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SIMGE VE KISALTMALAR

: Akut Bobrek Hasari

: Adenozin Trifosfat

: Serum Kreatinin

: Deoksiriboniikleik asit

: Glutatyon

: Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasari

: Malondialdehit

: Mixed Lineage Kinase Domain Like Pseudokinase

: Nekrostatin-1

: NLR Family Pyrin Domain Containing 3

: Receptor-interacting Serine/threonine-protein Kinase 1
: Receptor-interacting Serine/threonine-protein Kinase 3
: Reaktif oksjen tiirleri

: Toll like receptor

: Tiimor nekroz faktor alfa

: Tiimor nekroz faktor reseptorii 1



GIRIS VE AMAC

Akut bobrek hasari1  (ABH), sivi-elektrolit ve asit-baz  homeostazinin
stirdiiriilememesiyle sonuglanan bobrek fonksiyonunda hizli bozulma ile karakterize klinik bir
tablodur (1). Bobrek iskemisi, rabdomiyoliz, dolagim bozukluklari, karaciger fonksiyon
bozukluklari, sepsis ve toksik ajanlara maruziyet akut bobrek hasarinin sebepleri arasinda
sayilabilir (2). Akut bobrek hasarimi azaltabilecek veya iyilesmeyi hizlandirabilecek hicbir
spesifik tedavi ortaya ¢ikmamistir, bu nedenle tedavi destekleyicidir (3).

Rabdomiyoliz, iskelet kasinin hasara ugramasiyla hiicre iceriginin serum igine
salinmasi ile karakterize bir sendromdur (4). Agir egzersiz, kas kompresyonlari, ilaglar,
enfeksiyonlar, alkolizm, depremler, maden gogiikleri rabdomiyolizin sebepleri arasinda
sayilabilir. Akut bobrek hasari, rabdomiyolizin en sik goriilen sistemik komplikasyonudur.
Rabdomiyoliz sonrasinda ABH siklig1 %10 ile 55 arasinda degisir (5). Miyoglobiniirik akut
bobrek hasar1 (MABH), travmatik ve nontravmatik kas hasar1 sonrasi gelisen bir durumdur
(6).

Insanlarda gelisen miyoglobiniirik akut bébrek hasarmin deneysel modelinde en
yaygin kullanilan yontem; sicanlara %350’lik hipertonik gliseroliin intramiiskiiler (im)
enjeksiyonudur (7, 8). Gliserol enjeksiyonuyla kas yikimi olusur. A¢iga ¢ikan miyoglobinin
icerigindeki demir, bobreklerde serbest radikal olusumuna ve lipid peroksidasyonuna neden
olarak MABH patogenezinde énemli bir rol oynar (7, 9).

Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 (RIPK1) aracili nekroz,
nekroptozis adi verilen yeni bir diizenlenmis nekroz tiirii olarak tanimlanmistir (10).

Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3’1 (RIPK3) aktive ederek mitokondride
1



reaktif oksjen tiirlerinin (ROS) iiretimine sebep oldugu bilinmektedir (11). Nekroptozisin
birgok patolojide onemli rol oynadigi iddia edilmektedir (12). Nekrostatin-1 (Nec-1) gibi
kimyasal inhibitorler tarafindan nekroptozisin inhibisyonu, bir dizi 6liimciil durumda iimit
verici bir terapotik strateji olarak gosterilmistir (13).

Nekrostatin-1 ile nekroptozis inhibisyonunun si¢anlarda glukokortikoid kaynakli
osteoporozda kemik olusumunu hizlandirdig: bildirilmistir (14). Sican, deri flebi modelinde
nekroptozis inhibisyonunun iskemi/reperfiizyon hasarma karst koruyucu bir etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (15). Nekrostatin-1’in, renal iskemi/reperfiizyon hasarin1 6nlemek ve
tedavi etmek i¢in terapdtik potansiyele sahip olabilecegi bildirilmistir (16). Tersine Nec-1’in
nekroptozis inhibisyonunu hedefleyen yikiminin, sepsisin ardindan meydana gelen karaciger
hasarini hizlandirdig: bildirilmistir (17).

Calismanin amaci miyoglobiniirik akut bobrek hasarinda nekroptozisin roliinii ve

oksidatif stresle iligkisini gostermektir.



GENEL BiLGILER

AKUT BOBREK HASARI

Akut bobrek hasari nitrojenli metabolik atiklarin tutulumu, sivi-elektrolit ve asit-baz
homeostazinin siirdiiriilememesi ve glomeriiler filtrasyon hizinda (GFR) hizli bir diisiis ile
karakterize bir tablodur. ABH saatler veya giinler i¢ginde meydana gelebilir (1). ABH nin tipik
belirtecleri olarak serum kreatinin (Cr) ve kan {ire azotu diizeyi kullanilir (18). ABH serum
kreatinin konsantrasyonunda baslangi¢ noktasindan 0,5 mg dL! veya daha fazla artig ya da
hesaplanan kreatinin klirens degerinden %50 diisiis ile agiklanabilir (19). ABH’de birincil
hasar bolgesi plazma membranidir. Ancak ¢ekirdek, hiicre iskeleti, endoplazmik retikulum ve
mitokondri gibi diger hiicresel bilesenler de anahtar hedeflerdir (20).

Akut bobrek hasarmnin siddeti; bobrek fonksiyonunun biyokimyasal belirteclerinin
seviyelerindeki kii¢iik degisikliklerden, renal replasman tedavisinin baslatilmasini gerektiren
bobrek yetmezligine kadar genis bir yelpazededir (21). Yaslanan niifus ve artan hipertansiyon
ve diyabet prevalansi nedeniyle, 2005'ten 2014'e, ABH tanis1 ile hastaneye yatis sayisi
281.500'den 504.600'e yiikselmistir. Ikincil akut bébrek hasari tanisi ile hastaneye yatis sayisi
1 milyondan 2,3 milyona yiikselmistir (22).

Akut bobrek hasart hem toplum hem de hastane ortamlarinda diinya ¢apinda 6nemli
bir mortalite ve morbidite nedenidir. Uzun ve kisa vadeli mortalite ve morbitenin yani sira
kronik bobrek hastaliginin gelismesine veya kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya ¢ikmasina
neden olabilecek olumsuz sonuglari da vardir. ABH igin birgok risk faktorii vardir ve

patolojik mekanizmalar karmasiktir (23, 24).



Tam

Akut bobrek hasar1 sik goriilen, yliksek maliyetli ve yikici bir sendrom olmasi
sebebiyle tan1 ve tedavisindeki smiflandirma sistemi onem kazanir. Giinlimiizde, ABH
saptama calismalarinin c¢ogu, idrar c¢ikist Ol¢limii olsun veya olmasin, serum kreatinin
diizeylerine dayanmaktadir (25).

Akut bobrek hasarinin siddetinin teshisi ve degerlendirilmesinde {i¢ siniflandirma
kullanilmaktadir: 2004 yilinda Akut Diyaliz Kalite Grubu (ADQI) tarafindan RIFLE (Risk,
Yaralanma, Ariza, Kayip, Son donem bobrek hastaligl) kriterleri yayinlanmistir. 2007 yilinda
RIFLE kriterleri AKIN (Akut Bobrek Hasari Agi1) tarafindan gelistirilmistir. 2012 yilinda
RIFLE ve AKIN kriterlerinin ¢esitli yonleri, KDIGO (Kidney Disease Improving Global
Outcomes) Kriterleri ile tek bir tanimda birlestirilmistir. ABH i¢in giiniimiizde sik kullanilan

siniflandirma KDIGO’ dur (26).

Kidney disease improving global outcomes (25)

1. evre: Serum kretinin diizeyinin > 0.34 artmasi1 7 giin i¢cinde baslangica gore %50-99
Cr artis1, 6-12 saatte < 0.5 ml/kg/saat idrar ¢ikisi

2. evre: 7 giin i¢inde baglangica gore %100-199 Cr artisi, 12 satten fazla siirede < 0.5
ml/kg/saat

3. evre: 7 giin icinde baslangica gore > %200 Cr artisi, renal replasman tedavisinin
gerekli olmasi, 24 saat veya daha uzun siireyle idrar ¢ikisi < 0.3 ml/kg/saat veya 12 saat veya

daha uzun siireyle aniiri

Simiflandirma
Akut bobrek hasari prerenal, intrinsik ve postrenal olmak iizere {i¢ ana kategoriye gore

siniflandirilabilir (20).

Prerenal akut bobrek hasari: Bobrek parankim biitiinligiiniin korundugu ancak
renal kan akisinin bozuldugu bir durumdur (6). Prerenal ABH hipovolemi veya

hipotansiyondan kaynaklanan sistemik hipoperflizyon sebebiyle olusabilir (27).



Intrarenal akut bobrek hasari: Uzamis renal iskemi, sepsis ve nefrotoksinler en sik
goriilen sebepleridir. Prerenal ABH hiicresel hasara neden olacak kadar uzun siirerse

intrinsink ABH’ye doniisebilir (27).

Postrenal akut bobrek hasari: Filtrasyon sisteminin tikanmasma yol agan
obstriiksiyonlar sebebiyle gelisir. En yaygin olan sebepler renal/iireteral taslar, timdorler veya

herhangi bir nedenle gelisen iiretral obstriiksiyondur (27).

Risk Faktorleri

Akut bobrek hasarina neden olabilecek birgok risk faktorii vardir. Bununla birlikte
ayni maruziyetten sonra akut bobrek hasari gelisme olasiligi kisiden kisiye biiylik 6lgiide
degisen bir dizi duyarhilik faktoriine baghdir. Maruziyet faktorlerine sepsis, yanik, travma,
kalp cerrahisi, nefrotoksik ilaglar, radyokontrast ajanlar, zehirli bitkiler ve hayvanlar
sayilabilirken; duyarlilik faktorlerine dehidratasyon, ileri yas, siyah 1rk, cinsiyet (kadinlarda

fazla olmak tizere), kronik hastaliklar, anemi sayilabilir (28).

Epidemiyoloji

Akut bobrek hasar1 tanisinda tutarli kriterler uygulayan uzun siireli caligmalar,
insidansta dramatik bir artis1 gostermektedir. ABH tanisindaki artig, artan hastalik veya artan
farkindaliktan kaynaklanmaktadir. Yash niifusundaki ve kronik hastaliklardaki artiy ABH
tanisindaki artis1 da beraberinde getirmektedir (22). ABH Avrupa'da her y1l 1000 kisi basina
iki vaka olarak raporlanir. Ancak yatan hastalarda bu oran daha fazladir (%10 ile %20) (29).

Etiyoloji

Akut bobrek hasarinin bir¢cok sebebi olmakla birlikte en sik goriilen sebepleri arasinda
sepsis, rabdomiyoliz, cerrahi operasyonlar, kardiyojenik sok, hipovolemi, ilaclarla ilgili
komplikasyonlar, hepatorenal sendrom, obstriiktif iiropati sayilabilir. Sepsis kaynakli ABH
tim vakalarin yaklasik %50'sini olusturur (30). ABH etiyolojisinin ¢ok heterojen olmasi,
genellikle oksijen arzi ve talebindeki dengesizlikten kaynaklanan c¢oklu patofizyolojik
mekanizmalar1 devreye sokar. Bu dengesizlik, hipoksemi ve oksidatif stres ile sonuglanir. Bu
durum daha sonra endotel hasarina, bagisiklik sistemi aktivasyonuna, inflamasyona ve buna

karsilik oksijen arzini daha da azaltan interstisyel 6dem ve vazokonstriksiyona yol agar (31).



RABDOMIYOLIiZ

Rabdomiyoliz (RM), iskelet kasi liflerinin hasarlanmasi ve igeriklerinin dolagima
salinmasi ile karakterize klinik bir sendromdur. Miyoglobin, laktat dehidrojenaz ve kreatin
fosfokinaz kas hasarmi gosteren en 6nemli maddelerdir. Rabdomiyolizin klinik semptomlari
kaslarda agr1, zayiflik ve yarali kaslarda sislik olarak sayilabilir (32).

Rabdomiyolizin siddeti, ABH’ye neden olabilen miyoglobiniiriden, sigsmis kastan
kaynaklanan yaygin intravaskiiler koagiilopati, akut kompartman sendromu gibi diger ciddi
sistemik komplikasyonlara ve yarali uzuvlarin makro dolasimi ve mikro dolasiminda
azalmaya kadar genis bir yelpazededir. Dolasimdaki bozukluk sebebiyle sismis kas gruplarina
cekilen s1vi hipotansiyon ve soka yol acar. RM'ye eslik eden tipik metabolik degisiklikler
hiperkalemi, metabolik asidoz, hipokalsemi veya hiperkalsemi, hiperiirisemi, hiponatremi ve
hiperfosfatemidir (32, 33). Rabdomiyoliz vakalari ¢cogunlukla dogal veya insan kaynakli

afetlerden sonraki dogrudan kas travmasiyla geligir (1).

Rabdomiyolizin Patofizyolojisi

Rabdomiyolizin bir¢ok nedeni vardir ancak kas yaralanmasi ve nekroz ile sonuglanan
son ortak yol, dogrudan miyosit hasar1 veya kas hiicresindeki enerji kaynagi yetmezligidir
(34). Fizyolojik kosullar altinda, iskelet kas1 hiicresinin kasilmasi i¢in sinirsel uyar1 gerekir.
Aksiyon potansiyeli olarak adlandirilan bu uyart sarkolemmaya aktarilir.  Saglikli
miyositlerde sarkolemma, hiicresel elektrokimyasal gradyanlarinin siirecini diizenlemek i¢in
farkli pompalar igerir. Bu pompalardan enerji kaynagi olarak adenozin trifosfat (ATP)
kullanarak isleyen Na'/K'/ATPaz ve Ca"*/ATPaz pompalari, dinlenme durumunda hiicre
icinde sodyum ve kalsiyum konsantrasyonunun az olmasii ve potasyum konsantrasyonun
fazla olmasmi saglamaktadir. Na'/K'/ATPaz ve Ca?/ATPaz pompalarmin ¢alisma siireci
sodyumun aktif olarak uzaklastirilmasi sirasinda hiicre i¢i elektrik gradyaninin degistirilerek
kalsiyumun uzaklagtirilmasi iizerine kuruludur. Kas kasilmasi, aktin-miyozin baglantisiyla
sonuglanan sarkoplazmaya asir1 kalsiyum akisinin oldugu ATP kullanan aktif bir
siirectir. Iyon kanallar1 ve plazma zarin1 bozan herhangi bir durumda sodyum ve kalsiyum
akist bozulur. Hiicre i¢ine sodyum iyonu ile birlikte su ¢ekilir. Bu durum hiicre sismesine,
hiicre i¢inin ve zarl yapilarin bozulmasima neden olur. Asir1 hiicre i¢i kalsiyumun varligi,

aktin-miyozin ¢apraz baginin aktivasyonuna, miyofibriler kasilmaya ve ATP'nin tiikenmesine



yol acar. Sarkoplazmada yiiksek oranda kalsiyum konsantrasyonunun devam etmesi
durumunda hidroksilazlar, proteazlar, niikleazlar gibi sitolitik enzimler aktive olur. Hiicre
organellerinin, O6zellikle mitokondrinin islevinin bozulmasi, ATP'de ilerleyici azalmaya,
serbest oksijen radikallerinin iiretimine ve hiicre hasaria yol acar. Sonug olarak hiperkalemi
ve hiperfosfatemi komplikasyonlari olusur. Rabdomiyolizde oOnce hipokalsemi, ardindan
hiperkalsemi goriiliir. Bunun nedeni, kalsiyumun yaralanma sirasinda Once miyosit igine
hareket etmesi, ardindan hiicre lizizinden sonra hiicre dis1 bosluklara sizmasidir.
Rabdomiyolizin en ciddi sonucu, membran hiicre pompalarinda islev bozukluguna neden olan
ATP tiikkenmesidir. Hiicre islevlerinin bozulmasinin sonucu olarak; potasyum, fosfatlar,
miyoglobin, kreatin fosfokinaz, laktat dehidrojenaz ve aldolazin kan dolagimina salinmasi gibi
tipik belirtiler ortaya ¢ikar (32, 34).

Rabdomiyoliz, hasarli iskelet kasinin parcalanmasi ve ardindan miyoglobin,
sarkoplazmik proteinler ve elektrolitler gibi kas iceriklerinin plazmaya salinmasina sebep
olur. Bu driinler glomeriillerden siiziilerek protein ¢okelmesine sekonder intratiibiiler
obstriksiyon, renal vazokonstriksiyon, inflamasyon ve ROS {iretimi ile iliskili tiibiiler hasar
gibi farkli mekanizmalar yoluyla ABH’ye yol acabilir (35). ABH rabdomiyolizin en ciddi
komplikasyonudur ve rabdomiyoliz hastalarinin %10 ila %55’inde ABH gelistigi tahmin
edilmektedir (5). Ancak rabdomiyolizli hastalarda ABH insidansini belirlemek bdbrek
hasarmin farkli tanimlar1 ve bu caligmalarda bildirilen etiyoloji ve popiilasyon heterojenligi

nedeniyle zorlasmaktadir (35).

Crush Sendromu

Ezilme sendromu olarak da adlandirilan crush sendromu, travmatik kas
yaralanmasinin sebep oldugu sistemik bozukluktur (36). Travmatik rabdomiyolizde ezilme
sendromu goriilme siklig1 %30-%50 arasindadir (34). Yaralanan kas grubunda doku 6demi ile
birlikte intravaskiiler hipovolemi olusur. Kompartman i¢i basing hizla artar ve bu durum kas
arterioler perfiizyonunda azalmaya neden olur. Perfiizyondaki azalmanin derecesi, ortalama
arter basinci ile kompartman i¢i basing arasindaki basing gradyanina baghdir (36). Baski
altindaki kaslarda sarkolemmanin gegirgenligi artar ve sodyum (Na"), klor (CI") ve kalsiyum
(Ca™) kas hiicresi igine girerken, potasyum (K"), piirinler, fosfat, laktik asit ve diger organik
asitler, miyoglobin, tromboplastin, kreatin fosfokinaz ve kreatin ise hiicre i¢inden hiicre disina

cikar (6). Sonug olarak kas sismesiyle rabdomiyoliz meydana gelir (37).



Dolagimdaki miyoglobin seviyeleri plazmanin protein baglama kapasitesini astiginda,
miyoglobin glomerulusta siiziiliir ve tiibiiller i¢inde ¢okerek potansiyel olarak hem pigmenti
ile iligkili akut bobrek hasarina neden olur. Crush sendromunun Ozellikleri arasinda
hipovolemik sok, hiperkalemi, hiperfosfatemi, hipokalsemi, metabolik asidoz, aritmiler, kalp
durmasi, akut solunum sikintis1 sendromu, yaygin damar i¢i pihtilagma ve akut bobrek hasari
bulunur. Travma sonrasi diger hastalarda oldugu gibi gecikmis tromboembolik hastalik,

kanama ve sepsis siklikla goriiliir (36).

MiYOGLOBINURIK AKUT BOBREK HASARI
Miyoglobin; omurgalilarin kas dokusunda bulunan, miyositlerin enerji elde etmesine

yardimci1 olan, demir ve oksijen baglayici bir proteindir (32). Miyoglobin de hemoglobin gibi
oksijenin viicutta tasinmasinda gorev alan kilit proteinlerden biridir (38). Miyoglobinin

oksijen afinitesi hemoglobine gore daha fazladir (32). Bununla birlikte, kimyasal yapisi
nedeniyle miyoglobin, rabdomiyoliz veya intravaskiiler hemoliz gibi patolojik durumlarda
kan dolagimina kitlesel olarak salindiginda zararh etkiler gosterebilir (38). Idrarda 5 pg/l’den
kiiciik konsantrasyonlarda miyoglobin saptanmasi olasi bir durumdur. Ancak 20 pg/lI’den
fazla miyoglobin konsantrasyonu miyoglobiniiriye sebep olur (32).

Miyoglobiniirik akut bobrek hasari travmatik veya nontravmatik kas hasar1 sonrasi
miyoglobiniiri ortaminda gelisen bir durumdur (6, 32). Miyoglobin proksimal tiibiil
hiicrelerinde kolayca katabolize olan, glomertiler filtrattan geri emilebilen ve glomeriiler bazal
membrandan kolayca filtrelenebilen bir proteindir (32). Oksidatif stresi, enfeksiyonu ve hiicre
Oliimiini tesvik eder. Sonug olarak renal hasar olusur (39).

Miyoglobin ABH’de ii¢ farkli mekanizma ile rol oynar; miyoglobinin bobrek tiibiiler

hiicrelerine dogrudan toksisitesi, intratiibiiler obstriksiyon ve renal vazokonstriksiyon (32).

Miyoglobin Toksisitesi

Rabdomiyolizle glomeriiler filtrasyon bariyeri tarafindan siiziilen miyoglobin
filtrelendikten sonra megalin-kiibilin reseptorleri aracilifiyla tiibiiler hiicreler tarafindan
endositoza tabi tutulur. Tiibiiler hiicrelerin i¢inde miyoglobin Fe'* formundan Fe® formuna
oksitlenir ve hidroksil radikalinin olusumuna yol agar. Bunun ardindan miyoglobin, redoks
dongiisii ile Fe™ miyoglobin formuna doniistirilir. Bu dongiiler ile olusan radikaller

membran yag asitlerinin lipid peroksidasyonuna sebep olur ve proteinlerin ve

8



deoksiriboniikleik asitin (DNA) degisikliklerine aracilik eden malondialdehit sentezini
indiikler. Yag asitlerinin lipid peroksidasyonu gii¢lii vazokonstriktor olan F2-izoprostanlarin
olusumuna sebep olur. Ayrica, rabdomiyolizli hastalarin idrarinda bulunan reaktif
ferrilmiyoglobin vazokonstriksiyona, endotelyal disfonksiyona ve trombosit agregasyonuna
katkida bulunarak gii¢lii bir nitrik oksit yakalayict gérev goriir. Miyoglobinin oksidasyonunun
pH'a bagli bir siire¢ olduguna dikkat etmek onemlidir. Alkali ortam, ferril tiirlerini stabilize

etme egilimindedir, bu da miyoglobini daha az reaktif hale getirir (35, 40).

Intratiibiiler Obstriksiyon

Miyoglobin tiibiiler limende Tamm-Horsfall proteini ile kombinasyon halinde ¢okerek
Ozellikle asit pH ortaminda tiibiiler kastlar olusturabilir. Bu silire¢, hacim azalmasiyla ve
konsantre idrarla sonuglanir, kast olusumu ile miyoglobinin uzaklagmasi engellenir ve

miyoglobin tiibiiler limendeki yikici etkisini arttirir (35).

Renal Vazokonstriksiyon

Rabdomiyoliz sonucu kas dokusunun nekrozu biiyiik miktarda intravaskiiler sivinin
biriktigi ve hipovolemiye neden olan bir bosluk yaratir. Bu durum sempatik sinir sistemini
aktive eder, vazokonstriktor maddelerin salinimini arttirirken vazodilatorlerin salinimini
engeller. Kas hasari ile miyositlerden salinan miyoglobin gii¢lii bir vazodilatér faktor olan
nitrik oksitin (NO) parcalanmasina sebep olur. Sonug¢ olarak renal vazokonstriksiyon ve

iskemi gelisir (41).

OKSIDATIF STRES ve BIYOBELIRTECLERI

Oksidatif stres, aerobik kosullar altinda olmanin verdigi bir sonugtur. ROS normal
fizyolojik kosullar altinda organizmalarda salinir ve sinyal molekiilleri gibi davranir. Bununla
birlikte, asir1 tliretimleri ve/veya antioksidan sistem arizalari oksidatif strese yol acabilir
(42). Hiicreler, ROS kaynakli olarak siirekli oksidatif saldir1 altindadir ve karmasik
antioksidan savunma sistemi genellikle bu saldirtyr dengede tutar. Redoks (indirgeme ve
oksidasyon) durumunun diizenlenmesi, hiicre canlilifi, aktivasyonu, cogalmasi ve organ
fonksiyonu ic¢in kritik 6nem arz eder. Bu dengedeki patolojik bir kayma, artan ROS
konsantrasyonlarina yol acar ve lipidler, proteinler ve DNA gibi hiicre bilesenlerinde olumsuz

degisikliklere yol acar. Denge; antioksidanlar, enzimatik olmayan antioksidanlar ve diger



birgok kimyasal tarafindan korunur. Dengenin kimyasal toksik maddelere ve fizyolojik
uyaranlara dogrudan tepkiden ziyade ayr1 redoks yollartyla diizenlenmekte oldugu
gorinmektedir. Bu nedenle, oksidatif stres redoks sinyalizasyonundaki ve kontroliindeki
bozulma olarak da tanimlanabilir. Kii¢iik bozukluklar homeostatik adaptasyonlarla kompanse
edilebilirken 6nemli bozukluklar onarilamaz hasara ve hiicre 6liimiine neden olabilir (43).

Oksidatif strese dogrudan ROS sebep olur. ROS serbest radikaller ve radikal
olmayanlar olmak tizere iki gruba ayrilabilir. Serbest radikaller; kendilerine yiiksek reaktivite
saglayan, bir veya daha fazla eslenmemis elektron (") igeren molekiillerdir. Eslenmemis
elektronlarini paylasan reaktif oksijen tiirleri, radikal olmayan formlardir. Onemli kimyasal
farkliliklara sahiptirler ancak biyomolekiiller diizeyinde hasar olusturmak igin benzer
mekanizmalar gelistirirler. Serbest radikaller grubuna; karbonat (CO; ~ ), karbon dioksit
(CO, ™), atomik klor (C1 "), siiperoksit anyon (O, + € — O, "), hidroksil radikali (HyO, + ¢
— OH + OH "), hidroperoksil radikali (O, + H,O—H,0") 6rnek verilebilir. Radikal
olmayanlar grubuna; hidrojen peroksit (H,O + ¢ + H — H,0,), peroksinitroz asit
(ONOOH), nitril (nitronyum) kloriir (NO,Cl), kloraminler, klor gazi (Cl,), nitréz asit
(HNO, ), nitrosil katyon (NO"), nitroksil anyon (NO"), dinitrojen trioksit (N,O3 ), dinitrojen
tetraoksit (N,Oy4), nitril kloriir (NO,Cl), nitronyum (nitril) katyonu (NO,"), alkil
peroksinitritler (ROONO) 6rnek verilebilir (43).

Tim oksijen radikalleri ROS'tur ama tim ROS'lar oksijen radikalleri
degildir. Genellikle kisa yari Omre sahip parcaciklardir ve Onemli rollere sahip
kimyasallardir. Biyomolekiillerle reaksiyona girerek hiicresel hasara neden olurlar. Bununla
birlikte hiicresel sinyal ajanlar1 olarak da islev goriirler (43).

Biyolojik dokularda ROS'un varlig1 lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik
asitler gibi biyokimyasal bilesenler {izerinde zararli bir oksidasyon etkisine yol agar. Bu
nedenle bobrek yetmezliginin patofizyolojisinde de rol oynar. Bobrekte oksidatif stres ve
ROS f{iretimi; su-elektrolit ve asit-baz dengesini bozar, nefronun her boliimiiniin bosaltim
fonksiyonunu bozar ve bobrek diizenleyici mekanizmalarini etkiler. Oksidatif stres, podosit
hasar1 (6dem, hiicre 6liimleri), baskilanmis glomeriiler filtrasyon hizi, proteiniiri gibi olumsuz
renal metabolizma olaylar ile dogrudan baglantilidir (43).

Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu genis bir iiriin yelpazesi olusturan karmagik bir siiregtir. Lipid

peroksidasyonuyla olusan {iriinler genellikle hiicre zarlarinda bulunan proteinlerle reaksiyona
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girerek protein-lipid eklentileri olustururlar. Bununla birlikte lipid peroksidasyon {irlinlerinin
diger reaksiyonlart malondialdehit (MDA) veya 4-hidroksinonenal gibi aldehit sentezlerine
yol agcar. Lipid peroksidasyonu hiicresel hasara ve fonksiyon kaybimna neden olur. Iyon
pompalarin1 veya solunumda elektron tasinmasini bozabilmesi ve ATP iiretiminde azalmaya
neden olabilmesi gibi ornekler lipid peroksidasyonunun yikici etkilerindendir (43). Lipid
peroksidasyonunu degerlendirmek i¢in temel maddeler tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler ve
MDA’dir. MDA lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesinde daha spesifik bir
biyobelirtegtir (43). MDA fosfolipidlere, proteinlerin amino gruplarina veya niikleik asitlere
baglanarak toksik etki olusturur. MDA membranda deformasyon, membranin iyon transportu

ve enzim aktivitesi gibi 6zelliklerinde degisiklikler olusturur (6).

Protein Oksidasyonu

Proteinlerde oksidatif hasar olusmasi; reseptorlerin, enzimlerin ve tagima
proteinlerinin islevini etkiler. Ayn1 zamanda DNA replikasyonundaki DNA onarim enzimleri
veya polimerazlar gibi diger biyomolekiillere dolayli hasara katkida bulundugu i¢in ciddi
sonuglar dogurur. Tirozin gibi amino asit kalintilarinin oksidasyonu, ditirozin olusumuna,
protein agregasyonuna, ¢apraz baglanma ve parcalanma gibi hasarlara neden olur (43).
Serbest radikaller proteinler iizerindeki etkileri ile hiicre 6liimiiyle sonuglanan ¢esitli kimyasal

reaksiyonlar1 ve metabolik yollar1 bozar (6, 43).

Niikleik Asit Oksidasyonu
Serbest radikallerin DNA'ya verdigi hasar, proteinlere ve lipidlere verilen oksijen
hasarindan ¢ok daha az siklikta meydana gelir ancak mutajenik veya immiinojenik

degisiklikler nedeniyle sonuglar daha ciddidir (43).

Endojen Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksitlenebilir substratlara kiyasla diisiik konsantrasyonlarda maddenin
oksidasyonunu inhibe eden veya Onemli Ol¢liide geciktiren maddelerdir (26). Endojen
antioksidanlar protein (enzimatik aktiviteye sahip) ve protein olmayanlar olarak iki gruba
ayrilir. Antioksidan savunma sisteminin ilk basamagimi katalaz, siiperoksit dismutaz,

glutatyon peroksidaz bagta olmak {izere protein olanlar olusturur (43).
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Protein olmayan en onemli antioksidan glutatyon (GSH), tiim memeli hiicrelerinde
yaygin olarak bulunan bir metabolittir (43, 44). GSH, reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen
tiirleri (RNS) gibi endojen ve eksojen toksik ajanlara karsi bir koruyucu gorevi gorerek,
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinda yer alir (44). GSH, hiicre i¢i konsantrasyonunun
yiiksek olmasi nedeniyle en onemli hiicre i¢i antioksidanlardan biridir. Sitozoldeki GSH
konsantrasyonundaki azalma, mitokondriyal ROS {iretiminde artisa ve mitokondriyal
membranin depolarizasyonuna yol agar. GSH suda ¢6ziinen bir antioksidandir ve oncelikle
sitozolde bulunan proteinleri korur. GSHO, ~ ve HO " radikalleri, hidrojen peroksit ve klorlu

oksidanlarla reaksiyona girer (42).

HUCRENIN OLUM MEKANIZMALARI

Hiicre oliimleri fiziksel hasar sebebiyle spontan bir siire¢ olarak, ayn1 zamanda normal
gelisim ve fizyoloji sirasinda aktif ve genetik olarak programlanmis yollar aracilifiyla ve
patojenlere yanit olarak ortaya cikar. Morfolojik incelemelere ve Olii hiicrelerin DNA
parcalanma durumuna dayanarak, hiicre olimii baslangigcta memeli
hiicrelerinde programlanmis "apoptoz" ve programlanmamis "nekroz" olarak
simiflandirilmigtir.  Ancak bilimdeki gelismeler farkli basliklarin dogmasina katkida

bulunmustur (45).

Nekroz

Rastgele olusan, genler tarafindan kontrol edilemeyen diizensiz bir hiicre Olim
stirecidir (46). Disaridan gelen fiziksel ve kimyasal uyarilar ile hiicrenin iyon dengesi bozulur.
DNA tamirinden sorumlu niiklear enzim PARP (Poli ADP-riboz polimeraz) nikotinamid
adenin diniikleotidin NAD" formunu ikiye bolerek NAD kaybina sebep olur. Bu durumda
ATP eksikligi olusmasi iyon pompasi yetersizligine yol agar. Boylelikle hiicre sivi alir ve
organeller siser. Plazma membran biitlinliigli bozulur, osmotik basin¢ nedeniyle hiicre patlar.
Hiicre dliimiinii takiben hiicre igeriginin hiicreler arasi bogluga salinmasi enflamasyona sebep

olur (46).

Apoptoz
Apoptoz, hiicre kiigiilmesi, niikleer ve sitoplazmik yogunlasma ve kromatin

parcalanmasi ile karakterize bir hiicre 6limii siirecidir. Apoptozun embriyolojik gelisimde,
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dogumdan sonra ve yetiskinlik doneminde énemli rolii vardir (47). Apoptozu tetikleyen hiicre
ici sinyaller; DNA hasari, hiicre i¢i Ca" diizeyi artis1, pH azalis1, metabolik ve/veya hiicre
siklus bozukluklar1 ve hipoksi olarak sayilabilir. Hiicre dis1 sinyaller ise biiyiime ve iireme
faktorlerinin yetersizligi, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu (FAS — FAS ligand araciligi ile
apoptoz, tiimor nekroz faktor araciligi ile apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler
(iskemi, toksinler, kemoterapotik ilaglar, radyasyon vs.)’dir. Her iki sinyal yolunda da
kaspazlar gorev alir. Hiicre dis1 sinyaller ekstrinsik yol ile apoptozu indiiklerken, hiicre ici

sinyaller instrinsik apoptoz yolunu devreye sokar (46).

Otofajiye Bagh Hiicre Oliimii

Otofaji, hiicre homeostazina katkida bulunan hiicresel materyallerin 6zellikle gereksiz
veya islevsiz bilesenlerin sitoplazmadan lizozomlara pargalanmasi i¢in iletildigi bir hayatta
kalma mekanizmasidir. Bununla birlikte, otofajinin hiicre 6liimiine aracilik ettigi veya onunla
iliskili oldugu bildirilmektedir. Kat1 bir otofaji gereksinimi olan hiicre 6liimii, otofajiye bagl

hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir (47).

Parthanatos

Parthanatos, bir diizenlenmis nekroz seklidir. Patojenik olarak yiiksek seviyelerde poli
(ADP-riboz) polimeraz 1 (PARP1) aktivitesinin etkilerinin aracilik ettigi programlanmis bir
hiicre 6liim yolunu tanimlar. PARP1, giiclii bir niikleer NAD " tiiketicisidir, bu nedenle asir1
aktiflestirilmis PARP1, potansiyel olarak dliimciil NAD © tiikenmesi yoluyla hiicre liimiine

sebep olur (47).

Piroptoz
Piroptoz, dilizenlenmis nekroz basliklar1 icinde yerini alir. Piropitoz bakteriyel
saldirilara yanit olarak kaspaz-1 aracili monosit 6liimii olarak dogustan gelen bagisiklik

tepkilerini diizenleyen bir hiicre 6liimii seklidir (47).
Ferroptoz

Ferroptoz bir diizenlenmis nekroz seklidir. Oksidatif stresle karsilagildiginda ortaya

c¢ikan, diizenlenmis hiicre Sliimiiniin demire bagimli bir sekli olarak tanimlanir. Ferroptozun
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birgok hastalikta rol oynadigi bilinmektedir. Lipofilik antioksidanlar, lipid peroksidasyon

inhibitorleri ve demir selatorleri tarafindan inhibe edilebilir (47).

NEKROPTOZIS

Nekroptozis, bircok insan hastaliginda 6nemli rol oynayan, genetik olarak
diizenlenmis bir hiicre 6liimii seklidir. Programlanmis bir hiicre 6liimii olan apoptozun aksine
nekroptozis, hiicre sismesi ve plazma zar1 yirtilmasinin temel 6zellikleri ile diizenlenmis
nekrozdur (48). Nekroptozis morfolojik olarak parcalanmis kromatin, sismis hiicre govdesi ve
organeller, hiicre membraninda parcalanma ve otofaji ile karakterizedir (49). Hiicre i¢i ve
hiicre dis1 uyaranlar nekroptozisi tetikler. Nekroptotik sinyal yolunun baslica anahtar

bilesenleri mixed lineage kinase domain like pseudokinase (MLKL), RIPK 1, RIPK3 tiir (49).

Nekroptozis Yollar

Tiimor nekroz faktor reseptorii 1 (TNFR1) ve nekroptozis: Nekroptoziste TNFR1,
enflamasyonu diizenleyen bir¢ok genin ekspresyonunu indiikler. Bununla birlikte, tiimor
nekroz faktor alfa (TNF-a) ayrica hiicre 6liimiinii de indiikleyebilir. Tiimor nekroz faktor’lin
(TNF) neden oldugu hiicre 6limii, TNF-a'nin hiicre zar tizerinde TNFR1'e baglanmasini ve
hiicrede farkli kompleksler olusturmak icin bir dizi protein ile etkilesime girmesini gerektirir.
Tiimor nekroz faktorii reseptorii tip 1-iligkili 6lim alani proteini (TRADD), RIPK1, TNF
reseptori ile iliskili faktor 2 (TRAF2), apoptoz protein 1'in hiicresel inhibitérii (cIAP1),
silindirindromatoz ve CYLD geni birleserek kompleks-I'1 olusturur (49). Kaspaz-8
aktivitesinin yoklugunda yani apoptozisin ger¢eklesemedigi durumda RIPK 1, RIPK3'i alir ve
fosforile ederek ripoptozom adi verilen kompleks-II’yi olusturur. RIPK1/RIPK3 kompleksi,
MLKUL'yi alir ve fosforile eder. Fosforile edilen MLKL oligomerize olur, boylece nekrozomu
olusturur (11, 50). inflamasyonda rol alan NLR family pyrin domain containing 3 (NLRP3),
MLKL’nin oligomerize olmasi ile aktive olur. Boylelikle hiicre i¢i inflamasyon siireci de
baglamis olur (51, 52). MLKL oligomerleri, plazma zarinda biiyiilk go6zenekler
olusturur. Sonug olarak olusan gézenekler iyon akisina, hiicre sismesine ve membran lizisine
sebep olarak nekroptotik hiicre Oliimiine ve ardindan hiicre i¢i materyalin kontrolsiiz

salinimina yol agar (11).
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RIPK3 mitokondriyal ROS iiretiminin kilit diizenleyicisi olarak tanimlanmstir.
RIPK3, piruvat dehidrojenaz kompleksi (PDC) gibi mitokondriyal enzimlerle etkilesime girer
ve enzim aktivasyonunu gerceklestirir. Enzim aktivasyonu, mitokondriyal solunum zinciri
tarafindan ROS olusumuna neden olur. ROS olusumu nekroptozisin bir pargasidir. Bu sebeple
mitokondri nekroptozis olusumunda kolaylastirict etki gostermis olur (53).

Nekroptozisin  TNFR1 ile indiiklenmesi ile olusum mekanizmas1 Sekil 1°de

gosterilmistir.

< @
. NEKROPTOZIS

Sekil 1. TNFR1'in indiikledigi nekroptozis

Toll like receptor ve nekroptozisin diizenlenmesi: TLR’ler bakteriler, viriisler,
mantarlar, parazitler gibi patojenlerle iligkili bircok molekiiler modele yanit verirler. TLR3
viral ¢ift sarmalli RNA veya yapay analoglar1 algilarken TLR4 lipopolisakarite (LPS) yanit
verir. TLR3 ve TLR4’lin ligandlara baglanmasindan sonra Toll/IL-1 (Toll-interlokin-1)
reseptorii alani iceren adaptorler alinir. Adaptdrlerin alinmasinin ardindan tip I interferon

(IFN) yanitlarina yol agan inflamatuar sitokinler salinir. TLR3 ig¢in Toll/IL-1 receptor
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domaincontaining adaptor inducing IFN-B/TIR domain-containing adaptor molecule 1
(TRIF/TICAM-1) olmak iizere yalnizca bir adaptdr protein vardir. TLR4 yolu ise TRIF veya
myeloid differentiation primary response 88 (MyD88) ile devam eder. Kaspaz-8
aktivasyonunu baskiladiginda TLR ye gelen uyarilar nekroptozisi indiikler (49). RIPKI,
RIPK3'i alir ve fosforile ederek kompleks-II'yi olusturur. RIPK1/RIPK3 kompleksi,
MLKL'yi alir ve fosforile eder. Nekroptozis gergeklesir. RIPK3 TNFR1'in indiikledigi
nekroptozis mekanizmasinda oldugu gibi TLR ile diizenlenen nekroptozis mekanizmasinda da
mitokondride ROS {iretimini tetikler (11).

Nekroptozisin TLR yolu ile olusma mekanizmas1 Sekil 2°de gdsterilmistir.

\ NEKROPTOZIiS

Sekil 2. TLR ile nekroptozisin diizenlenmesi

Nekroptozisin inhibisyonu
Nekroptozisin kesfi bu 6liim siirecinin diizenleyici bilesenlerini, yani RIPK1, RIPK3
ve MLKL'yi hedef alan c¢esitli inhibitorlerin gelistirilmesine yol agmistir. Nekrostatinler,

RIPK1'in kinaz aktivitesininin inhibisyonuna sebep olan triptofan bazli bilesiklerdir.
16



Nekrostatin-1 ilk olarak nekroptozis antagonistleri i¢in bir kimyasal tarama sirasinda
kesfedilmistir. Daha sonra Nec-1'in aktif olmayan bir konformasyonda RIPK1'e baglandig:
ve stabilize ettigi saptanmistir. Bu nedenle hiicreleri nekroptozise karst korudugu
gosterilmigtir. Nec-1 bircok hastalik modelinde kullanilmistir ve giiclii klinik potansiyel
gostermistir. Ek olarak Nec-1 veya Nec-1'ler orta derecede etkiye ve zayif farmakokinetik
ozelliklere sahiptir. GSK2982772 klinik deneylerde test edilen bir RIPK1 inbitoriidiir. RIPK3
de nekroptoziste spesifik bir diizenleyicidir. RIPK3'e yiiksek potansiyel ile baglanabilen ve
onu engelleyebilen birkag bilesik kesfedilmistir ancak bu bilesikler tek basina
uygulandiklarinda konsantrasyona bagli bir sekilde apoptozu indiikler. MLKL, nekroptozis
olusumunda spesifik bir hedef olabilir. RIPK1 ve RIPK3 ile karsilastirildiginda, MLKL'yi
hedefleyen daha az inhibitér kesfedilmistir. En yaygin olarak kullanilan MLKL inhibitori
nekrosiilfonamiddir. Nekrosiilfonamid sadece MLKL'nin insan varyantina baglanabildiginden

klinik 6ncesi hastalik modellerinde degerlendirilmesi zor olmustur (13).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismanmizda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde
iiretilen ve standart laboratuvar kosullarinda (22 + 1°C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda)
tutulan 2-2,5 aylik Wistar disi siganlar kullanildi. Tiim deney asamalarinda ayni birimde
tutulan siganlara standart sigan yemi ve musluk suyu verildi. Calisma i¢in Trakya Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Ek-1) onay alindi1 (2021.03.01).

Calismamizda siganlar 4 gruba ayrildi. Her grupta 8 adet olmak tizere toplam 32 adet
sigan kullanildi. 1. grup ve 3. grup sicanlar fizyolojik serum (FS), diger gruplar intramuskiiler
hipertonik (%50) gliserol enjeksiyonundan 24 saat 6nce susuz birakildi. Enjeksiyonlardan
sonra su alimi serbest birakildi. 1. ve 3. grup siganlara fizyolojik serum (FS), 2 ve 4.
gruplardaki si¢anlara miyoglobiniirik ABH olusturmak i¢in %50’lik gliserol soliisyonundan 5
ml/kg’a gore bulunan toplam hacim arka bacak kaslarina enjekte edildi. Tiim gruplara

verilecek im (intramiiskiiler) ve ip (intraperitoneal) enjeksiyon hacimleri esit tutuldu.

Kontrol Grubu sicanlara 5 ml/kg dozunda FS’nin intramiiskiiler enjeksiyonundan 1

saat sonra intraperitoneal yolla DMSO verildi.

ABH Grubu sicanlara 5 ml/kg dozunda intramiiskiiler gliserol enjeksiyonundan 1 saat

sonra intraperitoneal yolla DMSO verildi.

NEC Grubu sicanlara 5 ml/kg dozunda intramiiskiiler FS enjeksiyonundan 1 saat

sonra intraperitoneal yolla 1.63 mg/kg nekrostatin-1 verildi.
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ABH+NEC Grubu siganlara 5 ml/kg dozunda intramiiskiiler gliserol enjeksiyonundan

1 saat sonra intraperitoneal yolla 1.63 mg/kg nekrostatin-1 verildi.

Sicanlar gliserol enjeksiyonundan sonra, metabolik kafese alinarak 24 saatlik idrarlari
topland1. Siganlarin 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg ketamin anestezisi altinda kanlar1 ve her
iki bobregi alindi, eksanguinasyon yontemi ile 6tenazi uygulandi. Bobrekler uzunlamasina
ikiye boliinerek bdobregin bir yarist histopatolojik inceleme i¢cin % 10’luk formalin
soliisyonuna konuldu, diger yarisi iki par¢a halinde uygun tampon ile sofuk sartlarda
homojenize edilip ependorf tiiplere konularak analizler yapilincaya kadar —80°C’de sakland.

Kanlar tiiplere alinarak santrifiij edildikten sonra serumlar1 laboratuar ¢alismalar1 yapilincaya

kadar —80°C’de saklandh.

Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios «, Ingiltere

Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, Isvicre

Sogutmali santrifiij : MPW 350R, Polonya

Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere

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

Vorteks : Heidolp, Almanya

Derin dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA

pH metre : InoLab, Level 1, Almanya

Manyetik karigtirict : Remi Equipments, Hindistan

Homojenizator : Polytron Kinematica AG, Isvigre

Otoanalizor : C16000, Architect, ABBOTT, Amerika

Distile su cihazi : Millipore, France

Cam malzemeleri : Deney tiipleri, beherler vb.

Elisa plaka okuyucu : Bio Tek Instruments, Inc (USA)

Elisa plaka yikayici : Bio Tek Instruments, Inc (USA)

Kullanilan Kimyasal Malzemeler
Nekrostatin-1 : (Sigma-Aldrich Chemie GmbH Seinheim, Almanya)
Gliserol : (Sigma-Aldrich Chemie GmbH Seinheim, Almanya)
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Tiyobarbitiirik asit : (Sigma-Aldrich Chemie GmbH Seinheim, Almanya)

Sodyum dodesil stilfat : (Sigma-Aldrich Chemie GmbH Seinheim, Almanya)
NacCl : (Sigma-Aldrich Chemie GmbH Seinheim, Almanya)
DTNB : (Sigma-Aldrich Chemie GmbH Seinheim, Almanya)
NaOH : (Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya)

Na-K tartarat : (Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya)

Folin fenol reaktifi : (Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya)

KH,PO4 : (Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya)

Na,HPO, : (Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya)

EDTA : (Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya)

KCl : (Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya)

MPA : (Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya)

Na,HPO, : (Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya)

CuSOq4 : (Panreac, ispanya)

Biyokimyasal Calismalar

Serum numunelerinde iire, kreatinin, sodyum (Na') diizeyleri incelendi. Bu
parametreler bobrek fonksiyonlarmin degerlendirilmesinde kullamldi. Olgiimler Trakya
Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvari’ nda bulunan otoanalizor
(AU5800; Beckman Coulter Inc., CA, USA) kullamlarak yapildi. Idrar numunelerinde
kreatinin ve sodyum (Na') ol¢iimleri Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama

Merkezi Laboratuvari’ nda bulunan otoanalizér (AU5800; Beckman Coulter Inc., CA, USA)

kullanilarak yapilda.

Bobrek Homojenizasyonu

Bobrek dokulari kesildi. Bistiiri ile kesilen dokular tiiplere konuldu. Fosfat tamponu
(PBS) ile 1/10 sulandirilan dokular buz lizerinde tutularak homojenizatér ile homojenize
edildi. Hazirlanan homojenatlar 1500 g 15 dk +4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatant kismi
ayrildi. Ayrilan siipernatantlar, RIPK1, RIPK3, MLKL, NLRP3, TNFalfa, MDA ve GSH

diizeyi ol¢timlerinde kullanildi.
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Malondialdehit Miktar Tayini

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA ’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile sicak
ve asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan renk spektrofotometrik olarak ol¢tildii (54).

Cozeltiler:

1. % 8,1°lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)

2. % 20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3,5’e ayarlandi)

3. % 0,8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA)

Deneyin yapilisi:

0,2 ml 10 kat diliie edilmis doku homojenati; 0,2 ml % 8,1’lik SDS, 1,5 ml % 20’lik
asetik asit, 1,5 ml % 0,8’lik TBA ve 0,6 ml distile su ile karigtirildi. Karisim 95 °C’deki sicak
su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra absorbanslar homojenat
igcermeyen ayira¢ koriine kars1 650 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Sonuglarin hesaplanmasi:

Ax Vtx 10°

C (nmol/ml) =
Ex VsxLx 10’

A : Absorbans
E : Tiiketim katsayis1 (1.56 10° M cm™)
Vit : Total reaksiyon hacmi
Vs : Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi
L : Kiivet cap1
10°  : Moliin nanomole ¢evrilmesi
10> : Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

Sonuglar MDA nmol/g yas doku olarak ifade edildi.

Glutatyon Diizeyinin Olciimii

Glutatyon iceriginin belirlenmesi i¢in, doku homojenatlarindaki serbest siilfidril
gruplarinin Ellman ayiraci ile olusturdugu renk spektrofotometrik olarak belirlendi (55).

Cozeltiler:

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

2. 0.3 M Disodyum fosfat (Na2HPO4 )
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3. 1 mM Elman ayiraci: 4 mg 5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DNTB), 10 ml
%1 lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

4. Glutatyon standardi: 10 mg/dl GSH

Deneyin yapilisi:

1.5 ml 0.15 M KCI ve 3 ml proteinsizlestirme ¢ozeltisi, 0.5 ml doku homojenati
lizerine eklendi. Bu karisim 3000xg’ de 20 dk santrifiij edildi. Ardindan 0.5 ml siipernatant
alinarak tizerine 2 ml M Na2HPO4 ve 0.5 ml Ellman ayiraci eklendi. Absorbanslar homojenat

igermeyen ayirag koriine kars1 412 nm’  de okundu. GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayisi ( Z
=1.36 104 M-1cm-1 ) kullanilarak hesaplandi. Sonuglar umol GSH/g doku olarak belirtildi.

Protein Miktar:1 Tayini

Protein miktari tayini Lowry metoduna gore yapildi (56).

Cozeltiler:

A Cozeltisi: %2’ lik Na2COs” 1 0,1 N NaOH’ teki ¢ozeltisi

B Cozeltisi: %1° lik CuSO4 ¢ozeltisi

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

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

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

Bovin Serum Albumin (BSA) Cozeltisi: Standart protein ¢ozeltisi olarak kullanilan
BSA 10 mg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltiden 1,2, 3,5, 7,5, 10 mg/ml’ lik ¢ozeltileri
hazirlandi.

Deneyin yapilisi:

Test ve standart tiiplerine 490 pl, kor tiiptine 500 pl distile su kondu. Tiim tiiplere 2,5
ml D c¢ozeltisi ilave edildikten sonra, test tiiplerine 10 kat diliie edilmis numuneden 10pl;
standart tiiplerine de 10 pl her bir standarttan ilave edildi ve tiipler vorteks ile iyice
kanistirildi. Karanlikta oda 1sisinda 10 dk. Bekletildikten sonra, tiim tiiplere 250 ul E ¢ozeltisi
eklendi. 25°C" de 30 dk beklediltikten sonra, spektrofotometrede 650 nm’ de kore karsi

stfirlanarak okuma yapildi.
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Histolojik Calismalar

Deney sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin bobrekleri ¢ikarilarak %10’luk ndtral
formalin ile fikse edildi. Ardindan ¢esme suyu altinda yikanan doku oOrnekleri artan alkol
serilerinden (%70, %90, %96, %100) gecirilerek daha sonra seffaflastirma i¢in toluende
bekletildi ve parafin bloklara gdmiildii. Parafin bloklarindan 5 mikrometre (um)’lik kesitler
alinarak hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyandi. Ayrica, proksimal tiibiil firgams1 kenar
kaybini belirlemek amaciyla periyodik asit Schiff (PAS) prosediirii uygulandi. H&E ve PAS
boyali preparatlar 151k mikroskobunda (Olympus BXS51 mikroskop, DP20 dijital kamera
atagmanli, Tokyo, Japonya) farkli biiyiitmelerde incelenerek fotograflandirildi.

Bobregin korteks ve dis medulla bolgesinin histopatolojik degerlendirmesi, Al Asmari
ve ark. ile Yang ve ark. tarafindan daha once tanimlanan skorlama kriterlerinin modifiye
edilmesiyle semikantitatif olarak yapildi. Histopatolojik degerlendirmede tiibiiler hasar;
tiibtiler dilatasyon, tiibiiler vakuolizasyon, tiibiiler nekroz, kast olusumu, intratiibiiler debris ve
firgams1 kenar kaybi olarak tanimlandi. Doku hasarmin boyutu, hasar gosteren tiibiillerin
yiizdesinin 0-4 arasinda derecelendirmesi ile asagidaki sekilde yapildi; O= tiibiiler degisiklik
yok, 1= <%25 (hafif), 2= %25-%50 (orta), 3= %50-%75 (siddetli), 4= >%75 (¢ok siddetli).
Tiim degerlendirmeler birbirinden bagimsiz iki arastirmaci tarafindan kor bir sekilde her

hayvandan x200 biiylitmede elli alan iizerinde yapilarak ortalamas1 alindu.

Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama = standart sapma olarak gosterildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi. Serum iire ve serum sodyum
parametreleri i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve gruplar arasi karsilagtirmalarda
Tukey testi kullanildi. Diger parametreler parametrik test sartlarini saglamadigi i¢in Kruskal-
Wallis ve gruplar arasi karsilastirmalarda Dunnett T3 testi kullanildi. P<0.05 degeri

istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Kontrol grubunda 2, Nec grubunda 1 sicandan idrar 6rnegi almamadi. ABH+Nec
grubunda 1 sigandan kan 6rnegi alinamadi. Gruplarda herhangi bir 6liim goriilmedi.

Tiim gruplardaki siganlara ait serum iire diizeyi mg/dl, serum kreatinin diizeyi mg/dl,
serum sodyum diizeyi mmol/l, idrar kreatinin diizeyi mg/dl, idrar sodyum mmol/l, bobrek
RIPK1 diizeyi ng/mL/mg protein, bobrek RIPK3 diizeyi ng/mL/mg protein, bobrek MLKL
diizeyi ng/mL/mg protein, bobrek TNF alfa diizeyi pg/mL/ mg protein, bobrek NLRP3 diizeyi
ng/mL/mg protein, bobrek MDA diizeyi nmol/mg protein, bobrek GSH diizeyi uMol/mg
protein olarak hesaplandi. Gruplarin serum, idrar ve bobrek dokularina ait bulgular ve

istatistiki degerlendirme sirasiyla Tablo 1, 2 ve 3’te verilmistir.
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Tablo 1. Gruplarin serumlarina ait parametreler

Parametreler | Kontrol ABH NEC ABH+NEC p (p<0,05 ise anlaml)
ORT+SD | ORT+SD | ORT+SD ORT+SD
K - ABH 0,0008
K -NEC p>0,9999
Serum 0,2350 1,521 0,2425 3,086 K- ABH + NEC p<0,0001
Kreatinin + + + +
mg/dL 0,0207 0,5322 0,01909 1,096 ABH - NEC 0,0009
ABH - ABH+NEC 0,0001
NEC - ABH+NEC p<0,0001
K - ABH 0,9766
K - NEC p<0,0001
Serum 139,6 138,4 32,63 135,3 K - ABH + NEC 0,5290
Sodyum + + + +
mmol/L 2,2 3,623 7,15 9,394 ABH - NEC p<0,0001
ABH - ABH+NEC 0,7649
NEC - ABH+NEC p<0,0001
K- ABH p<0,0001
K - NEC 0,9987
Serum 36,5 227 32,63 334,6 K- ABH + NEC p<0,0001
Ure + + - +
mg/dL 5,529 69,87 7,15 77,04 ABH - NEC p<0,0001
ABH - ABH+NEC 0,002
NEC - ABH+NEC p<0,0001
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Tablo 2. Gruplarn idrarlarina ait parametreler

Parametreler | Kontrol ABH NEC ABH+NEC p (p<0,05 ise anlaml)
ORT+SD | ORT+SD | ORT+SD ORT=£SD
K- ABH p<0,0001
K -NEC 0,9284
idrar 48,48 23,84 50,97 23,87 K- ABH + NEC p<0,0001
Kreatinin + + + +
mg/dL 11,5 4,296 7,468 4,692 ABH - NEC p<0,0001
ABH - ABH+NEC p>0,9999
NEC - ABH+NEC p<0,0001
K- ABH p<0,0001
K -NEC 0,9998
idrar 145 37,88 144 47,43 K- ABH + NEC p<0,0001
Sodyum + + + +
mmol/L 32,32 11,58 22,05 18,16 ABH - NEC p<0,0001
ABH - ABH+NEC 0,8251
NEC - ABH+NEC p<0,0001
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Tablo 3. Gruplarin bobrek dokularna ait parametreler

Parametreler | Kontrol ABH NEC ABH+NEC p (p<0,05 ise anlamh)
ORT+SD | ORT4SD | ORT4SD ORT+SD
K - ABH 0,9431
K-NEC 0,0361
RIPK1 9,658 9,48 8,724 8,948 K - ABH + NEC 0,2068
ng/mL/mg + + + +
protein 0,8724 0,6008 0,2687 0,4067 ABH - NEC 0,1126
ABH - ABH+NEC 0,442
NEC - ABH+NEC 0,917
K - ABH 0,6093
K -NEC 0,1378
RIPK3 47,42 43,11 39,61 32,71 K- ABH + NEC 0,0013
ng/mL/mg + + 2 +
protein 4,608 9,346 3,673 8,537 ABH - NEC 0,7501
ABH - ABH+NEC 0,0286
NEC - ABH+NEC 0,2207
MLKL 8,717 10,67 13,03 10,18
ng/mL/mg + + + + 0,1091
protein 0,819 1,818 5,989 1,663
1346 887,1 979,5 1469
TN]; aifa + + + + 0,1601
pgim 394,7 951,1 4544 205,1
K- ABH 0,0654
K-NEC 0,021
NLRP3 43,76 36,22 27,99 K - ABH + NEC p<0,0001
ng/mL/mg + + 34.76 +
protein 7,132 6,413 i 5,278 ABH - NEC 0,9576
3,769 ABH - ABH+NEC 0,0391
NEC - ABH+NEC 0,1135
MDA 0,6871 0,5832 0,6509 0,4762
nmol/mg + + + + 0,0802
protein 0,2205 0,1596 0,09795 0,1252
GSH 323,2 189,7 265,1 238,2
pMol/mg + + + + 0,4494
protein 239.9 62,56 132,2 173,9
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Gruplar aras1 serum kreatinin diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p<0,0001). Serum kreatinin diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil
3’te gosterildi.

Serum Kreatinin
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Sekil 3. Gruplar arasi serum kreatinin diizeylerinin dagilimi
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
#ABH grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
¥Nec grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

Gruplar aras1 serum sodyum diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p<0,0001). Serum sodyum diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 4’te

gosterildi.

Serum Sodyum

3
v

Sekil 4. Gruplar arasi serum sodyum diizeylerinin dagilim
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
#ABH grubu ile karsilagtirildiginda p<0,05
¥Nec grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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Gruplar aras1 serum iire diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p<0,0001). Serum iire diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 5’te

gosterildi.
Serum Ure
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Sekil 5. Gruplar arasi serum iire diizeylerinin dagilim
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
#ABH grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
¥Nec grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
Gruplar arasi idrar kreatinin diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p<0,0001). Idrar kreatinin diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 6’da
gosterildi.

idrar Kreatinin

Sekil 6. Gruplar arasi idrar Kreatinin diizeylerinin dagilim
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
#ABH grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
¥Nec grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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Gruplar aras1 idrar sodyum diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlaml1 bir
degisiklik gdzlendi (p<0,0001). Idrar sodyum diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 7°de
gosterildi.

idrar Sodyum
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Sekil 7. Gruplar arasi idrar sodyum diizeylerinin dagilimi
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
#ABH grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
¥Nec grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
Gruplar arast RIPKI1 diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p=0,028). RIPK1 diizeylerinin gruplara goére dagilimi Sekil 8’de
gosterildi.

RIPK1

ng/mL/mg protein

Sekil 8. Gruplar aras1 RIPK1 diizeylerinin dagilim
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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Gruplar aras1 RIPK3 diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p=0,002). RIPK3 diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 9’da
gosterildi.

RIPK3

60+

ng/mL/mg protein

Sekil 9. Gruplar aras1 RIPK3 diizeylerinin dagilim
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
#ABH grubu ile karsilagtirildiginda p<0,05

Gruplar aras1 MLKL diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gozlenmedi (p=0,1091). MLKL diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 10’da

gosterildi.
MLKL
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Sekil 10. Gruplar aras1t MLKL diizeylerinin dagilim
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Gruplar aras1 TNF alfa diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlaml bir

degisiklik gozlenmedi (p=0,1601). TNF alfa diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 11°de

gosterildi.
TNFalfa
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Sekil 11. Gruplar aras1 TNF alfa diizeylerinin dagilim

Gruplar aras1 NLRP3 diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gozlendi (p= 0,0001). NLRP3 diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 12°de

gosterildi.
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Sekil 12. Gruplar aras1 NLRP3 diizeylerinin dagilim
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
#ABH grubu ile karsilagtirildiginda p<0,05
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Gruplar arast MDA diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gozlenmedi (p= 0,0802). MDA diizeylerinin gruplara gére dagilimi Sekil 13’te gosterildi.
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Sekil 13. Gruplar aras1 MDA diizeylerinin dagilim

Gruplar arast GSH diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gozlenmedi (p= 0,4494). GSH diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 14’te gosterildi.
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Sekil 14. Gruplar aras1 GSH diizeylerinin dagilim
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Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait bobrek dokularinda, Malpighi cisimcikleri ile ¢cevresinde firgamsi
kenara sahip proksimal tiibiiller ve genis liimenli distal tiibiillerin korteks veya medulla
bolgelerinin normal yapida oldugu goriildii (Sekil 15). Bununla birlikte, gliserol verilen ABH
grubu bobrek dokular1 incelendiginde, korteks ve dis medulla bolgelerinde yaygin ve belirgin
hasar izlendi. Mikroskobik olarak bu hasar; tiibiiler dilatasyon, tiibiiler vakuolizasyon, tiibiiler
nekroz, kast olusumu, intratiibiiler debris ve firgamsi kenar kaybi olarak gozlendi ve
skorlandi. Bu degisikliklere ek olarak, 16kositik infiltrasyon ve konjesyon da yer yer gézlenen
bulgulardi. Tiibiiler vakuolizasyon, tiibiiler nekroz ve kast olusumunun medullar bolgede
kortekse gore daha belirgin oldugu tespit edildi (Sekil 16). NEC grubu bobrek dokularinin
kontrol grubu ile ayn1 6zelliklere sahip oldugu gézlenirken (Sekil 17), ABH+NEC grubuna ait
bobrek kesitleri degerlendirildiginde de hasarin ABH grubuna benzer bulgular gosterdigi
tespit edildi (Sekil 18). Ek olarak, fircams1 kenar kaybini degerlendirmek i¢in PAS prosediirii
uygulanan kontrol grubu bobrek kesitlerinde proksimal tiibiil fircamsi1 kenarlar1 oldukga
diizenli ve PAS (+) izlenirken (Sekil 19), ABH grubu bobrek kesitlerinin hasarh tiibiillerinde
belirgin olarak kayba ugramisti ve dolayisiyla PAS (+)’ligi zayifti. Bundan baska, bazi
Malpighi cisimciklerinin Bowman kapsiilii parietal yaprak bazal membrani ile tiibiiler bazal
membranlarda kalinlagma gozlendi (Sekil 20). NEC grubu bdbrek dokularinin kontrol grubu
ile ayn1 6zellikler gostererek proksimal tiibiil firgcamsi kenarlarinin PAS (+) boyanma 6zelligi
sergiledigi tespit edilirken (Sekil 21) ABH+NEC grubuna ait bobrek kesitleri incelendiginde
ise, ABH grubuna benzer olarak fircams1 kenar kaybi bulgular tespit edildi (Sekil 22).

Necrostatin-1 uygulamasinin bdbrekte gliserol kaynakli histopatolojik hasari belirgin
olarak degistirmedigi gozlendi (Sekil 18 ve Sekil 22).

Tiim gruplara ait korteks ve dis medullada gozlenen histopatolojik bulgular ve skorlari

Tablo 4’te 6zetlenmistir.
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Tablo 4. Bobrek dokusu korteks ve dis medulla bolgelerine ait histopatolojik skorlar

Histopatolojik Kontrol ABH NEC ABH+NEC
degisiklikler (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
0 +3.00 0 +2.63
Tiibiiler Korteks
dilatasyon Drg 0 +3.13 0 +3.00
Medulla
0 +2.00 0 +2.00
Tiibiiler Korteks
vakuolizasyon Dis 0 +3.38 0 +3.13
Medulla
Korteks 0 +1.88 0 +1.63
Tiibiiler nekroz
Dis 0 +3.13 0 +3.13
Medulla
Korteks 0 +1.63 0 +1.25
Kast olusumu
Dig 0 +3.25 0 +3.00
Medulla
. 0 +2.50 0 +2.38
Intratiibiiler Rk
debris Dis 0 +3.25 0 +3.25
Medulla
Korteks 0 +2.38 0 +2.13
Fircamsi kenar
kayb1 Dis 0 +3.00 0 +3.00
Medulla
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Hematoksilen&Eozin, x200 (A,C), x400 (B,D).
Sekil 16. ABH grubu bobrek dokusu korteks (A,B) ve dis medulla (C,D) bolgelerine ait
histopatolojik bulgular

37



Hematoksilen&Eozin, x200 (A,C), x400 (B,D).
Sekil 17. NEC grubu bobrek dokusu korteks (A,B) ve dis medulla (C,D)

bolgelerine ait histopatolojik bulgular
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Sekil 18. ABH+NEC grubu bobrek dokusu korteks (A,B) ve dis medulla (C,D)

bolgelerine ait histopatolojik bulgular
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Periyodik Asit-Schiff, x200 (A); x400 (B).
Sekil 19. Kontrol grubuna ait bobrek dokusu proksimal tiibiillerinde fircamsi kenar

yapisi

Periyodik Asit-Schiff, x200 (A); x400 (B).
Sekil 20. ABH grubuna ait bobrek dokusu proksimal tiibiillerinde fircamsi kenar yapisi
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Periyodik Asit-Schiff, x200 (A); x400 (B).

Sekil 21. NEC grubuna ait bobrek dokusu proksimal tiibiillerinde fircamsi

kenar yapisi

Periyodik Asit-Schiff, x200 (A); x400 (B).
Sekil 22. ABH+NEC grubuna ait bobrek dokusu proksimal tiibiillerinde

fircamsi kenar yapisi
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TARTISMA

Calismamizin en 6nemli ve yeni bulgusu RIPK-1 blokeri nekrostatin-1 uygulamasinin
miyoglobiniirik akut bobrek hasarinda olusan bobrek fonksiyon bozuklugunu
siddetlendirmesidir. Serum 1iire ve kreatinin seviyeleri bobrek fonksiyonlarmin
degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli parametrelerdir. Calismamizda serum iire ve kreatinin
diizeyi gliserol uygulanan gruplarda yiikseldi ve bu bulgu deneysel modelin basariyla
uygulandiginin bir gostergesi olarak kabul edildi. Gruplar arasinda idrar sodyum ve
kreatininleri karsilastirildiginda gliserol verilen gruplarda azalma gozlendi. Bu sonug bobrek
fonksiyonundaki bozulmanin bir gostergesi olarak degerlendirildi.

Homsi ve arkadaslarinin 7 ml/kg dozunda gliserol uygulayarak olusturduklart mABH
modeli ¢alismasinda tek doz (1.65 mg/kg) intraperitoneal nekrostatin-1 uygulamasi kontrol ve
ABH gruplarina benzer serum kreatinin diizeyiyle sonuclanmistir (57). Tristao ve
arkadaslarinin farelerde sisplatinle uyarilmis bobrek hasar1 modeli olusturduklari ¢calismada 5
mg/kg necrostatin-1 uygulamasi iire ve kreatinin diizeylerinde anlamli bir diizelme
olusturmamistir. Es zamanli olarak apoptozisin bloke edilmesiyle koruyucu etki ortaya
cikmistir (58). Martin-Sanchez D ve arkadaslarmin farelerde folik asitle uyarilmis bobrek
hasar1 modeli olusturduklari caligmada necrostatin-1 uygulamasi serum iire ve kreatinin
diizeyini degistirmemistir (59). Linkerman ve arkadaglarinin farelerde renal iskemi-
reperfiizyon modeli ile ABH olusturduklar1 bir calismada 1.65 mg/kg necrostatin-1
uygulamasi reperflizyonun 48. saatinde serum iire ve kreatinin diizeylerini diislirmiistiir (60).
Calisma sonuglar1  toplu olarak degerlendirildiginde nekrostatin-1 uygulamasiyla

nekroptozisin bloke edilmesinin farkli bobrek hasari modellerinde bobrek fonksiyonlari
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tizerine farkli etkiler ortaya ¢ikardigi goriilmektedir. Bildigimiz kadartyla ¢alismamiz, Nec-1
uygulamasinin bir sigan MABH modelinde bobrek hasarini siddetlendirdigini ilk defa ortaya
koymustur.

Diizenlenmis hiicre 6liimii mekanizmalar1 kaspaz ve peroksidasyon kontrollii sistemler
olarak ayrigmaktadir. Kaspaz kontrollii sistem apoptoz, nekroptoz ve piroptozu icerirken
peroksidasyon kontrollii sistem ferroptozu igerir. Kaspaz kontrollii sistem i¢inde bir yolun
inhibisyonunun alternatif yollarin aktivasyonuna neden olabilecegi bildirilmistir (61). Nec-
1’in, proapoptotik protein Bax'in ekspresyonunu artirarak ve anti-apoptotik protein Mcl-1'in
ekspresyonunu azaltarak notrofil apoptozunu uyardigi, kaspaz 3 boliinmesini de aktive ettigi
gosterilmistir (62). Hiicre 6liim yollar1 paralel olarak hareket eden bagimsiz siiregler degildir.
Oliim yéniinde ve karsisinda olan sinyaller arasindaki hassas dengede anahtar diizenleyicilerin
durumu, ylriitiilecek yolu belirler (11). Sicanlarda ¢ekal ligasyon ve ponksiyon ile sepsisin
indiiklenmesinden sonra nekrostatin-1 uygulamasinin karaciger fonksiyonundaki bozulmay1
ve histopatolojik degisiklikleri siddetlendirdigi ve yasam siiresini kisalttigi gosterilmistir. Bu
sonucun olast nedeninin nec-1 uygulamasinin nekroptozisi inhibe ederken apoptozisi
siddetlendirmesi olabilecegi one siiriilmiistiir (17). Benzer sekilde Mcneal ve arkadaslarinin
caligmasinda nec-1 uygulamas: septik farelerde serumda inflamatuar sitokinlerin ve karaciger
enzimlerinin artisina yol agmis, hepatositler lizerine zararl etkiler ortaya ¢ikarken apoptozisin
uyarildig1 gosterilmistir. Ayrica hayatta kalmay da artirmistir. Bu sonu¢ RIPK1’in bir yandan
Fas ligasyonu yoluyla nekroptotik 6liimii indiikleyebilirken diger taraftan NF-kB aktivasyonu
yoluyla yetkin bir bagisiklik tepkisinin siirdiiriilmesini ve hayatta kalmay1 saglayabilecegi
seklinde yorumlanmistir (63).

Calismamizda  nekrostatin  uygulamasinin  renal  fonksiyon  bozuklugunu
siddetlendirmesi apoptoz ve piroptoz gibi yollarin aktive olmasina bagl olarak gerceklesmis
olabilir. Nekrostatin uygulamalariyla ilgili yapilan ¢alismalarda doza bagl olarak zit etkiler
ortaya cikmasi ilging goriinmektedir. Takahashi ve arkadaslarinin c¢alismasinda TNF ile
uyarilmis sok modelinde orta ve yliksek dozda necrostatin hayatta kalma iizerine olumlu
etkiler gosterirken diisilk dozda necrostatin farelerin duyarliligni artirmig, hipotermi ve
hayatta kalma oranindaki diisiisle sonuglanmistir (64). Calismamizda {ire kreatinin
seviyelerindeki artisla kendini gdsteren bobrek fonksiyon bozuklugunda nekrostatine bagl

siddetlenme kullanilan doz sebebiyle meydana gelmis olabilir.
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Calismamizda nekrostatin-1 uygulamasi beklendigi gibi RIPK1 ve RIPK3 diizeylerini
diisiirdii. Ayrica NLRP3 diizeyi de nekrostatin-1 uygulanan gruplarda azaldi. Onceki
caligmalar ~ RIPK3-MLKL  nekroptotik  sinyallemesinin ~ NLRP3  aktivasyonunu
tetikleyebilecegini ve bunun inflamatuar aracilarin sekresyonuyla sonuclanabilecegini
bildirmistir (65). Ilging olarak gliserol verilen gruplarda MLKL diizeyindeki artis egilimi
istatistiksel anlamliliga ulasamamigstir. Necrostatin uygulamast da MLKL diizeyini
degistirmemistir. Onceki yillarda bdbrek fibrozisi olusturulan c¢alismalarda oldugu gibi
reseptor iligkili protein kinazlarin MLKL’den bagimsiz etkileri olabilecegi de akilda
tutulmalidir (66).

Calisma verilerimize gore nec-1 uygulamasi MABH modelinde oksidatif stres
stirecleri iizerine etki gdstermemistir. Ning ve arkadaglarinin sisplatinle uyarilmis bobrek
hasar1 modeli caligmasinda nekrostatin-1 uygulamasi MDA seviyesini diisiirmiistiir (67).
Oksidatif stres gelisimi c¢alisilan bobrek hasarit modeli ve kullanilan ilag dozlarindan
etkilenmektedir. Sonuglarimizin farkliligi modelin farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Calisma gruplarinda bobrekte meydana gelen histolojik degisiklikler hematoksilen
eozin ve PAS boyama ile degerlendirildi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda gliserol verilen
gruplarda degisik siddette tiibiiler nekroz ve kast birikimi ile kortikal peritiibiiler 6dem ve
firgams1 kenar kaybi gozlendi. Nekrostatin-1 uygulamasmin bobrekte gliserol kaynakli
histopatolojik hasar1 degistirmedigi gozlendi. Homsi ve arkadaglarimin ¢alismasinda
nekrostatin-1 uygulamast ABH grubunda goriilen tiibiiler nekrozu énemli oranda azaltmistir
(57). Tristao ve arkadaslariin ¢alismasinda nekrostatin-1 uygulamasi sisplatine bagli olusan
proksimal tiibiiler hasar1 Onleyememistir (58). Gorildigi gibi degisik bobrek hasari
modellerinde histopatolojik bulgular farklilhik gostermektedir. Kullandigimiz gliserol
dozundaki farklilik Homsi ve arkadaglarimin calismasiyla ortaya ¢ikan celiskili sonuglarin
sebebi olabilir.

Calismamizin bazi kisithiliklar1 bulunmaktadir. Calismamizda apoptozis ve proptozisin
degerlendirilmemesi bir kisithliktir. Ikinci olarak gen delesyonu veya nakavt fare modeli nec-

1 uygulamasinin yanina eklenebilir ve sonuglar dogrulanabilirdi.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda yaptigimiz
calismamizda deneysel MABH modelinde nekroptozis inhibitorii nekrostatin-1’in bdbrek
fonksiyonlari, oksidatif parametreler ve histopatolojik degisiklikler iizerindeki etkilerini
inceledik. Calismamiz ile MABH modelinde eksojen uygulanan Nec-1’in  bobrek
fonksiyonlarmi etkiledigi gosterilmistir. Calisma verilerimiz, nekrostatin-1 uygulamasinin
bobrek fonksiyonlar1 {izerine olumsuz etkiler ortaya ¢ikardigmi gostermistir. Onceki
caligmalarin biiyiik ¢cogunlugu ile farkli sonuglar elde etmemiz apoptozis ve piroptozis gibi
caligmamizda roliinii incelemedigimiz diger hiicre 6liim mekanizmalarinin uyarilmasina bagl
olarak gerceklesmis olabilir. Ayrica kullanilan farkli nekrostatin-1 dozlarinin zit etkilere
sebep olabildigi de diisiiniildiigiinde doz se¢iminin ¢esitlendirilecegi ve degerlendirilmeyen
hiicre oliimii yolaklarinin da dahil edilecegi daha genis kapsamli calismalar nekroptozisin

bobrek fonksiyonlari lizerine etkilerinin daha iyi anlasilmasi i¢in faydali olacaktir.
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OZET

Akut bobrek hasar1 mortalitenin bagimsiz bir risk faktoriidiir. ABH'de fizyopatolojik
ve molekiiler mekanizmalar1 iceren karmasik siire¢ tam olarak anlasilamamistir. Cok sayida
caligmada nekroptozisin klinik hastaliklarda dnemli bir etkiye sahip oldugu ifade edilmistir.
Nekroptozisin ROS iiretimini etkiledigi bilinmektedir. Nekrostatin-1 gibi kimyasal
inhibitorler tarafindan nekroptozis inhibisyonunun, renal iskemi / reperflizyon hasarini
onlemek ve tedavi etmek icin terapdtik potansiyele sahip olabilecegi bildirilmistir.
Calismamizdanekroptozisin  miyoglobiniirik akut bdbrek hasarinda biyokimyasal ve
histopatolojik parametreler iizerine etkilerini ve bu etkilerin oksidatif stres biyobelirtecgleriyle
iliskisini incelemeyi amagladik.

Calismamizda toplam 32 adet sigan kullanildi. Her grupta 8 adet olmak {izere sicanlar
4 gruba ayrildi. Tiim gruplar intramuskiiler enjeksiyonlardan 6nce 24 saat susuz birakildi.
Kontrol ve NEC gruplarina fizyolojik serum, diger gruplara hipertonik (%50) gliserol
enjeksiyonlar1 yapildi. Intramiiskiiler enjeksiyonlardan 1 saat sonra kontrol ve ABH
gruplarina DMSO, NEC ve ABH+NEC gruplaria nekrostatin-1 maddesi intraperitoneal yolla
verildi. Sicanlar intramuskiiler enjeksiyonlar yapildiktan hemen sonra metabolik kafese
alinarak 24 saatlik idrarlar1 toplandi. Ardindan anestezi altinda kan ve bdobrekleri alindi.
Bobrek dokusunda RIPK1, RIPK3, MLKL, TNF alfa, NLRP3, MDA, GSH diizeyleri ve
histopatolojik degisiklikler; serumda {ire, kreatinin, sodyum diizeyleri; idrarda kreatinin,
sodyum diizeyleri incelendi.

Calismamizda gliserol uygulanan gruplarin tamaminda kontrol grubuna gore serum

kreatinin ve iire seviyelerinde anlamli bir artis gozlenirken idrar sodyum ve kreatinin
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seviyelerinde azalma gdzlendi. Nekrostatin-1 uygulanan gruplarda bobrek dokusunda RIPK1,
RIPK3, NLRP3 diizeylerinde azalma oldugu goriildii. Gruplar arasinda MLKL ve TNF alfa
diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadi. Caligma verilerimize gore nec-1 uygulamasi
MABH modelinde oksidatif stres stiregleri lizerine etki gostermemistir. Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda gliserol verilen gruplarda degisik siddette tiibiiler nekroz ve kast birikimi
ile kortikal peritiibiiler 6dem ve fircams1 kenar kayb1 gozlendi. Nec-1 uygulamasinin bobrekte
gliserol kaynakli histopatolojik hasar1 degistirmedigi gézlendi.

Calisma  verilerimiz  miyoglobiniirik akut bobrek hasarinda nekrostatin-1
uygulamasinin bobrek fonksiyonlar1 iizerine olumsuz etkiler ortaya ¢ikardigini gostermistir.
Bu etkilerin doz se¢imine ve/veya diger hiicre 6liim mekanizmalarinin uyarilmasina baglh
olarak gerceklesmis olabilecegi diistiniildii.

Anahtar Kelimeler: Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasari, Rabdomiyoliz,
Nekroptozis, Nekrostatin-1, Oksidatif Stres
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THE ROLE OF NECROPTOSIS IN EXPERIMENTAL
MYOGLOBINURIC ACUTE RENAL INJURY

SUMMARY

Acute kidney injury is an independent risk factor for mortality. The complex process
involving the physiopathological and molecular mechanisms in AKI has not been fully
understood. Numerous studies have reported that necroptosis has a significant impact on
clinical diseases. It is known that necroptosis affects ROS production. It has been reported
that inhibition of necroptosis by chemical inhibitors such as necrostatin-1(Nec-1) may have
therapeutic potential to prevent and treat renal ischemia/reperfusion injury. In our study, we
aimed to investigate the effects of necroptosis on biochemical and histopathological
parameters in myoglobinuric acute kidney injury and the relationship of these effects with
oxidative stress biomarkers.

A total of 32 rats were used in our study. Rats were divided into 4 groups, 8 in each
group. All groups were dehydrated for 24 hours before intramuscular injections. Physiological
serum injections were given to the control and NEC groups, and hypertonic glycerol
injections to the other groups. One hour after the intramuscular injections, DMSO was given
to the control and AKI groups, and necrostatin-1 was given intraperitoneally to the NEC and
AKI+NEC groups. The rats were taken into the metabolic cage immediately after

intraperitoneal injections and their 24-hour urine was collected. Then, blood and kidneys were
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taken under anesthesia. RIPK1, RIPK3, MLKL, TNF alpha, NLRP3, MDA, GSH levels and
histopathological changes in kidney tissue; serum urea, creatinine, sodium levels; The
creatinine and sodium levels in the urine were analyzed.

In our study, a significant increase was observed in serum creatinine and urea levels in
all glycerol administered groups compared to the control group, while a decrease was
observed in urine sodium and creatinine levels. Necrostatin-1 administered groups showed a
decrease in RIPK1, RIPK3, NLRP3 levels in kidney tissue. There was no significant change
in MLKL and TNF alpha levels between the groups. When compared to the control group,
tubular necrosis of varying severity and caste deposition, cortical peritubular edema and brush
border loss were observed in the glycerol-treated groups. It was observed that Nec-1
administration did not change glycerol-induced histopathological damage in the kidney.

Our study data have shown that necrostatin-1 administration in myoglobinuric acute
kidney injury has negative effects on kidney functions. It was thought that these effects might
have occurred depending on dose selection and/or stimulation of other cell death mechanisms.

Keywords: Myoglobinuric Acute Kidney Injury, Rhabdomyolysis, Necroptosis,

Necrostatin-1, Oxidative Stress
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