik ikinci
nedenidir. Crush sendromuna bagli gelisen ABY’nin patogenezi ¢ok yonliidiir.
Travmaya bagli gelisen ezilme sendromunda baromiyopati gelisir. Miyoglobin,
potasyum, fosfat gibi kas iginde bulunan maddeler hiicre disina dogru yer
degistirirken, sodyum, klor, su, kalsiyum elektrokimyasal gradiyentlerine gore hiicre
icine dogru yer degistirir. Sonucta hiicresel sismeye (kompartman sendromuna) yol
acar. Kas liflerinin pargalanmasiyla rabdomiyoliz olusur. Kas yikimi sonrasinda
olusan miyoglobin glomeriiller tarafindan filtre edilir. Travma, hipotermi, ezilme
sendromu, agir egzersiz, enfeksiyon, ilaglar, toksinler, hipoksik yaralanma
miyogloniiriye neden olur. Miyoglobin 0.5-1.5 mg/dl seviyesine gelene kadar idrarda
goriilmezken 100 gr kasin yikilmasi ile serum seviyesi 1.5 mg/dl’yi asar ve
miyoglobiniiri gelisebilir. Miyoglobinin indiikledigi nefropatinin patofizyolojisi su

sekilde 6zetlenebilir:

Hasarli miyositlerin sivi tutmasi sebebiyle hipovolemi gelisir. Renin-
anjiotensin sistemi aktive olarak renal vazokonstriksiyon olusur. Iskemik ATN,
hipovolemi ve renal hipoperfiizyona bagli gelisir. Heme proteininin, o6zellikle
miyoglobinin, tiibiillere toksik etkisi ortaya ¢ikar. Miyoglobin ve distal tiibiillerdeki

Tamm-Horsfall proteinin etkilesimi ile tiibiiler obstriiksiyon olusur (39).



Miyoglobiniiri ile miyoglobin tikaglarinin olusumu tiibiiler toksisiteye yol
acar. Crush sendromu sepsis, kanama, kalp yetmezligi, solunum yetmezligi ve
elektrolit dengesizliklerine neden olur. Bunlar ABY tablosunu siddetlendirir. Crush
sendromunun erken taninmasi, elektrolit dengesizliklerinin yonetimi, erken

hidrasyona baslanmasi renal hasari azaltmaya yardimci olur (31).

Akut bobrek yetmezliginin patofizyolojisinin ve farkli ila¢ tedavilerinin
aydinlatilabilmesi i¢in birgok hayvan modeli lizerinde ¢alisma yapilmistir. Gliserol
ile olusturulmus miyoglobiniirik ABY, ATN ve renal vazokonstriksiyonun artmast
ile karakterizedir (40-42). Gliserol, hiicrede DNA’ya zarar vererek SOR {iretimini
artirarak hiicrede oksidatif strese sebep olur (43). Miyoglobiniirik ABY
patofizyolojisinde; mitokondride meydana gelen SOR sorumludur (44). Mitokondri
ve oksidatif stres faktorlerinin ABY’deki rolii mitokondri hedefli antioksidanlar

(plastokinon, polifenolik asit) kullanilarak gosterilmistir (45).

2.1.3. Postrenal Bobrek Yetmezligi

Postrenal bobrek yetmezligi siklikla obstriiksiyon sebebiyle olur (30).

Tedavisi obstriiksiyon sebebinin ortadan kaldirilmasidir.

2.1.4. Akut Bobrek YetmezIliginin Tanisi

Kanda nitrojen yikim {iriinlerinin artmasi, serum kreatinin diizeyinin artisi,
GFH’ 1n azalmas1 ABY ile karakterizedir. Kan iire azotunun artmasi, serum kreatinin
seviyesindeki artislar ABY’de renal vazokonstriksiyonun gostergeleridir (6, 29, 30,
33). Bobrek hasari ¢ok Onceden baslamasina ragmen, GFH belirli bir diizeye
diismedik¢e ABY’de serum kreatinin diizeyi artmaz. Bu yiizden serum kreatinin ve
tire artist ABY tanist koymak icin yetersiz biyobelirteglerdir. Tanmidaki onemli
noktalardan biri GFH’da diisme olmadan bdbrekte meydana gelen hasarin
gosterilmesidir. Sistatin C, o glutatyon s-transferaz, alanin aminopeptidaz, LDH,
hepatosit biiyiime faktorii, trombosit aktive edici faktor, nétrofil jelatinaz iliskili
lipokalin plazmada bulunur ve ABY’nin erken tanisinda kullanilir (46). Sistatin C,
serum kreatinine gore kronik hastaliklar, beslenme degisiklikleri, kas kiitlesindeki
degisiklerden daha az etkilenir. Bu sebeple ABY’nin erken tanisinda serum

kreatininden daha duyarli oldugu gosterilmistir (47). Hipokalsemi, hipofosfatemi,



hipermagnezemi, hiperkalemi gibi elektrolit degisikliklerinin oldugunu godsteren
laboratuvar sonuglar1 ve bulanti, istahsizlik, perikardit gibi klinik durumlarin varlig

ABY’ nin tanisinda énemli bir yere sahiptir (30).

2.1.4.1. Serum Sistatin C

Agirhigr 13 kilodalton olan diisiik molekiil agirlikli serum Sistatin C, bir
proteaz inhibitoriidiir. Cekirdekli her hiicrede ayni hizda iiretilir ve sistein proteaz
ailesine ait bir proteindir (48). Serum kreatininden farkli olarak yas, irk ve cinsiyet
gibi faktorlerden etkilenmez. Serum Sistatin C iiretimi giiniin saatleri igerisinde

degisiklik gostermez ve iiretimi diiirnal ritimden bagimsizdir (48).

Serum Sistatin C {iretim hiz1 kas kiitlesinden bagimsiz oldugu i¢in klinik
kullanimda avantaj saglar. Clinkii GFH 6l¢timii kreatin bazlidir. Kimyasal ve fiziksel
oOzellikleri dikkate alindiginda kan konsantrasyonu GFH bagimli ideal bir endojen
gosterge gibi durmaktadir (2, 49, 50). Serum kreatinin ve serum Sistatin C’nin GFH
diistisii sonras1 degisimleri karsilastirildiginda serum Sistatin C’nin daha hizh

yiikseldigi tespit edilmistir .

Sistatin C serum Ornekleri - 20 °C bir dondurucuda bir hafta, - 80 °C’de ise en
az 6 ay kadar sabit kalabilir (51). Sistatin C bobreklerden elimine edilir. Molekiil
agirhigmin diisiik olmasi1 glomertillerden serbestge siiziilmesini saglar. Proksimal
tiibiil hiicrelerinden biiylik kism1 geri emilip katalize olur (52). Yaslilarda ve genel
popiilasyonda Sistatin C mortalite ve kardiyovaskiiler olaylar agisindan serum

kreatininden daha belirleyicidir (53).

Serum Sistatin C i¢in yasa gore referans araliklar1 (54);

1-16 yas :0,63-1,33mg/L

16- 65yas  :0,48- 0,98 mg/L

65 yag tizeri  : 0, 93- 3, 35 mg/L

Glomeruler filtrasyon hizinin belirlenmesinde siklikla kullanilan endojen
ajanlar kreatinin ve Sistatin C’dir. Kreatin konsantrasyonu kas kitlesi ile koraledir.
Baz1 fizyolojik, patolojik, farmakolojik durumlarla serum konsantrasyonu

degisebilir. Renal hasari olan hastalarda GFH, kreatinin tiibiiler sekresyonundan

dolay1 yiiksek bulunabilir. Sistatin C’nin idrarla ¢ok az atilmasi, kas kitlesinden
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etkilenmemesi, sadece serum 6rnegi ile sonu¢ alinmas1 GFH 6l¢limiinde endojen ajan
olarak Sistatin C’yi avantajli gostermektedir. Fakat serum Sistatin C diizeyi obezite,
malignite, astim, sigara  kullanimi, tiroit fonksiyon bozukluklarindan

etkilenebilmektedir (55).

Sistatin C 6l¢timii i¢in bir¢ok yontem gelistirilmistir. Bunlardan en popiiler
olanlari; PETIA (Particle-Enhanced Turbidimetric Immunoassay), PENIA (Particle-
Enhanced Nephelometric immunoassay) ve ELISA (Enzyme-Linked immunosorbent
Assays)’ dir. Bunlar otomatize edilmis, lateks ve politiren kapli Sistatin C spesifik
antikorlar1 igeren homojen immiinassaylerdir (54, 56). Otomatize edilmis PETIA,
PENIA ve ELISA yontemlerinin maliyetli olmasindan dolay1 klinik rutinde
kullanimlar1 sinirlidir. Bu immiinolojik yontemlere ek olarak piyasada otomatik,
yari-otomatik protein analizorleri de mevcuttur. Fotoelektrokimyasal, florosan,
kizil6tesi spektrometri gibi yontemler son zamanlarda alternatif Sistatin C belirleyici
olarak rapor edilmistir (57, 58) Yine bu yontemler de teknik olarak karmasik ve
oldukca pahalidir. SPE (screen-printed electrode) 0Ozellikli antijen antikor
etkilesimlerine dayanan elektrokimyasal immiinsensor yontemidir. Elektrokimyasal
sensOr yonteminin avantajlari arasinda kesin sonuclar alinmasi, protein analizi i¢in

kisa siire gerekmesi sayilabilir (59, 60).

2.1.5. RIFLE, AKI ve KDIGO Simiflamasi

Son yillarda akut bobrek hasart olarak da tanimlanan ABY’nin etiyolojisi
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde farklilik gostermektedir (61). Pek ¢ok
tanimmin  yapilmasit hastaligin tamisinda ve yogun bakim insidansinin
belirlenmesinde giicliik olusturmaktadir. Mayis 2004’te Critical Care’de yayinlanan
RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss of kidney function, and End-stage kidney disease)
siniflandirmas: nefrologlar ve yogun bakim uzmanlar tarafindan olusturulmustur
(62). RIFLE, serum kreatinin ve GFH 6l¢iimii ile hasarlanma seviyesi ve hasarlanma
sonras1 bobreklerin son halini tanimlar (Tablo 2.2). RIFLE siniflandirmasi risk,
hasarlanma, kayiptan olusan 3 hasarlanma seviyesi ve 2 tane de hasarlanma sonrasi

bobregin son durumunu gosteren sonug kisaltmalarindan olusur.
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Tablo 2.2. RIFLE Kriterleri (63)

Smif (kisaltma) Serum kreatinin ve GFH Kriteri Idrar cikisi kriteri

Serum cre 1,5 kat artis ya da GFH’da

azalma > %25

Injury (1) Serum cre 2 kat artma ya da GFH’de
azalma > %50

Failure (F) Serum cre 3 kat artis ya da GFH” de  <0,3 ml/kg/saat x 24 saat
%75 azalma ya da serum cre >4 mg/dl ya da aniiri x 12 saat

Bobrek fonksiyonlarinin total kayb1 >4
hafta

End stage (E) Son donem bobrek yetmezligi >3 ay

Risk (R) <0,5 ml/kg/saat x 6 saat

<0,5 ml/kg/saat x 12 saat

Loss (L)

AKIN (Akut Kidney Injury Network) ABY’yi li¢ evreye ayirmistir. RIFLE
siniflamasindan farkli olarak kayip ve son donem bobrek hastaligi bu siniflamada
yoktur. AKIN Kkriterlerine gore yapilan siniflamada ABY serum kreatinin artigina

gore idrar miktarindaki azalmayla tanimlanmistir (Tablo 2.3) (64).

Tablo 2.3. AKIN Kriterlerine Gére ABY Dereceleme Sistemi (64)

AKI Evresi Serum Kreatinin Degeri Idrar Miktar
Evre | Serum cre > 0. 3 mg/dl artis veya Serum 6 saat icinde < 0.5
cre’de bazale gore 1.5-2.0 kati artis ml/kg/saat
Serum cre’de bazale gore 2.0-3.0 kati 12 saat icinde < 0.5
Evre Il
artmasi ml/kg/saat
Serum cre’de bazale gore 3.0 kat1 24 saat i¢ginde < 0.3
Evre 111 tizerinde veya Serum cre 4.0 mg/dl ml/kg/saat veya 12 saat

izerinde iken akut 0.5 mg/dl artig olmas1  siire ile aniiri

2012 yilinda KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes), iki
siniflamay1 modifiye ederek klinik kullanim agisindan standardize edilmis yeni bir
smiflandirma ortaya koymustur (65, 66). KDIGO’ da RIFLE’ den farkli olarak ABY
tanis1 koymak i¢in sadece 7 giin i¢indeki bazal kreatinin >%50 artis1 degil, AKIN
simiflamasinin 1. Evresindeki 48 saat i¢inde serum kreatinin degerinde 0.3 mg/dl

artig1 da kullanilir (Tablo 2.4) (67).
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Tablo 2.4. KDIGO Siniflamasi (66)

KDIGO Serum Kreatinin Kriteri Idrar Cikis Kriteri

Serum cre >0.3 mg/dL artis (48 saat)
Bazal cre’ de 1.5 - <2.0 kat artis (7 giin)

Evre Il  Bazal cre’de 2.0 - <3.0 kat artig < 0,5 ml/kg/sa (12 saat)
Bazal cre’de > 3 kat artis veya >4 mg/dL
izerinde artis 0,5 mg/dL akut artis)

Evre 11 Renal Replasman Tedavi ihtiyaci (Serum cre

bagimsiz)
<18 yas hastalarda, GFH’de azalma < 35 ml/dk

Evre | < 0,5 ml/kg/sa (6 saat)

< 0,3 ml/kg/sa 24 saat)
veya aniiri (12 saat)

Yapilan bir ¢alismada KDIGO’nun kendisinden once kullanilan RIFLE ve
AKI evreleme sistemlerinin eksikliklerinden dogdugu icin daha gegerli oldugu

gosterilmistir (65).

2.2. Crush Sendromu ve Rabdomiyoliz

Crush’m kelime anlami sikisma, ezilme ve travmaya maruziyeti ifade
etmektedir. Crush sendromu travmaya bagl rabdomiyolizin sebep oldugu pek ¢ok
sistemi etkileyen olaylar biitiiniidiir (68, 69). Biiyiik depremler, afetler veya yogun
egzersiz sonrasinda Crush sendromu goriilebilir (68-70). Crush sendromunda
normalde kasta bulunan miyoglobin kana geger ve bobrek tiibiillerini tikayarak ATN
ve sonrasinda ABY’ye yol acar. Hiperkalemi gibi elektrolit bozukluklari, kalp
yetersizligi, hipovolemik sok, solunum yetersizligi, kompartman sendromu Crush

sendromu sonrasi gelisen komplikasyonlardir (68, 69).

Rabdomiyoliz; iskelet kast yikimi sonrasinda kas lifinde bulunan miyoglobin
ve sarkoplazmik retikulumdaki bir¢ok bilesenin hiicre dis1 sivida ve kan dolagiminda
serbest kalmasidir (7-9). Rabdomiyoliz i¢in pek ¢ok etiyolojik faktor tanimlanmistir.
Travma, yogun egzersiz, enfeksiyon, ilaclar ve toksinler en sik belirtilen etiyolojik
faktorlerdendir. (7, 9, 37, 38, 44). Depremlerden sonra meydana gelen
yaralanmalarin %10’unda ezilmeye bagli yaralanma ve %10’unda orta siddette
travma goriildigii rapor edilmistir (69). Ezilmeye bagl yaralanmasi olanlarin %40-
70’inde Crush sendromu gelisir (71, 72). Tiirkiye ve Suriye’deki Subat 2023 depremi
47,000 bin lizerinde insanin 6limii ile sonuglanmistir (69). 6 Subat — 20 Subat 2023

tarihleri arasinda ii¢lincii basamak {iniversite hastanesine basvuran travma gegirmis
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1.110 kisinin verilerinin retrospektif incelenmesinde %18.8 ezilmeye bagh
yaralanma ve bunlarinda %3’linde ABY gelismistir. Hastalarin %1,6’sia diyaliz
tedavisi uygulandig1 rapor edilmistir (73). Tiirkiye’de 6 Subat 2023’te on bir ilin
etkilendigi depremde 57,000’ den fazla 6liim, 120,000’den fazla yaralanma olmustur
(74). Turkiye deprem acisindan riskli iilkeler arasindadir. Crush sendromuna bagl
rabdomiyoliz, ABY ve ¢oklu organ yetersizligi Tiirkiye’ de her an karsilasilabilecek
bir saglik sorunudur. Bu yiizden rabdomiyolize bagli gelisen ABY’nin erken

taninmasi ve tedaviye baglanmasi olduk¢a dnemlidir.

Rabdomiyolizin temel fizyopatolojisi kas hiicresinde iskemi gelismesidir. Kas
iskemisi sonucunda miyositler pargalanir. Na* K" ATPaz pompasinin bozulmasi ve
kalsiyum transportunun bozulmasi sonucunda hiicre igerisinde kalsiyum artar.
Kalsiyumun fosfolipaz A,’yi, fosfatazlar1 ve vazoaktif molekiilleri aktive etmesi ile
iskemik dokuda lipit peroksidasyonuyla SOR olusur (7). Miyoglobinin igeriginde
bulunan hem grubu; redoks dongiisiine girerek lipit peroksidasyonu yapar ve tiibiil
hiicrelerine zarar verir (39). Lipit peroksidasyonu sonucu arasidonik asitten olusan
izoprostanlar bobrekte vazokonstriksiyon yapar bunun sonucunda da oksijenizasyon
bozularak toksik etki artar (15, 39). iskelet kas dokusunda 100 gramdan fazla hasar
durumunda dolasimdaki hiicre i¢i maddeler artar. Ozellikle potasyum, kreatin kinaz,
myoglobin artis1 renal tiibiiler obstriiksiyona sebep olur ve ABY olusur (7, 10, 38-
40).

2.3. Oksidatif Stres ve Serbest Oksijen Radikalleri

Yasamin devamliliginin saglanmasi i¢in oksijene olan ihtiyacin en énemli ve
basta gelen sebebi enerji liretme gerekliligidir. Normal fizyolojik sartlarda solunum
yolu ile alinan oksijen % 90 oraninda oksidatif fosforilasyona ugrar. Atom numarasi
8 olan oksijen iki adet eslenmemis elektrona sahiptir. Oksijen molekiilii iki oksijen
atomunun birlesmesi ile olusurken, birer elektron da kovalent bagda kullanilir.

Eslenmemis iki elektron ise birer orbitada yer alir (75).

Oksidatif stres, SOR fiiretimi ve antioksidan savunma arasinda dengenin
bozulmasidir. Bu dengenin bozulmasi ile ortaya ¢ikan oksidatif stres, lipitler, niikleik
asitler, proteinler gibi bir¢ok molekiiliin zarara ugramasina neden olur. Travma,

enfeksiyon, toksikasyon nedeniyle dokularda oksidatif stres olusabilir. Hasarli
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dokularda olusan oksidatif fosforilasyon elektron tasima zincirinde de bozulmalara
sebep olarak SOR olusumunu tetikler (76, 77).

Serbest radikal, Pauli prensibine gore dis orbitallerinde birbiriyle eslenmemis
tek sayida elektron tasiyan atom, molekiil veya gruplardir (78). SOR’un bu baglamda
eslenmemis elektronu olan, kararsiz yapida, kisa Omirlii, doku ve hiicre
homeostazisinde onemli rolii vardir (13). SOR normal metabolik yolaklarin isleyisi
sonucunda olusur. Mitokondriyal solunum, peroksizom oksidazlar, endotelyal nitrik
oksit sentaz, sitokrom P-450 oksidaz, ksantin oksidaz, dopaminerjik ndronlarin
yikimi, doymamis yag asitleri, demir ve inflamatuar yanitlar SOR’un siklikla goriilen
kaynaklaridir (79). Asir1 SOR olusumu ve antioksidan sistemle arasindaki dengenin
bozulmasi sonucunda hiicresel lipit, DNA ve protein yapilarinda hasara neden olur
(77) (Sekil 2.1).

Oksidatif denge Yaslanma
Inflamasyon

Yuksek Oz basina
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

S
erbest Radikaller

Oksidatif hasar

T Pre Q'Y v
- 3 ’

- . (‘(‘ 2
i 2o OO
o <5 ).?

Membran lipidleri Proteinler Niikleik asitler

Sekil 2.1. Oksidatif Denge (77)

Zar fosfolipitlerinin yiikseltgenerek peroksit tiirevlerini olusturdugu olaylar
zinciri lipit peroksidasyonudur. Siiperoksit radikali (O, ), hidroksil radikali (OH),
peroksil radikali ve alkoksil radikali lipit peroksidasyonu baslatan biyolojik
sistemlerdeki en onemli serbest oksijen radikalleridir (80, 81). Hidrojen peroksit
(H20,), siiperoksit (Oy) ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH) olusturur. Bu Haber-Weiss

reaksiyonu olarak tanimlanmistir (82). Siiperoksit radikalleri hiicrede membran lipit

14



peroksidasyonu ile membran gecirgenliginin artmasina, amino asit kalintilarmin

oksitlenmesi ile niikleer ve mitokondriyal DNA'nin oksidasyonuna yol agarlar.

H;0;+ 07 ——— ‘OH+OH + 0, (Haber-Weiss reaksiyonu)

Malondialdehit; serbest oksijen radikallerinin neden oldugu lipit oksidasyonu
sonucunda olusan yan iriindiir. MDA non-enzimatik ve enzimatik metabolik olaylar
sonrasinda olusabilir. Doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile non-enzimatik
olusur. Enzimatik olarak prostaglandin biyosentezi, trombositlerdeki arasidonik asit
katabolizmasinin sonucunda ve eikazonoidlerin metabolizmasi ile olusur (83).
Normal fizyolojik pH’da MDA amino gruplarina karsi diisiik reaktivite gosterir.
Fakat diisiik pH degerlerinde proteinleri olumsuz etkileyecek derecede reaktiviteye
sahiptir. Basta lizin kalintilar1 olmak iizere, arjinin, metionin ve tirozin kalintilarinda
modifikasyonlara sebep olur. Molekiil i¢inde ve molekiiller arasinda ¢apraz bag
olusumunda rol alir. Lipit oksidasyonunun spesifik veya kantitatif belirleyicisi
degildir. Fakat uzun Omiirli olmasi ve yiiksek reaktivitesinden dolayr lipit
peroksidasyonunun derecesi ile iyi korelasyon gosterir (84). Non-enzimatik lipit
peroksidasyonu ile plazmada artis gosteren MDA; fosfolipitler, niikleik asitler,
proteinlerin amino gruplarina baglanarak toksisiteye sebep olur. Lipit
peroksidasyonu ile olusan bu ikincil iiriin basta kronik hastaliklar olmak {izere

akciger, bobrek, karaciger hastaliklarinin patogenezinde rol alir (85-87).

2.4. Antioksidan Sistem

Biyolojik sistemlerin devamlilig1 hiicresel diizeyde homeostazis ile saglanir.
Aerobik hiicreler i¢in toksik ozellik tastyan SOR’un etkilerini ortadan kaldirmaya
calisan maddeler antioksidanlardir. Antioksidanlar hiicresel diizeydeki hasar1 serbest
radikallere elektron aktararak engellemektedirler. Antioksidanlarin farkli etki

mekanizmalari vardir;

1. Oksidanlar1 daha az potent molekiile ¢evirir veya SOR’u ortamdan
uzaklastirirlar. Mikro molekiiller ve antioksidan enzimler bu etki

mekanizmasina sahiptir.

2. Oksidanlara hidrojen iyonu transfer ederek oksidanlarin reaksiyon

hizlarimi veya etkilerini azaltir.
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3. Lipit, DNA ve protein yapilarinda serbest radikallerin olusturdugu hasari

onarir.

4. Antioksidanlar SOR’u baglayarak zincirleme reaksiyonlarin baglamasini

engellerler.

Antioksidanlar enzim seklinde olup olmamalari, kimyasal yapilari, ekzojen ve
endojen olmalar1, dogal ve yapay olmalari, direkt veya indirekt olmalar1 ve etki
mekanizmalarina gore bir¢ok faktor dikkate alinarak gruplandirilir (88). Biyolojik
sistemde serbest radikallere karsi {iretilen enzimatik antioksidanlar; SOD, CAT, GPx
ve sitokrom oksidazdir. Saglik agisindan 6nemi olan non-enzimatik antioksidanlara
ise resveratrol, kuersetin, askorbik asit, beta-karoten, E vitamini, albiimin,
transferrin, serulaplazmin 6rnek verilebilir (77, 88). Calismamizda CAT enziminin

kandaki degerini kullandigimizdan daha ayrintili bahsedecegiz.

Temel olarak sitoplazmada ve daha fazla olarak peroksizomlarda bulunan
CAT enzimi; hidrojen peroksiti su ve oksijene doniistiiren, i¢inde demir ihtiva eden

antioksidan enzimdir.

CAT
H:O0; —» 2H.0+ 03

Katalaz (CAT) diizeyi hidrojen peroksit artisinda artmaktadir. Memeli
hiicrelerin mitokondrilerinde CAT enzimi yoktur (89). Serbest radikaller tarafindan
olusturulan hidrojen peroksitin onemli bir kismu mitokondriden sitozole gecer.
Peroksizomlar tarafindan sentezlenen CAT enzimi sitozole ge¢mis olan hidrojen
peroksiti detoksifikasyona ugratir. Milyonlarca hidrojen peroksit molekiilii CAT
tarafindan bir saniyede parcalanabilir. Hidrojen peroksitin diisiik konsantrasyonlari
hiicreye zarar vermez, mitokondriyal fonksiyon, trombosit aktivasyonu, hiicre
proliferasyonu sirasinda sinyal iletiminin saglanmasinda rol alir. Fakat yiiksek
miktarlarda hiicre i¢in zararlidir. Bu yiizden CAT hiicrelerin adaptif tepkisini

korumanin yaninda oksidatif strese karsi tolerans kazanmada 6nemli rol oynar (90).

2.5. Antioksidan ve Oksidan Kapasite Analiz Yontemleri

Antioksidanlarin etkinlik dereceleri literatiirde “antioksidatif savunma”,

“antioksidan potens”, “antioksidan gii¢”, “antioksidan kapasite” gibi farkli terimlerle
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ifade edilmistir. “Antioksidan kapasite” ve “antioksidan aktivite” terimlerini
birbirinden ayirmak gerekir. “Antioksidan aktivite” tek bir analiz yontemi ile
ol¢iildiigiinden, o yontemde uygulanan kimyasal reaktiviteyi yansitir. Total
antioksidan aktivitenin belirleyicisi olarak kullanmak yanlis olabilir, bu yiizden
“aktivite” terimi yerine farkli deneylerdeki sonuglari “kapasite/seviye” olarak

sunmak gerekir (54, 91).

Total Antioksidan Seviye (TAS potent serbest radikallere kars1 viicudun total
antioksidan seviyesini 6l¢en tam otomatik bir kolorimetrik metottur. Erel tarafindan
gelistirilmistir (92). Hidrojen peroksit ve Fe*’—o-dianisidine kompleksi Fenton
reaksiyonu gergeklestirerek ‘OH radikalini meydana getirir. Bu potent reaktan
indirgen diisiik pH’da renksiz o-dianisidine ile girdigi reaksiyon sonucunda sari-
kahverengi renkte olan dianisidyl radikalini olusturur. ileri oksidasyon
reaksiyonlarmin gergeklesmesi sonucunda dianisidyl radikalleri renkli forma
dontismektedir. Antioksidanlar ger¢eklesen bu oksidasyon reaksiyonlarini baskilar ve
renk olusumunu durdurur. Biitlin bu reaksiyonlar tam otomatik analizérde

spektrofotometrik olarak TAS diizeyi olarak analiz edilir (92).

Total Oksidan Seviye (TOS), tam otomatik kolorimetrik yontemle analiz
edilir. Bu yontem de Erel tarafindan gelistirilmistir. TOS o6lgiimiinde, oksidanlar
oksitleme reaksiyonu ile ferréz iyon-o-dianisidine kompleksinden ferrik iyonu
olusturur. Ferrik iyonlar, xylenol orange sayesinde renkli bir kompleks olusumunu
saglarlar. Rengin siddeti ile oksidanlarin miktar1 spektrofotometrik olarak analiz

edilir (93).

Oksidatif stres indeksi (OSI), Total Oksidan Seviyenin Total Antioksidan
Seviyeye boliinmesi (TOS/TAS=0SI (Trolox equivalent/L)) ile hesaplanir (93).

2.6. Peroksizom Proliferatorii ile Aktive Edilen Reseptor Gama
Koaktivatorii-1 Alfa: (PGC-1a)

Peroksizom Proliferator ile Aktiflestirilen Reseptor Gama Koaktivator lo ya
da PGC-la olarak da isimlendirilen enerji metabolizmasindaki bazi genlerin
regiilatorii olarak islev géren transkripsiyonel bir koaktivatordiir. Temel olarak PGC-

lo, 4. kromozomun kisa kolu iizerindedir. Kahverengi yag dokusunda siklikla
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eksprese edilen PPAR-y’nin indiiklenebilir koaktivatoridiir (94). PGC-1o direkt
protein-protein etkilesimi ile transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini artiran
proteindir. Kahverengi yag dokusu, kalp, bobrek gibi mitokondriyal sistemlere sahip
dokularda PGC-lo fazlasiyla dretilir (95). Mitokondriyal biyogenezin ana
regiilatoridiir (96). Mitokondriyal biyogenez mevcut mitokondriden yeni mitokondri
tiretilmesidir (97, 98) (Sekil 2).

A) ")
PGC-1a IR L | Ppargcia
roc-1g. IR = Ppargc 1t
s 1=} " . [ |
[ RN - o

Mitokondriyal
Biyogenez

SREBP1
X
Serbest Yag Asidi Glikoz alimi Glikoneogenez Lipogenez

Termogenezis

Sekil 2.2. PGC-lo ailesi, yapisi ve fonksiyonlar1 (98) A. Transkripsiyonel
diizenleyici PGC-1la ailesinin yapist B. Deneysel Folik asit kaynakli
ABY’de transkripsiyonel diizenleyici PGC-la ailesinin gen
ekspresyonu (99). C. PGC-1a fonksiyonlari

Kisaltmalar: FOXO 1: Fork Head Box O1, HNF-4: Hepatic Nuclear Factor-4, MEF-2: Myocyte
Enhancer Factor-2, NRF-1/2: Nuclear Respiratory Factor 1/2, PPARs: Peroxisome Proliferator-
Activated Receptors, PRC: PGC-1-Related Coactivator, SOR: Serbest Oksijen Radikalleri, RXR:
Retinoid Receptors, Sirt3: Sirtuin 3, STREBP1: Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1, TFAM:
Mitochondrial Transcription Factor A

Bobrek tiibiilleri soliitlerin reabsorbsiyonu i¢in yiiksek enerji ihtiyaci
sebebiyle mitokondri agisindan olduk¢a zengindir. Bobrekteki ana enerjinin kaynag,
yag asidi P-oksidasyonundan iiretilen ATP’dir. Bobrek hasarinda mitokondri
hasarlanabilir veya islevsiz hale gelebilir. Bu hasarlanma ile hiicrelerde apoptoza
giden siire¢ baglar (98, 100). Bobrek hasari, kalsiyum homeostazisini, membran

biitinligiinii, SOR iiretimini, mitokondriyal tasinmayi, biyogenezdeki ve
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mitofajideki degisiklikler dahil olmak tizere mitokondriyal yapiy1r ve islevi farkli
sekillerde degistirebilir. Degisen mitokondriyal homeostaz, zararli bir geri bildirim
dongiisiinii tetikleyerek bobrek hasarini daha da arttirabilir (101). Bobrekte
kortikomediiller hiicreler hipoksiye duyarlidir. Sinirli kan damar1 olmasina ragmen
yuksek oksijen tiikketimine sahiptir. O yilizden burada lokal olarak diisiik oksijen
konsantrasyonu mevcuttur. Oksijen oksidatif fosforilasyonda terminal elektron
alicisidir. Hipoksi durumunda NAD*/NADH orani (adenin diniikleotidin oksitlenmis
/indirgenmis formu) ve yag asidi oksidasyonu azalir. Tran ve ark.’: endotoksin ile
indiiklenen sepsis iliskili ABY modelinde endotoksinin doku oksijen seviyelerini
degistirmeden bdobrege oksijen sunumunu azalttigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada
tiibliler mitokondrinin islevinin azaldig1 da goriilmiistiir. Yine PGC-1a seviyesinin
ABY’nin derecesi ile korele olarak azaldigini gostermislerdir (102). Bu veriler PGC-
la ekspresyonunun diisiik olmast ve yag asidi oksidasyonunda defekt olmasinin

ABY patogenezi ile iliskili oldugunu diisiindiirmektedir (102, 103) (Sekil 2.3).

Renal hasar tetikleyiciler
(toksin ,iskemi)
|
Mit
hasar
PPARa :
. . Aktivitesi P
Mitokondri 1
PGC-la biyosentezi 1
NAD fopeE s
Yag Asidi
biyosentezi -
Oksidasyon
Defekti
Lipid birikimi Diferansiasyon Apoptozis

Sekil 2.3. Mitokondriyal Hasarla liskili Bobrek Hasar1 (103) Mitokondri (Mit)
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2.7. Sirtuin 3

Sirtuinler, adenozin difosfat (ADP) - ribosiltransferaz ve nikotinamid adenin
diniikleotit (NAD") bagimli deasetilaz ailesinin iiyeleridir. Sirtuinler, pekgok canli
smifinda (bakteriler, insanlar) korunur ve bulunurlar (104). Sirtuin ailesi histonlarin
deasetilasyonu, kromatinlerin yogunlasmasi, gen ifadesinin diizenlenmesi gibi
Oonemli hiicresel mekanizmalarin ger¢eklesmesinde etkin rol alir (105). Memeli
hiicrelerde ¢ekirdek, mitokondri ve sitoplazmada olmak {izere 7 adet sirtuin proteini
bulunur (104). Niikleusta bulunanlar SIRT -1, SIRT-6, SIRT-7°dir. Mitokondride
bulunanlar SIRT-3, SIRT-4, SIRT-5‘tir. SIRT-2 sitozolik sirtuindir (106).
Sitoplazma, mitokondri ve ¢ekirdek arasinda gegis yapabilen tek sirtuin SIRT-3 “tiir.
Mitokondriyal sirtuinlerde bulunan N-terminal sinyal dizisi, mitokondri sentez ve
yikimini, metabolizma homeostazi gibi faaliyetleri diizenler (107) (Sekil 2.4) . Beyin,
bobrek, kalp, karaciger gibi metabolik dongiisii yogun olan organlarda ekspresyonu

en yliksek diizeyde gerceklesir (108).

Sitoplazma

Cekirdek

Cekirdekgik

Mitokondri

Sekil 2.4. Sirtuinlerin Hiicresel Lokalizasyonlar1 (107)

Metabolik hastaliklarda enerji, yag asidi, glikoz ve aminoasit metabolizmasi
genellikle bozulmaktadir. Sonugta bunlar obezite, karaciger hastaligi, diyabet ve
renal hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Bobregin metabolitleri viicuttan
uzaklastirmanin yaninda siv1 elektrolit dengesini korumak, eritropoetin sentezlemek,
aktif D3 vitamini salgilamak ve viicudun biiylime gelismesinin siirdiirmek gibi

bir¢ok gorevi vardir. Bu islevler icin enerjiye ihtiya¢ duyar. Biitliin bunlar bobregin
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mitokondri agisindan zengin olmasini agiklar. SIRT-3 mitokondriyal dinamigin temel
diizenleyicisidir. Asirt SIRT-3’iin ekpresyonu bobrek fonksiyonlarini iyilestirebilir,
inflamatuar hasar1 azaltabilir ve oksidatif hasar1 baskilayabilir. Azalmis SIRT-3
ekspresyonu ise renal epitel hiicrelerin apoptozu ile sonuglanabilir. Yine bunun
sonucunda ABY’de hasar agirlasabilir (109) (Sekil 2.5)

Hedef Mekanizma Etkilenen Organ
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Sekil 2.5. SIRT-3 ve Renal Hasar Mekanizmalar1 (114)

Tiibiiler epitel hiicreler iskemik veya toksik bir olaydan sonra ABY
gelisiminde o6nemli rol oynar. Tiibiller hasarin merkezinde mitokondri
disregiilasyonu vardir. Mitokondriyal yapisal biitiinliigiin bozulmasi SOR’un agiga
c¢tkmasma ve ATP iiretiminin bozulmasina sebep olur. Biitiin bu olaylarla hiicre
iskeletinde degisiklikler meydana gelir, hiicrenin matriks ve diger hiicrelerle olan
etkilesimi bozulur, tiibiiler epitelyal hiicrelerde apoptoz gelisir (110, 111). Morigi ve
ark.’1 sisplatinin indiikledigi ABY’de oksidatif stresin ve mitokondriyal hasarin
azalmis SIRT-3 seviyeleri ile iliskili oldugunu gostermislerdir (112). Ortega-
Dominguez ve ark.’t SIRT-3"tin renoprotektif etkisine iliskin yaptiklar1 ¢alismada
ABY’li farelerde SIRT-3 seviyelerini modiile eden dogal bir bilesik olan kurkumin

ile mitokondrial enerji tiretimi, redoks dengesinin degistigini gostermislerdir (113).
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2.8. Dekspantenol

Dekspantenol (DEX), pro-vitamin B5 olarak da bilinen suda ¢oziinen bir
vitamindir. DEX, pantotenik asidin alkol analogudur (Sekil 2.6). Dex’in kimyasal
yapist:  R-(2,4-dihidroksiN-3-hidroksipropil)-3,3-dimetilbutanamid. Oral veya
parenteral uygulanimi sonrasinda viicutta hizli emilir. Dokuda pantotenik aside
cevrilir (Sekil 2.7).

CH,OH
CH
CH:
NH
C—O
HC— OH
HsC —? — CH3
CHOH

Sekil 2.6. Dexpantenoliin Kimyasal Yapisi (75)

CH; 0
|

CH;, —C—CH— (—NH —(CH; —CH, —CO00H

OH CH; OH

Sekil 2.7. Pantotenik Asit Kimyasal Yapis1 (75)

Pantotenik asit, bircok metabolik yolda yer alan koenzim A’ nin biyosentezini
artirir (114). Koenzim A peroksizomlarda yag asidi oksidasyonu igin gereklidir.
Kolesterol ve yag asidi biyosentezinin sitozeldeki ilk asamasi i¢in koenzim A
gereklidir (115). Koenzim A, asetil-CoA iretimide, kolesterol metabolizmasida,
karbonhidrat sentez ve yikiminda, karacigerde primer asetilasyonda, oksidatif
reaksiyonda sitrik asit siklusunda siiksinil-CoA’nin sentezi ve yikiminda gorev alir
(125). Pantotenik asit viicutta depo edilmez. Baklagiller, kirmizi et, siit {riinleri,
yumurta gibi besinler pantotenik asit agisindan zengindir (116). Giinliik Pantotenik
asit gereksinimi yetigkinler i¢in 4-7 mg alinan yeterlidir. Ciddi malniitrisyonu
olanlarda eksikligi goriiliir. Eksikliginde bas agrisi, list solunum yolu enfeksiyonlari,
kas koordinasyonunda bozulma goriilebilir (117). Oral ve paranteral kullanim

preparatlari olan DEX, yetiskinlerde sistemik olarak 250-500 mg dozlarda
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kullanilmaktadir. DEX sicanlar ve memeli dokularinda pantotenik aside dontistiiriiliir
ve ATP sentezinin artmasini saglar (118). Dekspantenol karacigerde fosforilasyona

ugradiktan sonra D-pantotenik aside doniistiiriiliir (119).

Cagin ve ark.’1 bagirsak iskemi-reperfiizyon hasari olusturulmus hayvan
modelinde Dex’in; GPx, SOD, CAT arti1 ile antioksidan etkinligini gostermislerdir
(22). Altinbas ve ark.’1 rat bobreginde DEX’in nefroprotektif etkisini arastirmustir.
Calismada iskemi reperfiizyon grubunda MDA’ nin arttigin1 ve DEX verilen grupta
ise GPx, SOD, CAT’1n arttigin1 gostermislerdir. Yine histolojik olarak Dex verilen
grupta tiibiiler nekrozun, glomertiler hasarin ve apoptozisin azaldigini gostermislerdir
(118). Dogan ve ark. ratlarda amikasinin neden oldugu nefrotoksisitede 500 mg/kg

Dex’ in koruyucu oldugunu rapor etmislerdir (120).

Slyshenkov ve ark. pantotenik asit ve tiirevlerinin hiicre i¢indeki indirgenmis
glutatyon, koenzim A ve ATP sentezini artirdigini gostermistir. Bu antioksidan
bilesikler hiicresel savunma, oksidatif stres ve inflamatuar cevaba karsi onarim
sisteminde 6nemli bir rol stlenir ATP ve koenzim A kolesterol ve fosfolipitlerin
sentezi i¢in gereklidir. Bu sentez sonucunda hiicre zari onarimina katilmis olurlar.

Hiicre hasarinda pantotenik asit tarafindan ek koruma mekanizmasi olusturulur

(121).

Pantotenik asit yara iyilesmesini ve epitelizasyonu hizlandirmasinin yaninda
antienflamatuar ve antioksidan 6zellige de sahiptir. Pantotenik asidin oksidatif stres
ve lipit peroksidasyonunda koruyucu etkinligi pek ¢ok calismada gosterilmesine
ragmen rabdomiyolizdeki koruyucu etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamustir.
Yine literatiirde DEX’in farkli dokular {izerinde oksidatif ve antioksidatif sistem
tizerindeki etkinligini inceleyen ¢aligsmalar mevcuttur (21, 22, 41, 122-124). Bununla
birlikte, pantotenik asidin kas hasarini azaltmaya ve bobrek hasarmmi korumaya
yardimci olabilecek antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklere sahip olabilecegi 6ne

stirtilmiistiir (25).

23



3. GEREC ve YONTEM

Calisma; Siileyman Demirel Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul Baskanligi’ndan alinan Etik Kurul izni (2/131-2023) (Ek-1) ile Siileyman
Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Bu tez
calismas1 Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Yénetim Birimi

tarafindan TTU -2023-9100 proje numarasi ile desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada  Siileyman  Demirel ~ Universitesi ~Deney  Hayvanlar
Laboratuvarindan yaklasik 250-300 gr agirliginda 32 disi rat alindi. Ratlara deney
stiresi boyunca standart 1s1k (12 saat aydinlik/12 saat karanlik), nem ve 1s1 kosullar
(22-24 °C) saglandi. Ratlarin beslenme rejimi rabdomiyoliz olusturulan gruplarda
gliserol uygulamasmin 12 saat Oncesinde kisitlandi. Bu uygulama haricinde

beslenme kisitlanmadi. Ratlar i¢in Euro Tip 4 kafesler kullanildi.

DEX’in ABY’de koruyucu etkinliginin arastirmak amaciyla yaptigimiz bu
calismada rastgele ornekleme yontemi ile 32 rat 8’er adet olacak sekilde 4 gruba
ayrild1 (Resim 3.1).

Resim 3.1. Ratlarin Calisma Gruplarina Ayrilmasi
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3.1.1. Deney Hayvanlarimin Gruplandirilmasi ve Deneyin Yapilmasi
Calismada ratlar her grupta 8 rat olacak bi¢cimde rastgele 4 gruba ayrildi.
Grup K: Kontrol (Kontrol) grubu (n: 8)

Grup RM: Rabdomiyoliz (RM) grubu n: 8)

Grup RM+DEX: Dekspantenol + Rabdomiyoliz (RM +DEX) grubu (n: 8)
Grup DEX: Dekspantenol (DEX) grubu (n: 8)

Kontrol Grubu (Grup Kontrol, n: 8)

Ratlar standart su ve yem ile beslenmeye devam ederken ayni stresi

olusturmak i¢in 1 ml salin intraperitoneal (ip) 5 giin boyunca enjekte edildi.
Rabdomiyoliz Grubu (Grup RM, n: 6)

Ratlarin  sivi alim1 deneyden 12 saat once kisitlandi. Rabdomiyoliz
olusturmak i¢in ratlarin iki arka bacak kas dokusuna 8 ml/kg % 50’lik gliserol her
bacaga 1 ml olacak sekilde uygulandi (10, 40, 42, 44). Fakat deneyin ilk giin 1 tanesi,

deneyin 3. giiniinde 1 tanesi exitus oldu.
Rabdomiyoliz +Dekspantenol Grubu (Grup RM+DEX n: 6)

Ratlarin sivi alimi deneyden 12 saat dnce kisitlandi. Deneyin 1.giinii ratlarin
her iki arka bacak kasina 8 ml/kg % 50’lik gliserol her bacaga 1 ml olacak sekilde
uygulandiktan sonra tek doz 500 mg/kg DEX 5 giin boyunca ratlara ip uygulandi

(Resim 3.2). Deneyin ikinci giinii 1 rat ve dordiincii giinii 1 rat exitus oldu.
Dekspantenol Grubu (Grup DEX n:8)

Ratlar standart rat yemi ve su ile beslenmeye devam ederken 500 mg/kg DEX

ip 5 giin boyunca uyguland: (Resim 3.2).
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Resim 3.2. Dekspantenol Uygulanmast

Deneyin 6. gliniinde deney hayvanlarina Ketamin (90 mg/kg) / Xylazin (8-10
mg/kg) ip olarak anestezi uygulandi. Deney hayvanlari anestezi altinda sakrifiye
edildi. Abdominal insizyon ile vena cava inferiordan cerrahi egzanguinasyon yapmak

amaciyla kanlar1 alind1 (Resim 3.3)

Resim 3.3. A. Rat’a Anestezik Madde Uygulanmas1 B. Vena Cava Inferiordan Kan
Alinmast
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Sakrifikasyondan sonra rat kan ornekleri ve bobrek ornekleri alindi (Resim
3.3). Ratlardan alinan kan ornekleri 3000 devir/dk 10 dakika (dk) santrifiij edildikten
sonra analiz i¢in biyokimya laboratuvarina gotiiriildii. Sag bobrek histopatolojik
inceleme i¢in formaldehit ¢ozeltisinde saklandi. Sol bobregin bir kismi biyokimyasal
analizler i¢in, bir kism1 da genetik analizler i¢in eppendorflara alinarak -80°C’de
muhafaza edildi (Resim 3.4, Resim 3.5). Enjektor uglar1 ve keskin materyaller atik

kaplarinda, kalan dokular ise tibbi atik posetlerinde toplanarak imha edildi.

Resim 3.4. Rat Bobregi

Resim 3.5. Rat Bobreginin Porsiyonlanmasi
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3.2. Biyokimyasal Analiz Yontemleri

3.2.1. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

1.
2.

© N o g &

10.

11.
12.

Dekspantenol (Bepanthen ampul, Bayer, Tiirkiye)
Gliserol (Gliserin % 99,5 Extra pure, Pharma quality)

Jelli, serum ayristiricili kan alma tiipleri (BD Vacutainer, SST™ Tubes,

mL, 13 x 100 mm, ABD)

Santrifiij cithazi (Niive NF 1200 MR, Tiirkiye)

Santrifiij cihaz1 (Eppendorf 5415 MR eppendorf, Almanya)
Otomatik pipetler (20-20 pl, 100-1000 pl; Eppendorf, ABD)
Sonikator (UW-2070 Bandelin Electronic Almanya)

Biyokimya otoanalizorii (Beckman Coulter AU5800 Beckman Coulter,
ABD)

Doku pargalayici (Janke &amp; Kunkel Ultraturrax T-25 Almanya)
Spektrofotometre (UV-1601 Shimadzu Spektrofotometre, Kyoto,
Japonya)

Vorteks cihazi (Niive NM 110, Tiirkiye)

Derin dondurucu (-80°C) (Kirsch, Bosch, Almanya)

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Ve Kitler

1.

> w0

1,1,3,3-Tetraetoksi-propan (125) (Fluka, Birlesik Krallik)
Trikloroasetik asit (TCA) (Sigma Aldrich, Almanya)

2-Tiyobarbitiirik asit (TBA)

Fosfat tamponu (pH 7.4) (Phosphate buffered saline tablet, Sigma
Aldrich, ABD)

Total ve native tiyol kiti (Rel Assay Diagnostics Total-Native Assay kit,
Tiirkiye)

Serum Sistatin C kiti BT LAB, (Zhejiang, China)

5
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Numunelerin Alimis1 ve Hazirlanmasi

Ratlardan alinmis vendz kan ornekleri Siileyman Demirel Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuvari’nda Santrifiij
edildikten sonra serum numuneleri eppendorf tiiplerine alinarak -80°C’de g¢alisma
giinline kadar saklandi. Ratlardan alinan bobrek dokulari ise pH 7.4 olan fosfat
tamponu ile dolu olan cam tiiplere konularak ayrildi. Her bir bobrek dokusu tartilarak
fosfat tamponu ile 10 kat dilue edildi. Janke & Kunkel Ultraturrax T-25 (Almanya)
marka doku pargalayict ve daha sonra UW-2070 Bandelin Electronic (Almanya)
marka sonikator ile homojenize edildi. Bobrek doku ornekleri, Eppendorf 5415-R
(Almanya) sogutmali santrifiij ile 10000 devir/dk 10 dk. santrifiij edilerek ve

slipernatanti alinarak eppendorf tiiplerinde ¢aligma zamanina kadar saklandi.
Serum Parametrelerinin Calisma Prensibi

Serum Sistatin C diizeyinin kantitatif 6l¢imii ELISA yontemiyle BT LAB,
(Zhejiang, China) kiti kullanilarak yapilmistir. Kit 6 nokta igeren kalibratore sahipti
(4 ng/ml, 8 ng/ml, 16 ng/ml, 32 ng/ml, 64 ng/ml, 128 ng/ml) ve biitiin standartlar
duplike calisilmis olup bu konsantrasyonlarin karsiligi olan optik dansite verileri
alindi. Prosediiriin bitiminde standartlarin optik dansite-konsantrasyon grafigi
cizilerek biitiin numunelerin konsantrasyonlar1 bu grafikten yararlanilarak ng/ml
cinsinden hesaplandi. Duyarlilig1 0,25 ng/ml’ dir. Intra-assay CV< %8, inter-assay
CV< %10.

Serum Ure, CK, LDH ve kreatinin seviyeleri Beckman Coulter AU5800
(Beckman Coulter, ABD) otoanalizériinde spektrofotometrik yontem kullanilarak

Olciildi.
Bobrek Katalaz Aktivitesi Calisma Prensibi

Katalaz aktivitesi bobrek dokusu homojenatlarindan Aebi yontemine gore
calisildi. Katalaz, H,O,’nin molekiiler oksijen ve su bozulmasini Katalizler.
Calismada katalaz aktivitesi, 0.sn ve 30.sn’de H,0, konsantrasyonunda birim
zamandaki azalma 240 nm’de UV-1601 Shimadzu Spektrofotometre cihazinda
oOlgiilerek yapildi. Bobrek dokusu igin katalaz aktivitesi KU/gr protein olarak verildi
(126).
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Draper ve Hadley’in ¢ift 1sitma yontemi kullanilarak MDA diizeyi tayin
edildi (Resim 3.6). Standartlar %40 etanol ve 50 pl TEP kullanilarak 8360 umol/L
stok soliisyonu hazirlandi. Stok soliisyonundan 0,1 ml alinip %40’lik etanol ile 20
ml” ye tamamlanarak standart 1 olusturuldu. Daha sonra seri diliisyonlarla standartlar
hazirlandi. Doku homojenatlarinin siipernatant kisimlarindan 0,5 ml alinarak 2,5 ml
%10’luk TCA eklendi. Aymi islem standart ve kore de uygulandi. Numuneler
vortexlendikten sonra 15 dakika kaynar suda bekletildi, siire dolunca ¢ikarilip hemen
sogutuldu. Numuneler 5000 devir/dk 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki
slipernatanttan 2 ml alind1 ve iizerlerine 1 ml %0,67°lik TBA eklendi. Vortexlenip 15
dk kaynar suda bekletildi. Siire dolunca hemen sogutulup 532 nm’de UV-1601
Shimadzu spektrofotometre cihazinda kore karsi okundu (127). Bobrek dokusu igin
MDA diizeyi pmol/gr protein olarak verildi.
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Resim 3.6. Draper ve Hadley’in Cift Isitma Yontemi ile MDA Tayini
Bobrek TAS ve TOS Diizeylerinin Ol¢iimii

Bobrek dokusu siipernatantlarinin TOS ve TAS diizeyleri ticari Kitler (Rel
Assay Diagnostics, Tirkiye) kullanilarak spektrofotometrik yontem ile Beckman
Coulter AU5800 (Beckman Coulter, ABD) otoanalizériinde dlgiildii (128). Olgiilen
TAS ve TOS sonuglar ile OSI asagidaki denkleme gore hesaplandi: OSI (arbitrary
unit) =TOS / TAS (mmol Trolox Eg/L) x 100.
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3.3. Histopatolojik Analiz Yontemleri

3.3.1. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

1. Leica RM2155 doner mikrotom (Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya)
2. Doku isleme cihazi (Leica ASP300S, Wetzlar, Almanya),

3. Isik mikroskobu Olympus CX21
4

UltraVision detection system large volume anti-polyvalent, HRP (RTU),
125 ml (Epredia)

5. Poly-L lysine kapli lam (Patolab, Tiirkiye)
6. Derin dondurucu (-80°C) (Kirsch, Bosch, Almanya)
7. Buzdolab1 (-20°C) (Bosch, Almanya

3.3.2. Kullamilan Kimyasal ve Kitler

1. Formaldehit Soliisyonu
. Alkol
Parafin

Ksilol

Primer PGC-1 alfa (Rat) (anti rabbit Ig G)

2

3

4

5. Hemotoksilen-eozin
6

7. Primer Antikor SIRT 3(120) (anti rabbit Ig G)
8

Martius Scarlet Blue Stain Kit (MSB) RRSK2-200 (Atom Scientific,
Ingiltere)

Histopatolojik Analiz

Hayvanlardan alinan sag bobrekler %10’ luk notral formaldehit soliisyonunda
fiksasyon islemi yapildi. Rutin histolojik takip islemi sonrasinda 4-6 um kalinliginda
kesitler almip histopatolojik degerlendirme i¢in Hematoksilen-Eozin (HE) ile
boyama yapildi. PGC-1a ve SIRT-3 biyobelirte¢lerinin ifadeleri histolojik kesitlerde
immiinohistokimyasal olarak boyandiktan sonra h-score ile degerlendirildi. iki giin
boyunca formaldehitli soliisyonda bekletilen dokular uzunlamasina trimlenerek takip

kasetlerine alindi. Herbir kasetin iizerine ait oldugu hayvan numarasi ve grup
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yazilarak tekrar formaldehit i¢ine konuldu, ertesi giin aksam kasetler rutin histolojik
doku takibi igin tam otomatik ototeknikon cihazina (Leica ASP300S; Leica

Microsystem, Nussloch, Almanya) yerlestirildi.

Vakumlu takip programina ayarlanarak soliisyonlarin dokular i¢ine daha iyi
bir sekilde ge¢mesi saglandi. Doku takibi amaciyla kasetler gece boyunca diisiik
dereceli alkolden yiiksek dereceli alkollere (%70°den %100’e) gegirilerek sularinin
alinmasi, iki adet ksilolden gecirilerek organlardaki yagin alinmasi ve sicak
parafinden gegirilerek doku bosluklarina parafin dolmasi saglandi. Bir sonraki giin
dokular parafine gomiilerek blokajlar1 yapildi. Bloklarda 4-5 saat sogutulmanin
ardindan Leica 2155 rotary mikrotomda (Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) 5
mikron kalinliginda kesitler alindi. Kesitlerin kurumasi amaciyla bir gece oda
1is1sinda bekletildi. Kesitler HE boyama igin kopriilere dizilerek boyama prosediiriine
gecildi. Kesitlerdeki parafinin uzaklastirilmasi amaciyla 30’ar dk siire ile 3 ayr1 ksilol
serisinden gegirildi. Sonra sirasiyla %100, 96, 90, 80 ve 70’lik alkollerden gegirilerek
dokulara su verildi. Once hematoksilenle 15 dakika sonra eozinle 3 dakika boyandi.
Boyama isleminden sonra sirasiyla %70, 80, 90, 96 ve 100’lik alkollerden gegirilen
dokularin suyu alindi. Ksilolde parlatilan dokularin iizerine entellan damlatildiktan

sonra lamel yapistirildi.

Boyama isleminin ardindan bir giin kurutulan kesitler mikroskop altinda
incelemeye hazir hale getirildi ve Olympus CX21 model 151tk mikroskobunda
incelendi. Incelenmis preparatlar Olympus DP26 model kamera ile mikroskobik
dijital fotograflar cekilerek bilgisayar ortamina aktarildi. Immiinohistokimyasal

skorlarin semikantitatif analizi i¢in su derecelendirme skalas1 uygulandt:

SKORO0 : Negatif boyanma

SKOR 1 : Fokal ve zayif boyanma
SKOR 2 : Yaygin ve zayif boyanma
SKOR 3 : Yaygin ve belirgin boyanma

Her kesitte 10 ayr1 alan 40X objektif biiylitme altinda incelendi.
Mikrofotografi islemi Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software

System (Olympus Co., Tokyo, Japan) kullanilarak yapildi.
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3.4. Genetik Analiz Yontemleri

3.4.1. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Santrifiij cihaz1 (Eppendorf 5415 MR eppendorf, Almanya)
Sonikator (UW-2070 Bandelin Electronic Almanya)
. Nanodrop cihazi (Thermo Scientific NanoDrop™, ABD)

1
2
3
4. Vorteks cihazi (Niive NM 110, Tiirkiye)
5. Termal dongii cihaz1 (Thermo Scientific, ABD))

6. Gergek zamanli PCR cihaz1 (Biorad CFX96, Kaliforniya, ABD)
7. Buzdolab1 (-20°C) (Bosch, Almanya)

8

Derin dondurucu (-80°C) (Kirsch, Bosch, Almanya)

3.4.2. Kullamlan Kimyasal ve Kitler

1. GeneAll RiboEx (129) RNA izolasyon Kiti (Kat. No: 301-001) (GeneAll
Biyoteknoloji, Seul, Kore)

2. A.B.T. ™ cDNA Sentez Kit (Atlas Biyoteknoloji, Kat. No: C03-01-05
Tiirkiye)

3. A.B.T.™ SYBR Green Master Mix (Atlas Biotechnology, Tiirkiye) (Kat
No: Q04-01-05)

4. Kloroform

Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RNA izolasyonu

Elde edilen dokular DNaz/ RNaz ve pirojen igermeyen Onceden etiketlenmis
ependorf tiiplerine konuldu, prosediir uygulanincaya kadar -80 derecede derin
dondurucuda saklandi. Calisma giiniinde oda 1s1Sina getirilen doku 6rneklerine 1000
uL Geneall RiboExTY soliisyonu konuldu ve sonikatérde diisiik hizda homojenize
edildi. GeneAll Ribospin RNA izolasyon kiti kullanilarak agagidaki protokole uygun
olarak RNA izolasyonu yapildi.

1. Homojenize edilen 6rnekler oda 1sisinda 2 dk inkiibe edildi ve tizerlerine

200 pL kloroform ilave edildi, 15 saniye vortekslendi.
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2. Siipernatanin tizerine %70’lik etanolden 1-1 hacimde olacak sekilde

eklendi ve santrifiij edilmeden pipetajla karistirildi.
3. Karisim mini spin kolona aktarildu.

4. 11.000 g’de oda 1sisinda 1 dk sanrifiij edildi. Spin kolondan koleksiyon

tiipline gecen siv1 atilip spin kolonun altina tekrar yerlestirildi.

5. 700 ul RSW buffer ilave edildi, 11.000 g’de 30 saniye siiresince santrifiij
edildi. Koleksiyon tiipii bosaltild1 ve spin kolon tekrar yerlestirildi.

6. 500 ul RSW buffer ilave edildi, 11.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi.

Spin kolondan gegen s1v1 atilarak koleksiyon tiipii tekrar yerlestirildi.

7. >13.000 g’de 1 dk santrifiij edilerek wash buffer kalintilar1 uzaklastirildi.
Spin kolon 1,5 pl’lik ependorflara yerlestirildi

8. 50 pl niikleaz free water spin kolona eklenerek 1 dk oda 1sisinda inkiibe

edildi.
9. 12.000 g’de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.

Elde edilen RNA numunelerine cDNA sentezinde kullanilmak amaciyla
nanodrop cihazi kullanilarak miktar ve saflik tayini yapildi. 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki Ol¢iimlerin  birbirine oran1 (260 nm/280 nm) RNA safligini
gostermektedir. Safligi 1,7 - 2,0 arasinda olan RNA o6rneklerinin miktar tayinleri
cDNA sentezinde kullanilmak {izere not edildi. Safligi bu oranlar disinda olan
numunelerin RNAlar1 tekrar izole edildi (Resim 3.7). Izole edilmis her bir RNA
numunesinin konsantrasyonu 1000 ng/ul de standardize edildi ve cDNA sentez

asamasinda kullanilmak tizere -80 dereceye kaldirildi.
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Resim 3.7. RNA Orneklerinin Nanodrop Cihazinda Saflik ve Miktar Tayininin
Yapilmasi

cDNA’nin Sentezi

cDNA sentezi, A.B.T. ™ cDNA Sentez Kit (Atlas Biyoteknoloji, Tiirkiye)
protokoliine uygun sekilde termal siklus cihazinda gergeklestirildi. Numuneler igin
toplam reaksiyon hacim miktar1 20 ul olacak sekilde 0.2 ml’lik PCR tiiplerine buz

iizerinde asagidaki konsantrasyonlarda karisim hazirlandi (Tablo 3.1, Resim 3.8,
Resim 3.9).

Tablo 3.1. 20 pl Revers Transkriptaz Reaksiyon Karigimi

10X Reaksiyon Tamponu 2 ul
dNTP Karsimi (2.5 mM) 1 ul
Random Hekzamer (50 pM) 2 ul
Revers Transkriptaz (200 U/ul) 1 ul
RNaz inhinitor 0.5 ul
RNaz icermeyen Su 3.5ul
RNA Ornegi 10 pl
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Resim 3.8. cDNA Sentezi icin RNA Ornekleriyle Pipetaj Islemi

Resim 3.9. RNA Orneklerinin cDNA Sentezi I¢in Hazirlanmasi
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Hazirlanmis olan karisim termal siklus cihazina yerlestirildi ve asagidaki kit
protokolii kullanildi (Tablo 3.2 ve Resim 3.10). Elde edilen ¢cDNA’lar -20 °C’de

saklandi.

Tablo 3.2. Revers Transkriptaz Termal Siklus Protokolii

RT Basamaklar1 Sicaklik °C Siire Siklus
1. Basamak 25 10 dk 1
2. Basamak 37 120 dk 1
3. Basamak 85 5 dk 1
4. Basamak 4 0 1

Resim 3.10. Termal Déngii Cihazina Hazirlanan Karisim Orneklerinin Yiiklenmesi

Primer Tasarimi ve Hazirlanmasi

Spesifik MRNA dizilimlerinin tespiti ve olasi primer dizilimlerinin denenmesi
National Center for Biotechnology Information internet sitesi kullanilarak yapildi.
Ekspresyon asamasinda kullanilan genler ve spesifik primer dizilimler Tablo 3.3’de

yer almaktadir.
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Tasarimi yapilmis olan primerler ticari olarak sentezlettirildi, liyofilize olarak
temin edildi ve DNaz/RNaz ve pirojen igermeyen, ticari olarak satilan hazir steril su
ile stok 100 uM bi¢iminde sulandirildi. Ardindan stok primer sollisyonu kantitatif
gercek zamanli PCR prosediiriinde, kit iireticisi firmanin talimatlarina gore son

voliimde 500 nM olacak sekilde tekrar sulandirildi.

Tablo 3.3. Genler ve Genlere ait Spesifik Primer Dizilimleri

Spesifik Primer Dizilimi

Gen Forward (F) -Revers (R)

F: CGCACAACTCAGCAAGTCCTC
peCla R: CCTTGCTGGCCTCCAAAGTCTC
. F: TCAGCAGTATGACATCCCGTACCC

R: CGTGAAGCAGCCGAAGGAAGTAG
F: AGGTTGTCTCCTGTGACTTC

GAPDH (House Keeping)
R: CTGTTGCTGTAGCCATATTC

Ekspresyon Seviyelerinin Analizi

Ekspresyon seviyeleri A.B.T.™ c¢DNA Synthesis Kit with RNase (Atlas
Biyoteknoloji/ Tiirkiye) kitleri kullanilarak Biorad CFX96 (California/USA) gergek
zamanli PCR cihazinda analiz edildi. cDNA sentezi yapilan numuneler ¢aligmadan
10 dk once +4°C’de ki blogun iizerine konularak bir siire bekletildi. Caligmada
GAPDH geni housekeeping gen olarak kullanilmis ve normalizasyonda bu genin Cq
degerleri baz alindi. Cihazda kullanilan tiipler 0.1 ml’lik PCR tiipleridir. Reaksiyon
sonunda voliim 20 pL ayarlandi. Reaksiyon karisimui {iretici firmanin protokolii
kullanilarak asagidaki gibi hazirlandi (Tablo 3.4). Reaksiyonun cihaza yiiklemeden

baslamasini 6nlemek amaciyla prosediir buz {izerinde siirdiirtildii.
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Tablo 3.4. PCR Reaksiyonu Karigimi

: Final
Hacim
konsantrasyon

A.B.T.™ 2X qPCR SYBR- Green MasterMix 10 ul 1X
(without ROX) H
Forward Primer (10 pM) 1yl 1 uM
Reverse Primer (10 pM) 1wl 1 uM
cDNA 1 ul 1
DNaz/RNaz Icermeyen Su 7 ul 7 ul

Islemin ardindan elde edilen reaksiyon karisimi kit iireticisinin protokolii
uygulanarak belirlenen termal dongii (Tablo 3.5) ile ger¢ek zamanli qPCR cihazina
yelestirildi ve 6rneklerin her biri 3 tekrarli olarak galisildi (Resim 3.11 ve Resim
3.12).

Tablo 3.5. Gergek Zamanli PCR Dongiisii

PCR asamalari Sicaklik (°C) Siire Siklus
Baslangic denaturasyonu 95 300 sn 1
Denaturasyon 95 15 sn -
Primer baglanmasi/Uzama 60-65 30 sn

Melt-Curve Analizi 65-95 2-5 sn/basamak 1

Elde edilmis Cq degerleri ekspresyon seviyesinin degerlendirilmesi igin her
bir 6rnek ve grup i¢in ayr1 ayr1 not edildi. Normalize edilen numunelerin verilerine 2
“AAC formiilii uygulandi ve sonrasinda elde edilen ham veriler kullanilacak olan

istatistik ¢aligmasina uygun hale getirildi.
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Resim 3.11. Biorad CFX96 (California/USA) Gergek Zamanli PCR Cihazi

Resim 3.12. Biorad CFX96 (California/USA) Gergek Zamanli PCR Cihazinda Gen
Ekspresyon

3.5. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen biitiin verilerin analizleri, IBM SPSS.23 (IBM ing.,
Chicago, IL, ABD) programinda yapildi. Gruplardaki dagilimmin homojen oldugu
ve normal dagilima uygunlugu Kolmogrov Smirnov testi ve Levene testi kullanilarak
belirlendi. Degiskenlere ait tanimlayici istatistikler ortalama+standart sapma olarak
verildi. Normal dagilima uyan gruplarin karsilastirmasi igcin ANOVA testi kullanildi.

Normal dagilim gostermeyen gruplarin karsilastirmasinda Kruskal-Wallis  testi
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kullanild1. Gruplar aras1 anlamlilik saptandiginda, gruplar arasi karsilastirmalar igin
LSD (Least Significant Difference) diizeltme testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik
diizeyi p< 0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analiz Sonuclari

Tablo 4.1. Biyokimya Parametrelerinin Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

Grular Kontrol RM RM+DEX DEX P deseri
P (n=8) (n=6) (n=6) (n=8) "
Ll 32,77£7,83 | 681,88+£36,66 | 531,38+24022 | 40,75+6,59 | <0,001*

(mg/dl)
E:Ule) 540,91£133,91 | 1579,68+519,73 | 1458,48+573,65 | 754,024231,01 | <0,001*
L-LBE) 888,54257,38 | 2467,72+1738,37 | 1447,88+929,0 | 1437,75+371,17| 0,032*
Kreatinin 0,280,06 7,18+0,43 5,32+3,11 0,28+0,05 <0,001*
(mg/dl)
(Srlnsgt/?rtmll? ©| 21464196 | 25904223 | 23474333 | 21494181 | 0,005*

CK: Kreatinin Kinaz LDH: Laktat Dehidrogenaz
Degerler Ortalama + Standart Sapma verilmistir. *statistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir
(p <0,05)

Ratlarin Ure, CK, LDH, Kreatinin, Sistatin C degerleri karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi (p<0,05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.2. TAS, TOS, OSI Parametlerinin Gruplar Arasinda Karsilastiriimasi

Gruolar Kontrol RM RM+DEX| DEX P deseri
P (n=8) | (n=6) (n=6) (n=8) g

TOS . 2.07£0.72|5.3542.10| 3.14+1.06 | 2.22+0.40| 0,001*

(umol H,O,/g protein) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ '

TAS .~ 10.16+0,02]0,14+0,02| 0,15+0,01 |0,1620,01| 0,053

(mmolTroloxEl/g protein)

oSl .

(Arbitrary Unit) 1,27+0,40|3,82+1,37| 2,07+0,59 | 1,40+0,22 | <0,001

TOS: Total Oksidan Seviye TAS: Total Antioksidan Seviye OSI: Oksitadif Stres Indeksi
Degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. *istatistiksel olarak anlamhiligi ifade
etmektedir (p <0,05).

TOS ve OSI degerleri karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik vardi (p<0,001). TAS degerleri karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05) (Tablo 4.2).
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Tablo 4.3. MDA ve Katalaz Parametlerinin Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

Grunlar Kontrol RM RM+DEX | DEX | .. .
P (n=8) (n=6) (n=6) (n=8) g
MDA
. 0,62+0,15 | 0.84+033 | 0,71£0,22 | 0,63+0,12 | 0,578
(nmol/gr protein)
Katalaz 7.96+7.36 | 3.43+1,14 | 5344207 | 7.66£1,95 | 0,009*
(kU/gr protein)

MDA: Malondialdehit

Degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. *Istatistiksel olarak anlamliligi ifade

etmektedir (p <0,05).

MDA degerleri karsilagtirildiginda tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark yoktu (p>0,05). Katalaz degerleri karsilastirildiginda tiim gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi (p=0,009) (Tablo 4.3).

Tablo 4.4. Kontrol ve RM Gruplarinin Karsilastiriimasi

Kontrol RM . .

Gruplar (n=8) (n=6) P degeri
Ure *

32,7747,83 681,88436.66 | <0001
(mg/dl)
CK .
Ui 540.91+133.91 | 1579,684519.73 | <0,001
0la 88854425738 | 2467.72+1738.37 | 0,004*
(U/L) b b 9 b 1
Kreatinin 0,28+0,06 7.18+0.43 <0,001*
(mg/dl)
Sistatin C 21,46+1,96 25.90+2.23 0,002*
(ng/ml)
TOS .
(wmolF,04/q protein] 2.07+0.72 5.3542.10 <0,001
TAS 0.16+0.02 0.14+0.02 0,011*
(mmolTroloxEq/g protein) ’ ’ ’ ’ ’
o R
(Arbitrary Unit) 1,27+0.40 3.8241.37 <0,001
MDA . 0,6240.15 0,840,33 0,054
(umol/gr protein)
Katalaz
(eLfar protein) 7.96+7.36 3434114 0,052

CK: Kreatinin Kinaz LDH: Laktat Dehidrogenaz TOS: Total Oksidan Seviye TAS: Total Antioksidan
Seviye OSI: Oksitadif Stres Indeksi MDA: Malondialdehit.
Degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. *Istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade

etmektedir (p <0,05).
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RM ve Kontrol grubu arasinda Ure, CK, LDH, TOS, TAS, OSI ve Kreatinin

degerleri arasinda anlamli farklilik vard: (p<0,05). RM ve Kontrol grubu arasinda

Sistatin C degeri arasinda anlamli farklilik vardi (p=0,002). RM grubu ve Kontrol

grubu arasinda MDA ve Katalaz degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

yoktu (p>0,05). (Tablo 4.4).

Tablo 4.5. Kontrol ve DEX Gruplarinin Karsilastirilmasi

(kU/gr protein)

Kontrol DEX o .
Gruplar (n=8) (n=8) P degeri
ez 32774783 40,75+6,59 0,887
(mg/dl)
CK
(UIL) 540,91+133,91 754,02+231,01 0,275
LDH
(UIL) 888,54+257,38 1437,75+£371,17 0,250
Krealligh 0.2840,06 0.2840.05 0,999
(mg/dl)
SIEEL 21,46+1,96 21,4941 81 0,083
(ng/ml)
TOS
(umolH202/g protein) 2,07+0,72 2,22+0,40 0,800
TAS
(mmolTroloxEq/g protein) dllE=Rnh OGO U
oSl
(Arbitrary Unit) 1,27+0,40 1,40+0,22 0,719
DA . 0,62+0,15 0,63+0,12 0,921
(nmol/gr protein)
Katalaz 7.96+7.36 7.66+1.95 0,886

CK: Kreatinin Kinaz LDH: Lakbtat Dehidrogenaz TOS: Total Oksidan Seviye TAS: Total
Antioksidan Seviye OSI: Oksitadif Stres Indeksi MDA: Malondialdehit
Degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. *Istatistiksel olarak anlamliligi ifade

etmektedir (p <0,05).

Kontrol ve DEX grubu arasinda Ure, CK, LDH, Kreatinin, Sistatin C, TOS,
TAS, OSI, MDA, Katalaz, degerleri karsilastirildiginda anlamli fark yoktu (p>0,05)

(Tablo 4.5).

44



Tablo 4.6. Kontrol ve RM+DEX Gruplariin Karsilastirilmasi

Kontrol

RM+DEX

(kU/gr protein)

Gruplar (n=8) (n=6) P degeri

Ure *
32,77+7,83 531,38+240,22 | <0,001

(mg/dl)

CK 1458,48+573,65 .

U 540,91+133,91 <0,001

LDH

L) 888,54+257,38 | 1447,88£929.0 | 0,278

Kreatinin 0.28+0.,06 5324311 <0,001*

(mg/dl)

SR 21.46+1,96 23 474333 0,124

(ng/ml)

TOS

(wmol H202/g protein) 2,07+0,72 3,14+1,06 0,078

UAS . 0,16+0,02 0.1520,01 0,093

(mmolTroloxEq/g protein) ’ ’ ’ ’ ’

oSl .

it it 1,27+0.40 2.0740.59 0,033

MDA : 0,620,15 0.71:£0,22 0,360

(nmol/gr protein)

Katalaz 7.96+7.36 5.3442,07 0,215

CK: Kreatinin Kinaz LDH: Laktat Dehidrogenaz TOS: Total Oksidan Seviye TAS: Total Antioksidan
Seviye OSI: Oksitadif Stres Indeksi MDA: Malondialdehit
Degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. *Istatistiksel olarak anlamliligi ifade

etmektedir (p <0,05).

Kontrol ve RM+DEX grubu arasinda LDH, Sistatin C, TOS, TAS, OSI,
MDA, Katalaz degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05).

Kontrol ve RM+DEX grubu arasinda Ure, CK, OSI ve Kreatinin degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p<0,05) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.7. RM ve DEX Gruplarinin Karsilastirilmasi

(kU/gr protein)

RM DEX . .

Gruplar (n=6) (n=8) P degeri
ere

681,88+36,66 40,75+6,59 <0,001*
(mg/dI)
CK 1579,68+519.,73 754,02+231.01 0,001*
(U/L) 9 b b b i)
ol 2467,72£173837 | 1437,75:37117 | 0,052
(U/L) b b b b 1
Kreatinin 7.18+0,43 0,2820,05 <0,001*
(mg/dl)
Sistatin C 25,90+£2,23 21494181 0,002
(ng/ml)
TOS 5,35+£2,10 -
(umol H202/g protein) 2,2240.80 <0,001
TAS .
(mmolTroloxEqg/g protein) bl==DitE Bl o
oSl .
(Arbitrary Unit) 3,82+1,37 1,40+0,22 <0,001
RIS . 0,84:£0,33 0,63+0,12 0,066
(nmol/gr protein)
Katalaz 3.43+1,14 7.66+1,95 0,068

CK: Kreatinin Kinaz LDH: Laktat Dehidrogenaz TOS: Total Oksidan Seviye TAS: Total Antioksidan
Seviye OSI: Oksitadif Stres Indeksi MDA: Malondialdehit.
Degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. *Istatistiksel olarak anlamliligi ifade

etmektedir (p <0,05).

RM ve DEX grubu arasinda Ure, CK, Sistatin C, Kreatinin TOS, TAS ve OSI
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p<0,05). RM ve DEX grubu arasinda

MDA ve Katalaz degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05)

(Tablo 4.7).
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Tablo 4.8. RM ve RM+DEX Gruplariin Karsilastirilmasi

RM RM +DEX L
Gruplar (n=6) (n=6) P degeri
Ure 681,88+36,66 31,38+£240,22 0,028*
(mg/d) i R '

CK

L) 1579,68+519.73 1458.48+573.65 0,587
I(_u[;:j) 2467,72+1738 37 1447889290 0,070
Kreatinin 7,18+0,43 5,32+3,11 0,034*
(mg/dl)

(Sl’llzt/?r?l? c 25.90+2,23 23.47+3 33 0,083
z;;?nsol 9o protein) 5.3542.10 3,1441,06 0,001*
TAS

(mmolTroloxEq/g protein) Bhlla== L2 sl e
?ASr'bi rardhin 3,82+1,37 2,07+0,59 <0,001*
miﬁ‘l — 0,84033 0,71+£0,22 0.260
Ef(adfg:i‘zpmtem) 3.43+1,14 5.3422.07 0,397

CK: Kreatinin Kinaz LDH: Laktat Dehidrogenaz TOS: Total Oksidan Seviye TAS: Total Antioksidan
Seviye OSI: Oksitadif Stres indeksi MDA: Malondialdehit

Degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. *istatistiksel olarak anlamlhiligi ifade
etmektedir (p <0,05).

RM ve RM+DEX grubu arasinda CK, LDH, Sistatin C, TAS, MDA, Katalaz
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p>0,05). RM ve RM+DEX
grubu arasinda Ure, Kreatinin, TOS ve OSI arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

vardi (p<0,05) (Tablo 4.8).
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Tablo 4.9. DEX ve RM+DEX Gruplarinin Karsilastiriimasi

(kU/gr protein)

DEX RM + DEX ..
Gruplar (n=8) (n=6) P degeri
Uit 40,75+6.,59 531,38+240,22 | <0,001*
(mg/dl)
CK .
L) 754,024231,01 | 1458,48+£573,65 | 0,002
LDH
UIL) 1437,75+371,17 | 1447,88£929.0 | 0,984
Kreatinin 0.28+0,05 5.3243.11 <0,001*
(mg/dl)
Sistatin C 21,4941 81 23474333 0,129
(ng/ml)
TOS
(ol Fi202/q protsin) 2.22+0,40 3,14+1,06 0,126
TAS
(mmolTroloxEq/g protein) 0,16+0,01 0,15+0,01 UrAE
oSl
(Arbitrary Unit 1.40+0,22 2,07+0,59 0,071
i . 0,63+0,12 0,71£0,22 0414
(numol/gr protein)
Katalaz 7.66+1.95 5.3442.07 0,271

CK: Kreatinin Kinaz LDH: Laktat Dehidrogenaz. TOS: Total Oksidan Seviye TAS: Total

Antioksidan Seviye OSI: Oksitadif Stres Indeksi MDA: Malondialdehit
Degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. *Istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade

etmektedir (p <0,05).

DEX ve RM+DEX grubu arasinda LDH, Sistatin C, TOS, TAS, OSI, MDA,
Katalaz arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05). DEX ve RM+DEX

grubu arasinda Ure, CK ve Kreatinin arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi

(p<0,05) (Tablo 4.9).
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4.2. Genetik Inceleme

SIRT-3
PGC-1a
2.0+
2.0 * - "
E & 5
2 5 1.5
*
% 2
= 1.0- g 107
= s
® £
< 0.5
= 05- =
€ E
0.0 0.0-
Kontrol RM  RM-Dex  Dex Kontrol RM  RM-Dex  Dex

Sekil 4.1. PGC-1a ve SIRT-3 Rolatif mMRNA Ekspresyon Sonuglari ve Gruplar Arasi
Istatistiksel Karsilastirma Grafigi.

Degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. *RM grubuna gore istatistiksel anlamliligi
ifade etmektedir.

Tablo 4.10. PGC-1a ve SIRT-3’lin Gruplar Arasinda Karsilastiriimasi

PGC-1a SIRT-3

Gruplar
P degeri

Kontrol-RM <0,001* <0,001*
Kontrol-DEX 0,300 0,962
Kontrol-(DEX+RM) 0,056 0,124
RM-DEX 0,004* <0,001*
RM-(RM+DEX) 0,054 0,009*
DEX-(RM+DEX) 0,315 0,134

PGC-1a: Peroksizom Proliferatorii ile Aktive Edilen Reseptér Gama Koaktivatori-1 Alfa SIRT-3:
Sirtuin-3
*[statistiksel olarak anlamlihig1 ifade etmektedir (p <0,05).

RM ve Kontrol grubu arasinda PGC-1a, SIRT-3 arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark vardi (<0,001) (Tablo 4.10) (Sekil 4.1).

Kontrol ve DEX grubu arasinda PGC-1a, SIRT-3 arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark yoktu (p>0,05) (Tablo 4.10).

Kontrol ve RM+DEX grubu arasinda PGC-1a, SIRT-3 arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark yoktu (p>0,05) (Tablo 4.10) (Sekil 4.1).
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RM ve DEX grubu arasinda PGC-1a arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark
vardi (p=0,004). RM ve DEX grubu arasinda SIRT-3 arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark vardi (p<0,001) (Tablo 4.10) (Sekil 4.1).

RM ve RM+DEX grubu arasinda PGC-1a arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark yoktu (p>0,05). RM ve RM+DEX grubu arasinda SIRT-3 arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark vardi (p=0,009) (Tablo 4.10) (Sekil 4.1).

DEX ve RM+DEX grubu arasinda PGC-1a ve SIRT-3 arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark yoktu (p>0,05) (Tablo 4.10).

Tablo 4.11. PGC-1a ve SIRT-3’ iin Tiim Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

Gruplar Kontrol RM RM+DEX DEX P degeri
PGC-1a 1,15+0,57 | 0,33+0,11 0,75+0,10 0,95+0,31 0,003*
SIRT-3 1,09+0,44 0,39+0,16 0,85%0,15 1,08+0,19 <0,001*

PGC-1a: Peroksizom Proliferatorii ile Aktive Edilen Reseptér Gama Koaktivatorii-1 Alfa SIRT-
3:Sirtuin-3

Degerler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. *Istatistiksel olarak anlamliligi ifade
etmektedir (p <0,05).

PGC-1a ve SIRT-3 arasinda tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik vardi (sirasiyla; p=0,003, p<0,001) (Tablo 4.1).

4.3. Histopatolojik inceleme Sonuclar1

Calismamizda bobrek doku kesitlerinde incelenen yapisal degisiklikler

Abdel-Wahhab ve ark.'nin yaptigi skorlama ile (118, 119) degerlendirildi.
e (negatif skor): Histolojik (yapisal) degisikligin olmamasini,
e + (1 pozitif skor): Hafif derecede histolojik (yapisal) degisikligi
e ++ (2 pozitif skor): Orta derecede histolojik (yapisal) degisikligi

e +++ (3 pozitif skor): Ciddi derecede histolojik (yapisal) degisikligi ifade
etmektedir.

€ .9

Gruplar arasinda gozlenen histolojik degisikliklerin “p” degerleri Tablo

4.12’de verilmistir.
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Tablo 4.12. Gruplarin Histolojik Karsilastirilmasi

Gruplar inﬂ}?il?citeuar Vaskiiler Tibiiler Tﬁ;ﬁ;iie?gzzlial
Infiltrasyonu Konjesyon | Dilatasyon Dejenerasyon
Kontrol - - - -
RM +++ +++ +++ +++
RM+DEX + + + +
DEX - - - -
Kontrol- RM p< 0,05 p< 0,05 p< 0,05 p< 0,05
('if&ti‘éi'gx) 0< 0,05 0< 0,05 0< 0,05 p< 0,05
Kontrol -DEX p> 0,05 p> 0,05 p> 0,05 p> 0,05
RM- (RM+DEX) p< 0,05 p< 0,05 p< 0,05 p< 0,05
RM-DEX p< 0,05 p< 0,05 p< 0,05 p< 0,05
DEX- (RM+DEX) p< 0,05 p< 0,05 p< 0,05 p< 0,05

p <0,05 Istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.

Kontrol ve RM grubundaki ratlarda bobrek doku kesitlerinin histolojik
incelenmesi karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi
(p<0,05). Kontrol grubu ve DEX grubundaki ratlarda bobrek doku kesitlerinin
histolojik incelenmesi karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark yoktu (p>0,05). RM+DEX grubu ve RM grubundaki ratlarda bobrek doku
kesitlerinin histolojik incelenmesi karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamh fark vardi (p<0,05) (Tablo 4.12). RM ve DEX grubundaki ratlarda
bobrek doku kesitlerinin histolojik incelenmesi karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p<0,05) (Tablo 4.12). DEX ve RM+DEX
grubundaki  ratlarda  bobrek  doku  kesitlerinin  histolojik  incelenmesi
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p<0,05)
(Tablo 4.12).

Kontrol grubunda mikroskobik degerlendirmede normale yakin doku
histolojisi goriildii (Sekil 4.2, Sekil 4.3). (Tablo 4.12).

DEX grubunda mikroskobik degerlendirmede distal tiibiil ve glomeriiler
yumak kontrol grubuna yakin bir gériiniimde izlenirken proksimal tiibiil epitelinde

yer yer dokiilmeler gozlendi (Sekil 4.4, Sekil 4.5).
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RM grubunda toplayici tiibiillerin ¢ogunda liimende eozinofilik materyal
birikimi goriildii (Sekil 4.6). Intertisyel aralikta yogun fibrozis goriildii. RM
grubunda glomeriillerde fibrozis ve atrofi, yaygin tiibiiler hasar ve baz tiibiillerde
yogun protein birikimi ve nekrotik alanlar goriildii (Sekil 4.7, Sekil 4.8). Medullar
intestriyel alanda nekrotik, eozinoiflik alanlarin yaninda dilate toplayict tiibiil

sayisinda azalma goriildii (Sekil 4.9).

RM+DEX grubu histopatolojik goriintiilerinde bobrek medullasinda
tiibiillerde eozinofilik materyal birikimi RM Grubuna goére azalmis , tiibiillerin sayis1
kontrol grubuna yakin olarak izlendi (Sekil 4.10). Baz tiibiillerdeki yogun protein
birikimi azalmis olarak goriildii. Dilate toplayici tiibiillerin sayisi, tiibiillerin i¢indeki
eozinofilik materyal birikimi ve interstisyel alandaki fibrozis hasar grubuna gore
azalmis olarak goriildi (Sekil 4.11). Glomeriiler yumak kontrol grubuna yakin bir
histolojide goriildii. Tiibiillerin igindeki yogun protein birikimi hasar grubuna gore

azalmus ve tiibiil epitellerinin korunmus oldugu goriildii (Sekil 4.12).
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Sekil 4.2. Kontrol Grubu Bobrek Kesiti. Proksimal tiibiil (ok basi), distal tiibiil (ince
ok) ve glomeriiler yumak (kalin ok) normale yakin bir goriinlimde izlendi.
H&E, scale bar=50um.

Sekil 4.3. Kontrol Grubu Bobrek Medullast Kesiti. Toplayic tiibiiller normale yakin
goriinimde. H&E, scale bar=50um.
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Sekil 4.4. DEX Grubu Bobrek Medullas1 Kesiti. Toplayici tiibiiller kontrol grubuna
yakin bir goriiniimde. H&E, scale bar=50pm.

Sekil 4.5. DEX Grubu Bobrek Kesiti. Distal tiibiil (ince ok) ve glomeriiler yumak
(kalin ok) kontrol grubuna yakin bir goriinlimde izlenirken proksimal
tiibiil epitelinde yer yer dokiilmeler gozlendi (ok basi). H&E, scale
bar=50pm.
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Sekil 4.6. RM Grubu Bobrek Tiibiiler Kesiti. Dilate toplayici tiibiiller (kalin ok),
tiibiillerin gogunda liimende yogun eozinofilik materyal birikimi (siyah
yildiz), tiibiillerin bazilarinda tiibiil epitelinin liimene dokiilmiis oldugu

goziikmekte (ok basi). Intertisyel aralikta yogun fibrozis (i¢i bos yildiz).
H&E, scale bar=50pum

Sekil 4.7. RM Grubu Bobrek Glomeriiler Kesiti. Glomeriillerde firbrozis ve atrofi
(kalin ok), yaygin tiibiiler hasar ve baz tiibiillerde eozinofilik materyal

(ok bast), baz tiibiillerde ise yogun protein birikimi-cast (yildiz). Yaygin
nekrotik alanlar. H&E, scale bar=50um.
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Sekil 4.8. RM Grubu Bobrek Glomeriilo-Tiibiiler Kesiti. Glomeriiler yumakta fokal
birikim ve eozinofilik materyal infiltrasyonu (ince ok), yaygin tiibiiler

hasar ve tiibiillerde eozinofilik materyal birikimi (129), bozumus tiibiil
epiteli (kalin ok). H&E, scale bar=50pum

Sekil 4.9. RM Grubu Bobrek Medullasi Kesiti. Medullar intestriyel alanda nekrotik,

eozinoiflik alanlar (y1ldiz), azalmis sayida ve dilate toplayici tiibiiller (ok).
H&E, scale bar=50pum.
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Sekil 4.10. RM+DEX Grubu Bobrek Medullasi Kesiti. Bobrek medullasindan gegen
bir kesit. Tibiillerde eozinofilik materyal birikimi RM Grubuna gore
azalmis (ok), tlibiillerin sayist kontrol grubuna yakin. Bazi tiibiillerde
bulunan yogun protein birikimi-cast- azalmis. (ok basi) H&E, scale

bar=50pm.

Sekil 4.11. RM +DEX Grubu Bobrek Tiibiiler Kesiti. Dilate toplayici tiibiillerin
sayist (ok) ve tiibiillerin i¢indeki eozinofilik materyal birikimi (ok basi)
ve interstisyel alandaki fibrozis (yildiz) hasar grubuna gore azalmis
goriilmekte. H&E, scale bar=50um.

57



Sekil 4.12. RM +DEX Grubu Bobrek Glomeriilo-Tiibiiller Kesiti. Glomeriiler yumak
kontrol grubuna yakin bir histolojide goriildii. Tiibiillerin i¢indeki yogun
protein birikimi hasar grubuna gore azalmis. Tiibiil epitellerinin
korunmus oldugu goriildii. H&E, scale bar=50um.
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5. TARTISMA

Bobregin filtrasyon fonksiyonunun bozulmasi, kan iire azotu, kreatinin ve
tiremik toksinlerin artis, GFH’1n azalmasi ile karakterize olan ABY onemli klinik
sorundur (1, 29, 33). Tedavi alaninda saglanan pek ¢ok gelismelere ragmen ABY’nin
morbidite ve mortalitesi artmaktadir. Yogun bakim iinitesinde goriilen mortalitenin
en az %50’si ABY den kaynaklanmaktadir. Ayrica hastalarda ABY nedeniyle ortaya
cikan komplikasyonlar, hastalarin yogun bakim iinitesinde tedavi masraflarinin

artmasina ve kalis siiresinin uzamasina sebep olmaktadir (29).

Akut tiibiiler nekroz, tiibiillerde miyoglobin tika¢ olusturarak tiibiiler iskemi
ile renal ABY olusturur. Myoglobin, tiibiil hiicrelerine lipit peroksidasyonu ve
yapisindaki hem grubunun redoks dongiisiine katilmasiyla hasar verir. Rabdomiyoliz
kas iskemisi sonucu miyositlerin parcalanmasi ile miyoglobinin sebep oldugu ABY
gelisimine neden olur. (7, 15, 38). Insanlar iizerinde deneysel yontemle rabdomiyoliz
meydana getirmek etik yoniinden miimkiin degildir. Bu ylizden yapilan ¢alismada
ratlarda rabdomiyoliz olusturarak buna bagli ABY gelisen modeli kullanildi. Deprem
sonrasinda enkaz altinda kalan ve yarali olarak kurtulanlarda deneyde uygulanilan
yonteme benzer mekanizma ile ABY gelisebilmektedir. Crush sendromunun
olusturdugu rabdomiyolize bagli ABY nin erken taninmasi ve tedaviye baglanmasi
oldukca yiiksek Onem arzetmektedir. Gliserolle olusturulan bdbrek yetmezligi;
rabdomiyolizin sebep oldugu ABY tablosu ile yakindan iliskilidir. Gliserol kaynakl
bobrek yetmezliginde goriilen iskemik hasar, miyoglobinin neden oldugu tiibiiler
nefrotoksisite ve rabdomiyolizden sonra salinan sitokinlerin bobrekte olusturdugu
etkiler benzerdir (4, 10, 42, 44, 54, 125). Gliserol uygulamasi ile rabdomiyoliz
sonrasinda ABY gelisen hayvan modeli {izerinde yapilan bir ¢alismada mitokondride
miyoglobiniiri ile SOR olusumunu ve lipit peroksidasyonunun neden oldugu renal
tibiiler hasarlanma gosterilmistir  (44). Calismada Crush sendromuna bagh
rabdomyoliz olusturmak i¢in kas i¢i gliserol uygulanan hayvan modelini kullanild.
Calismada, RM grubunun bdbrek preperatlarinin  histolojik incelenmesinde
inflamatuar hiicre goriilmesi, vaskiiler konjesyon, tiibiiler dilatasyon olmas1 ve tiibiil

epitelinde hiicrelerde dejenerasyon goriilmesi renal hasar olusumunu destekledi.
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ABY’nin tanisinda ilk laboratuvar degerlendirmesinde serum kreatinin
diizeyi, idrar tahlili, tam kan sayimi, fraksiyonel sodyum atilimi, serum elektrolit
diizeyleri, CK, LDH kullanilir. Renal fonksiyonun en iyi genel degerlendirilmesi
GFH ile yapilir. Fakat direkt olarak GFH analizi yapmak zordur. GFH belli bir
diizeye diismezse serum kreatinin degeri degismez. Bu yilizden bobrekteki hasarin
erken gosterilmesinde kreatinin yetersiz kalabilir. Sistatin C ve LDH, GFH’da diisme
olmadan renal hasarin gosterilmesinde kritik rol alirlar (3, 6, 47). Serum kreatinine
nazaran sistatin C kas kiitlesindeki degisikliklerden daha az etkilenmektedir. Sistatin
C’nin, ABY tanisinda serum kreatininden daha istiin oldugu bulunmustur (47). Bu
yiizden ¢alismada rabdomiyolize bagli ABY hasarinin derecesinin ve DEX’in bobrek
fonksiyonlar1 iizerindeki etkinligini degerlendirmek igin kreatinin, iire yaninda
sistatin C kullanildi. Rabdomiyoliz ile renal hasar olusumunun degerlendirilmesinde
Kreatinin (p<0,001) wve Sistatin C (p=0,002) birlikte degerlendirildiginde
kreatinindeki istatistiksel sonug¢ farkliiginin kas kiitlesindeki degisikliklerden
etkilenmesinden kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Sistatin C degerinin RM ve Kontrol
grubu Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmasi (p=0,002)
normal bobrek dokusunda ABY gelistigini gosterdi. RM ve RM+DEX grubu
arasinda Sistatin C arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik (p>0,05) olmamasi
Ure ve kreatinine {istiinliigiinii gostermedi. Fakat RM+DEX grubunda ortalama
Sistatin C’nin RM grubuna gore daha diisiik olmasi tanidaki etkinligi agisindan farkli

ila¢ uygulama siireleri veya dozu ile arastirilabilir.

Miyojenik yanit ve tiibilloglomeriiler geri bildirim renal otoregiilasyondan
sorumludur. Yapilan c¢alismalarda vazoreaktivite ve miyojenik tepkinin SOR
varligindan etkilendigini gdstermistir. SOR iiretiminin artmis olmast ABY’de tiibiil
hiicrelerinin hasarlanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (130). Bununla iligkili olarak
lipopolisakkaritle indiiklenen ABY’de mitokondriyal hasar1 ve mitokondri hedefli
antioksidan korumay1 inceleyen bir caligmada; elektron mikroskobik analizlerde
lipopolisakkarit uygulanmasi ile renal epitelyal hiicrelerde ve vaskiiler endotelde
mitokondriyal membran biitiinligiiniin bozuldugu goézlemlenmistir. Calismada
mitokondriyal morfolojik bozukluk oksidatif stresin baglamasiyla iligkilendirilmistir.
(131). Calismamizda TOS ve OSI parametrelerinin RM ve Kontrol grubu

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmasi bobrek dokusundaki
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oksidatif stresin arttigin1 gosterdi. Molekiiller arasindaki ¢apraz baglarin olusumuna
sebep olan ve lipit peroksidasyonu arttiginda plazmada artis gosteren MDA (85, 86)
seviyeleri RM grubunda (0,84+0,33) Kontrol grubuna (0,62 + 0,15) kiyasla artti. Bu
artis rabdomyolizle bobreklerde olusturulan hasarda lipit peroksidasyonu ile
iliskilendirildi.

Dokuda pantotenik aside ¢evrilen DEX, bir¢ok metabolik yolda gorev alan
Koenzim A’nin temel bilesenidir (129). Koenzim A sitozolde yag asidi biyosentezi
icin gereklidir. DEX’in hiicrelerdeki oksidatif stresi azalttigi diisiiniilmektedir.
Karbon tetra kloriirle indiiklenmis myokardiyal toksisitede (132), lipopolisakkaritle
indiiklenmis kardiyovaskiiler toksisitede (133) septik farelerde karaciger ve bobrek
dokularinda (134), streptezosinle indiiklenen noronal hasarda (21), nikotinle
indiiklenen akciger hasarinda (135) DEX’in antiinflamatuvar, antiapoptotik,
antioksidan etkinligi gosterilmistir. Calismada oksidan-antioksidan sistemin pargasi
olan MDA, CAT parametreleri ile DEX’in bu sistem tlizerindeki etkinligini arastirdik.
Calismada RM+DEX grubundaki MDA (0,71£0,22) ve RM grubundaki MDA
(0,84+0,33) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0,05). Bununla
birlikte oksidan parametrelerden MDA seviyesinde RM+DEX grubu RM grubu ile
karsilastirildiginda minimal diisme tespit edildi. MDA seviyesinde DEX uygulamasi
ile diisme egilimi ek ila¢ uygulama siiresiyle veya oksidan sistemin farkli enzimleri
calisilarak aragtirilabilir. Renal tiibiil hiicrelerinde endojen antioksidan olan CAT,
GPx, SOD gibi enzimlerin seviyesi ABY’de ciddi derecede azalir sonrasinda
oksidatif stres ve redoks dengesizlikleri olusur (10). Calismamizda RM+DEX
grubundaki ratlarin CAT (5,34+2,07) ve RM grubundaki ratlarin CAT (3,43+1,14)
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0,05). Fakat RM+DEX
grubunda CAT seviyesinde RM grubuna kiyasla artis oldu. Antioksidan etkinliginin
degerlendirilmesinde CAT ile diger antioksidan sistem enzimlerinin birlikte

calisilmasina ihtiyag¢ oldugu diistiniilmiistiir.

Sistemik olarak 250-500 mg dozlarda kullanililan DEX’in oral ve parenteral
kullanim preperatlar1 mevcuttur (114). Literatiirde bleomisinin neden oldugu akciger
fibrozisinde DEX’in koruyucu etkinligini arastiran bir c¢alismada akciger hasari
gelisen ratlara 14 giin boyunca 500 mg/kg/giin DEX uygulanmistir. Deney sonunda
DEX uygulanan akciger hasar1 olan grupta CAT, SOD gibi antioksidan enzimlerinin
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sevilerinde artis, MDA gibi oksidatif stres belirtecinin seviyelerinde azalma
goriilmiistiir (136). Ratlarda diyabetik nefropati ve renal oksidatif stres lizerinde
DEX’in 500 mg/kg dozunda 6 hafta boyunca uygulamasini inceleyen baska bir
calismada; streptozosin ile indiiklenmis diyabet gelisen ratlarda GPx enzim
aktivitesini arttigini, TOS diizeylerinde 6nemli derecede azalma oldugu gosterilmistir
(137). Ratlarda metotreksatin sebep oldugu karaciger oksidatif toksisitesinde DEX’in
koruyucu etkinligini arastiran bir ¢aligmada 500 mg/kg DEX 24 giin boyunca
uygulanmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda GPx, TAS kapasitesinin DEX
uygulanan grupta arttigr, TOS un diistiigii gézlemlenmistir (129). Cekal ligasyon ile
sepsis gelisen ve DEX tedavisi uygulanan ratlarda kalp dokusundaki antioksidan
aktivite 2 giin boyunca giinde 2 kez ip 500 mg/kg doz uygulamasi ile incelenmistir.
Calisma sonucunda DEX tedavisi ile MDA seviyelerinin azaldigi, CAT, SOD gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (138). Biitiin bu ¢aligmalar
DEX’in antioksidan, antiapoptotik ve antiinflamatuar etkinligini ip 500 mg/kg doz
uygulamasi ile aragtirmigtir. Calismamizda 5 giin boyunca ip 500 mg/kg uygulanan
DEX’in etkinligini MDA ve CAT parametreleri ile oksidan-antioksidan sistem
tizerinden degerlendirdik. Calismamizda RM+DEX, RM grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik olmamasi, aymi dozu farkli siirelerle

degerlendiren bagka calismalarla incelenebilecegini diisiindiirmektedir.

Calismada, DEX’in etkinliginde alttan yatan genetik mekanizmayi arastirdik.
PGC-1a ve SIRT-3, oksidatif siirecin, antioksidan savunmanin ve mitokondriyal
biyogenezin temel diizenleyicisidir (139). Bu ylizden ¢alismamizda mitokondrinin
yogun oldugu renal dokuda DEX’in etkinliginin arastirilmasinda PGC-1a ve SIRT-3
gen ckspresyonlart  kullanildi.  Mitokondriyal biyogenezin azalmis olmasi,
mitokondriyal igerigin yenilenmesinin azalmasina sebep olur. Bunun sonucunda lipit,
DNA ve proteinlerin oksidasyonu gerceklesir (140). Calismamizda Kontrol ve RM
grubu PGC-1a ve SIRT-3 arasinda istatistiksel olarak anlamlilik olmas1 (p<0,001) ve
bu iki genin RM grubunda ekspresyonunun azalmis olmasi hasarli bobrek dokusunda
mitokondrial hasarlanma ile iliskilendirildi. Literatiirde sisplatin ile indiiklenerek
olusturulmus ABY tablosunda mitokondriyal fonksiyonlar1 liquiritigenin koruyucu
etkinligini arastiran ¢aligmada sisplatin sonrast ABY gelisen 20 fare {izerinde iki giin

ip liquiritigenin uygulanmis ve sonrasinda renal tiibiilleri ve mitokondriyal
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fonksiyonlar incelenmistir. Deney sonucunda SIRT-3 protein seviyelerinin
liquiritigenin tedavisi ile 6nemli 6l¢iide arttigi bulunmustur. Bu g¢alismada ABY
tablosundaki iyilesme mekanizmasi PGC-1o/ Nrf/ SIRT-3 yolaginin mitokondriyal
biyogenezi aktive ederek yaptigi gosterilmistir (141). Mitokondriyal dinamiklerin
aragtirilldigi baska bir ¢alismada SIRT-3 geni ¢ikarilarak, SIRT-3" fareler
kullamlmustir. Fareler SIRT-3" olarak tamimlanmustir. Bu calismada Sisplatin ile
ABY olusturulan ratlarda tedavi edici ajan olarak AICAR (AMPK agonisti ) ve
antioksidan ajan olan asetil-I-karnitin kullamlmustir. Tedavi verilen SIRT-3"
farelerinde renal fonksiyonlarda ve tiibiiller hasarlanmada iyilesme tespit
edilememistir. Calismada ayrica SIRT-3" farelerinde ciddi ABY tablosu gelismis ve
hayvanlarin 6ldiigii gozlemlenmistir (112). Calismamizda RM ve RM+DEX gruplar1
arasinda SIRT-3 ac¢isindan istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p=0,009). SIRT-3
genetik ekspresyonunun artmis olmast (Sekil 4.1); DEX’in koruyucu etkinliginin
SIRT-3 aracilig1 ile oldugunu diisiindiirmiistiir. Calismamizda RM ve RM+DEX
grubu arasinda PGC-1la arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05).
RM+DEX grubunda PGC-1a genetik ekspresyonunu RM grubuna kiyasla artmig
olarak bulundu. Akut bobrek yetmezliginde renal doku tizerinde DEX’in etkinliginde
PGC-1la ve SIRT-3’den farkli genetik yolaklarin calisilmasiyla iyilesme

mekanizmasi aydinlatilabilir.

Histolojik olarak ABY; nekrotik hiicre o6limii ve inflamasyonla
karakterizedir. Lipit peroksidasyonu tiibiillerde hasar olusturarak miyofibroblastlarin
cogalmasini dnleyebilir. inflamasyon, parankimal hiicre kaybi ve tiibiiler epitelinde
dejenerasyon olmasi ve tiibiil sayisinin azalmas1 ABY'nin sonunda tiibiilointerstisyel
fibrozise yol agabilen o&zelliklerdir (142). Deneysel bobrek iskemi-reperfiizyon
modeli olusturulan bir ¢alismada; DEX’in oksidatif stres, tiibiiler hasar, apoptoz ve
renal inflamasyon tlizerindeki etkileri arastirilmistir. Bobrek dokusunun histopatolojik
incelemesinde iimunohistokimyasal yontemle kaspaz-3 aktivitesi degerlendirilmistir.
Iskemi reperfiizyon olusturulmus bobrek dokusunda DEX uygulamasi ile
antiapoptotik kaspaz-3 konsantrasyonunda anlamli azalma goriildigi tespit
edilmistir. Calismada proinflamatuar sitokinler; TNF- a, IL-6 diizeylerinin DEX
tedavisi alan ABY gruplarinda azalmis olmasi; renovaskuler obstriiksiyona bagli

renal hasarin iyilegsmesinin niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2 (Nrf-2)-
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antioksidan yolag: ile iliskili olabilecegini diistindiirmiistiir (143). Gliserol ile
indiiklenen rabdomiyolizin neden oldugu ABY’de DEX’in renoprotektif etkisini
aragtiran baska caligmada ratlara DEX 200 mg/kg, 7 giin uygulanmis ve renal doku
histopatolojik olarak incelenmistir. Hematoksilen-eozin ile boyanmis renal doku
kesitlerinde patomorfolojik degisiklikler gosterilmistir. Rabdomiyoliz sonrasi bobrek
korteksinde yaygin ve fokal mononiikleer infiltrasyon, tiibiillerde genisleme,
glomeriillerde kii¢lilme, toplayici kanalda eozinofilik protein birikimi tespit
edilmistir. DEX uygulanan rabdomiyoliz olusturulmus rat bobreginin histopatolojik
degerlendirmesinde 16kosit infiltrasyonunda azalma gozlenmistir. Calismada DEX’in
koruyucu etkisinin; inflamatuar siireci baskilamasiyla oldugu diisiiniilmiistiir (10).
Caligmamizda histopatolojik goriintiilerde RM+DEX grubu bobrek medullasinda ve
tiibiillerde; eozinofilik materyal birikiminin RM grubuna kiyasla azalmus, tiibiillerin
sayis1 kontrol grubuna yakin olarak izlenmis ve tiiblillerdeki yogun protein birikimi
azalmus olarak gorildii (Sekil 4.10). Bu histolojik iyilesme rabdomiyoliz ile ABY
olusturulan ratlarda, rabdomiyoliz sonrasinda 5 giin boyunca giinde tek doz olarak
500 mg/kg wuygulanan DEX’in hasarli renal dokuda iyilestirici etkisi ile
iligkilendirildi. Ayn1 zamanda RM grubunda artmis inflamatuar hiicre infiltrasyonu
ve tiibiiler epitel dejenerasyon gibi histolojik degisikliklerin RM+DEX grubunda
azalmis olarak goriilmesi; DEX’in histopatolojik koruyucu etkinliginin inflamatuar

hiicreler iizerindeki baskilayici etkisinden kaynaklanabilecegini diisiindiirdii.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan analizlerden elde edilen bulgulara gore; ratlarda 8ml/kg dozunda i.m
gliserolle olusan rabdomiyoliz sonucu meydana gelen renal hasarin 5 giin ip 500
mg/kg DEX uygulanmasiyla histopatolojik olarak iyilestigini ve PGC-1a ve SIRT- 3
gen ekspresyonu yoluyla iyilestigi gosterildi.

Calismamizda rabdomiyoliz sonucu olusan akut bobrek yetmezligini
degerlendirmek icin biyokimyasal olarak Ure, CK, LDH, Kreatinin ve Sistatin C
parametrelerini kullandik. RM grubundaki biyokimyasal parametrelerde Kontrol
grubuna gore artig olmasi renal hasar olusumunu destekledi. Calisilan biyokimyasal
degerler RM+DEX grubunda RM grubuna kiyasla diisiiktii. RM grubundaki ratlarin
bobrek dokusunda TOS, OSI, MDA parametrelerinin yiiksek olmasi oksidatif stres
olusumunu destekledi. RM+DEX grubu TAS, Katalaz degerlerinin RM grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli fark olmamasi ila¢ uygulama siiresinin

degistirilerek ve farkli antioksidan parametrelerin ¢alisilmast ile arastirilabilir.

Literatiir incelendiginde gliserolle olusturulan rabdomiyolizin sebep oldugu
ABY’de renal hasar1 azaltmak i¢in bir¢ok antioksidan kullanilmistir. Ayn1 zamanda
literatiirde DEX’in farkli dokular iizerinde antioksidan, antiinflamatuar ve
antiapoptotik etkinligi tizerine bir¢ok ¢aligma mevcuttur. Yakin zamanda gliserolle
olusturulmus rabdomyolizin indiikledigi renal hasarda DEX’in koruyucu etkisi
lizerine ¢alismaya rastlansa da, DEX’in koruyucu etki mekanizmasinin PGC-1a ve
SIRT- 3 gen ekspresyonu yoluyla aydinlatilmasi agisindan bu c¢alisma ile
literatlirdeki eksikligin kapatilmasin1 amacladik. Calismanin devami olarak
antioksidan parametrelerin 6l¢timii igin SOD, nitrik oksit, GPx, glutatyon rediiktaz
analizleri yapilabilir, antiinflamatuar ve antiapoptotik parametreler ile ¢alisma

detaylandirilabilir.

Calismamizda DEX’in hasarli bobrek dokusundaki etki mekanizmasinin
anlagilabilmesi i¢in mitokondriyal biyogenezden sorumlu olan PGC-1a ve SIRT- 3
genlerini kullandik. RM grubunda PGC-1a ve SIRT- 3 gen ekspresyonunun diger
gruplarla karsilagtirildiginda azalmis olmasi; mitokondriyal biyogenezin akut bobrek
yetmezliginde azalmis oldugunu gosterdi (Sekil 4.1). SIRT- 3’in; RM+DEX
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grubunda RM grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklilik olmasit ve SIRT- 3
ekspresyonunun artmis olmast DEX’in koruyucu etki mekanizmasinin aydinlatilmasi
acisindan literatiire katki saglamaktadir. RM+DEX grubundaki PGC-la’nin RM
grubu ile karsilasgtinnldiginda anlamli farkliik olmamasi fakat bu genin
ekspresyonunun artmis olarak sonug vermesi farkli yolaklarin ¢alisilmasi gerektigini
distindiirmiistiir. Dekspantenoliin - ABY’de renoprotektif etkilerinin  ayrintili
molekiiler incelemesi i¢in DEX’in farkli kullanim dozu ve siiresi ile ileri ¢alismalara

ihtiya¢ vardir.

Calismamizda histopatolojik olarak bobrek dokusundaki yapisal degisiklikleri
inceledik. RM grubu bobrek dokusunda inflamasyon, fibrozis, atrofi, tiibiiler hasar ve
nekrotik alanlarin eslik ettigi ciddi derecede histopatolojik degisiklikler vardi.
RM+DEX grubundaki yapisal degisikliklerin RM grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik olmasi (Tablo 4.12). DEX’in renal hasarda
koruyucu etkisini goOsterdi. Bobrek dokusu iizerinde TNF-a, kaspaz-3 gibi
parametrelerin immiinohistokimyal degerlendirmesi ile histopatolojik iyilesme

mekanizmasi detaylandirilabilir.

Son olarak, rabdomiyolizle olusan renal hasarin azaltilmasina yonelik yapilan
bu aragtirmada renal hasar1 olusturmak i¢in kullanilan gliserol ve koruyucu etkinligi
arastirtlan DEX’in dokular iizerinde uygulanarak diger dokular iizerindeki etkinligi
incelenebilir. Ozellikle mitokondriyal biyogenezin temel diizenleyici genleri olan
PGC-1a ve SIRT-3 ekspresyon mekanizmasinin aydinlatilmasinin hem ABY de
etkin olabilecek tedavi modalitelerinin gelistirilmesi hem de DEX’in etki

mekanizmasinin agiga kavusmasinda dnemli bir adim olabilecegini diisiinmekteyiz.
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OZET

Ratlarda Gliserol ile Olusturulan Rabdomiyolizin Sebep Oldugu Akut Bobrek
Yetmezliginde Dekspantenoliin Koruyucu Etkinligi

Amag: Rabdomiyoliz sonucu meydana gelen miyoglobiniirik akut bobrek
yetmezligi hayat1 tehtit eden klinik bir durumdur. Giinlimiizde ABY igin bir ¢ok
tedavi modaliteleri kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemlerinin etkinligi yetersizdir.
Koruyucu etkinligi olan tedavilere ihtiyag vardir. Dekspantenol, antioksidan,
antiinflamatuar, antiapoptotik bir ajandir. Bir¢ok doku iizerinde koruyucu etkinligi
gosterilmistir.  Calismamizda  dekspantenoliin = gliserol  ile  olusturulmus
rabdomiyolizin neden oldugu ABY’de koruyucu etkinligi ve genetik etki
mekanizmasini arastirmay1 amagladik.

Metod: Calismada; 250-300 gram agirhiginda, 4 grupta 8’er adet olmak tizere
32 adet Wistar Albino disi rat kullanildi. Calisma siirecinde 4 rat exitus oldu. Kontrol
grubuna (n:8) 5 giin salin ip uygulandi. Rabdomiyoliz grubuna (n:6) 8 ml/kg
dozunda %50 gliserol ¢6zeltisi im uygulandi. Dekspantenol + rabdomiyoliz grubuna
(n:6) 8 ml/kg dozunda %50 gliserol ¢ozeltisi im uygulandi, 1 saat sonra 500 mg/kg
dekspantenol ip 5 giin boyunca uygulandi. Dekspantenol grubuna (n:8) 500 mg/kg
dozunda 5 giin ip uygulandi. 6. giinde sakrifiye edilen ratlar bobrek fonksiyon
testleri; BUN, Kreatinin, Ure, CK, LDH, Sistatin C, TAS, TOS, MDA, CAT
calisildi. Ayrica bobrek dokusuna histopatolojik degerlendirmede yapildi. Bobrek
dokusunda PGC-1a ve SIRT- 3 gen ekspresyonlar1 degerlendirildi.

Bulgular: Calisma sonunda, RM ve RM+DEX gruplarinda rabdomiyoliz ve
nefropati olustugunu gozlemledik. Histopatolojik incelemede RM+DEX grubu RM
grubu ile karsilagtirildiginda histopatolojik iyilesme oldu. RM+DEX grubunda PGC-
la ve SIRT- 3 genlerinin ekpresyonu dekspantenol uygulamas: ile artti.

Sonug: Gliserol ile olusturulmus rabdomiyolizin neden oldugu akut bobrek
yetmezliginde dekspantenol uygulamasinin histopatolojik olarak koruyucu oldugunu
ve genetik olarak PGC-1a ve SIRT- 3 gen ekspresyonlarinin arttigini gosterdik.

Anahtar kelimeler: Dekspantenol, Rabdomyoliz, Akut Bobrek Yetmezligi, PGC-
la, SIRT- 3
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ABSTRACT

The Protective Effectiveness of Dexpanthenol in Acute Kidney Injury Caused
by Glycerol-Induced Rhabdomyolysis in Rats

Objective: Myoglobinuric acute kidney injury (AKI) resulting from
rhabdomyolysis is a life-threatening clinical condition. Currently, many treatment
modalities are used for AKI, but their effectiveness is insufficient. There is a need for
treatments with protective efficacy. Dexpanthenol is known as an antioxidant, anti-
inflammatory, and antiapoptotic agent, demonstrating protective effects on various
tissues. In our study, we aimed to investigate the protective efficacy of dexpanthenol
in acute kidney injury induced by glycerol-caused by rhabdomyolysis and its
underlying genetic mechanism of action.

Methods: In the study 32 female Wistar Albino rats weighing between 250-
300 grams were divided into 4 equal groups. Four rats died during the study period.
Intraperitoneal saline was administered to the control group (n:8) for 5 days.
Glycerol solution 50% (8 ml/kg, im) was administered to the RM group (n:6).
Glycerol solution 50% (8 ml/kg, im) was applied to the RM+DEX group (n:6) and 1
hour later, DEX (500 mg/kg, ip) was applied for 5 days. DEX (500 mg/kg, ip.) was
applied to the DEX group (n:8) for 5 days. The rats were sacrificed on the 6th day ,
and kidney function tests including BUN, Creatinine, Urea, CK, LDH, Cystatin C,
TAS, TOS, MDA, CAT were examined from the blood samples taken. In addition,
histopathological evaluation of kidney tissue and gene analyzes including PGC-1a
and SIRT-3 gene expressions were evaluated.

Results: In this study, we observed that rhabdomyolysis and nephropathy
occurred in the RM and RM+DEX groups. Histopathological improvement and
increased expression of PGC-1a and SIRT-3 genes were observed in the RM+DEX
group compared to the other groups.

Conclusion:  We demonstrated that Dexpanthenol treatment is
histopathologically protective in acute kidney injury caused by glycerol-induced
rhabdomyolysis and that the expression of PGC-1a and SIRT-3 genes increased
genetically.

Keywords: Acute Kidney Injury, Dexpanthenol, Rhabdomyolysis, PGC-1a,
SIRT-3
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