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GIRIS VE AMAC

Akut bobrek yetmezligi (ABY) bobrek islevselliginin saatler veya giinler igerisinde
kaybi, nitrojen artik riinlerinin birikimi ve su-elektrolit dengesinin siirdiiriilememesi ile
karakterizedir (1). Insidans1 milyonda 209 olarak bildirilen, mortalitesi %50-80’e ulasan
ABY’nin, % 2-15’1 travmatik kas hasari sonucu olusan rabdomiyolize bagh gelisir (2-4).
Savas donemleri ve dogal afetlerde, rabdomyolize bagli gelisen miyoglobiniirik akut bobrek
yetmezligi (MABY) epidemik diizeylere ulasabilir (4). Golciik’te 1999 yilinda gergeklesen,
16 milyon insanimizin yasadigi bolgede etkili olan ve kaydedilmis en biiyiik renal felaket
olarak nitelendirilen depremde ¢esitli hastanelere yatirilan yaklagik 24.000 hastanin 639’unda
(% 12) MABY gelismis, 477 (% 9) vakaya acil hemodiyaliz tedavisi uygulanmak zorunda
kalinmis, teknik imkansizliklar nedeni ile yeterli diyaliz hizmeti verilemeyen hastalar
olmustur (4). Ulkemizin deprem kusaginda olmasi ve yakin zamanda beklenen Marmara
depremi, MABY gelisiminin 6nlenmesi ve hastaliginin siddetinin azaltilabilmesine yonelik
calismalarin oncelik ve gerekliligini ortaya koymaktadir.

Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi gelisiminde; hipovolemi ve miyoliz sonucu
dolagima salinan hiicre i¢i vazoaktif aminlerin etkisiyle gelisen intrarenal vazokonstriksiyona
bagl renal iskemi, intraluminal tika¢ olusumu sonucu gelisen tubiiler obstriiksiyon ve
miyoglobin toksisitesi 6onemli rol oynamaktadir (5-7). Ayrica, pek ¢ok calisma patogenezde
oksidatif stresin 6nemini ortaya koymaktadir (8-11). Rabdomiyoliz sonucu agiga ¢ikan ferroz
demir (Fe™) ‘Fenton’ ve ‘Haber-Weiss’ kimyasal yolaklar1 sonucu hidroksil radikali (OH™),

stiperoksit radikali (O, ") ve hidrojen peroksit (H,O;) olusumuna neden olur. Reaktif oksijen



partikiilleri (ROP) tarafindan baslatilan oksidatif stres sonucu protein denatiirasyonu,
deoksiribo niikleik asit (DNA) hasar1 ve 6zellikle OH™"’in ¢oklu-doymamais lipidlere etkisi ile
lipid peroksidasyonu gelisir (12). Gelisen lipid peroksidasyonu yaygin bdbrek hasarina neden
olur (13).

C vitamini temel etkisini serbest radikalleri temizleyerek gdsteren giiglii bir
antioksidandir (14). Lipid peroksidasyon reaksiyonunu baslatabilme 6zelligi bilinen OH “’in
yani sira; O,7", singlet oksijen (1AgO,), peroksil radikal, nitrojen peroksit, hipoklorik asit,
nitroksit ve ONOQO™ C vitamini’nin hedefi olan radikallerdir (15). C vitamini, ROP zincir
reaksiyonlarin1 kirarak endojen antioksidanlarin tiiketimini azaltir, yasamsal enzimlerin
indirgenmis durumda kalmalarini saglar. Boylece lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi
onemli hiicresel molekiilleri oksidatif hasardan korumus olur (16). C vitamini’nin, kobaylarda
gentamisin aracili nefrotoksisitede; ratlarda parasetamole bagli nefrotoksisite, arsenik iligkili
karaciger ve bobrek hasari, sisplatin iligkili nefrotoksisite ve vankomisin iligkili
nefrotoksisitede oksidatif hasar1 onleyerek nefron koruyucu etkili oldugu gosterilmistir (17-
21).

Literatiirde, MABY modelinde giiclii antioksidan C vitaminin kullanildig1 tek ¢alisma
olan ve klinigimizde yapilan ¢aligmada; diisiik dozdaki (20 mg/kg/giin; 4 giin) C vitamini’nin
ratlarda olusturulan MABY modelinde, oksidatif stresi, fonksiyonel-yapisal nefron hasarini
kismen diizelttigi saptanmistir (22). Calismanin sonucunda, bu modelde daha yiiksek doz C
vitamini kullaniminin olumlu etkileri artirabilecegi vurgulanmistir. Bu nedenle, ¢aligsmamizda
150 ve 300 mg/kg dozlardaki C vitamini uygulamasinin gliserol ile olusturulan MABY
modelinde oksdatif stres gostergeleri, nefron fonksiyonlari, tubiiler hiicre nekroz-apoptozu ve

tubiiler tika¢ olusumuna etkilerini arastirmay1 amagladik.



GENEL BIiLGILER

AKUT BOBREK YETMEZLIGI

Akut bobrek yetmezligi bobrek islevselliginin saatler veya giinler igerisinde kaybu,
viicutta buna bagl olarak nitrojen artik iirlinlerinin birikmesi ve su-elektrolit dengesinin
stirdliriilememesi ile karakterizedir (1). ABY ile ilgili ilk tanimlama 1917 yilinda Alman
patolog Hackradt tarafindan birinci diinya savasinda ciddi travmatik yaralanmaya maruz kalan
askerlerde yapilmistir (23).

Cesitli  arastirmalarda, ABY insidanst tanimlama kriterleri ve calisma
poplilasyonlarinin farkli olmasina bagli olarak degiskenlik gostermektedir (23). Bazi
calismalarda serum kreatinin (sKr) konsantrasyonu, bazilarinda bazal sKr diizeylerindeki
yiikselme bazilarinda da diyaliz tedavisini gerektirip gerektirmedigi kriter olarak alinmistir
(23). Genel olarak hastaneye basvurularin % 1-5’ini ABY olusturmaktadir (24). Basarili
kardiyopulmoner resiisitasyondan sonra % 12, koroner arter by-pass greft operasyonundan
sonra % 22, yogun bakim takiplerinde % 30 oraninda ABY gelisimi saptanmistir (25-27).
Destek tedavisindeki devam etmekte olan tiim geligsmelere, aralikli veya siirekli hemodiyaliz
tedavilerine ragmen ABY 'nin ne insidansi, ne de mortalite ve morbidite oranlarinda gerileme
olmamistir (28-31). ABY mortalitesi prerenal azotemi nedeniyle hastaneye yatanlarda %7
iken, postoperatif ABY de % 80’1 gececek kadar fazladir (24, 32).

Klinik olarak ABY prerenal, postrenal ve renal olmak iizere iice ayrilir. Prerenal ABY
% 70 ile ABY’nin en sik rastlanan formudur ve hafif-orta siddette renal hipoperfiizyona

fizyolojik bir yanittir (24). Prerenal ABY renal kan akimi ve glomeriiler filtrasyonun (GFR)
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tekrar saglanmasi ile geri doniisiimliidiir. Bobrek parankim dokusu hasarli degildir. Daha
ciddi hipoperfiizyon varliginda ise renal parankimal iskemik zedelenme ve sekonder renal
ABY gelisir (1). Eger bobrek yetersizliginin nedeni primer renal parankimal yetmezlik ise
intrinsik renal yetmezlik olarak adlandirilir. Eger bobrek disfonksiyonu idrar yollarinin
tikanmasi ile iligkili ise postrenal bobrek yetmezligi olarak adlandirilir. Postrenal ABY bdbrek
yetmezliginin % 5’inden azini olusturur (26).

Akut bobrek yetmezliginin en sik karsilagilan sekli olan ve siklikla ABY ile sinonim
olarak kullanilan akut tubiiler nekroz (ATN) genelde iskemi (iskmemik ABY) veya
nefrotoksisite (nefrotoksik ABY) sonucu gelisir (26). Akut tubiiler nekroz % 50 iskemik, %
35 nefrotoksik nedenlere bagli gelisir fakat hastaneye yatisi gerektiren ATN’nin % 50
etyolojisi ¢cok nedenlidir (33).

MiYOGLOBINURIK AKUT BOBREK YETMEZLIGI

Rabdomiyoliz ¢izgili kas hiicresinin hasar1 sonras1 K, P, iirik asit, miyoglobin ve
sarkoplazmik proteinler gibi hiicresel elemanlarin dolagima ge¢meleri olarak tanimlanir (34).
Rabdomiyoliz, ABY nin temel nedenlerinden biridir ve yakin zamanda yapilan ¢aligmalar
patofizyolojinin daha net anlagilmasini saglamistir. MABY gelisiminde; hipovolemi ve
miyoliz sonucu dolasima salinan hiicre i¢i vazoaktif aminlerin etkisiyle gelisen intrarenal
vazokonstriksiyona bagli bobrek iskemisi, intraluminal tika¢ olusumu sonucu gelisen tubiiler
obstriiksiyon ve miyoglobin toksisitesi onemli roller oynamaktadir (7, 35). Ayrica pek ¢ok
calisma patogenezde oksidatif stresin dnemini ortaya koymaktadir (8-11).

Rabdomiyolize ikincil dolasan plazma miyoglobin seviyelerinde yiikselme hem-
pigment iligkili ATN’ye neden olabilir (6, 34-36). Rabdomiyoliz hem travmatik hem de non-
travmatik kas hasarina ikincil gelisebilir (37).

Rabdomiyolize bagli ATN ile iliskili bilgilerin biiyiik ¢ogunlugu dogal veya insan
yapisi felaketlerin sonucu olusan ‘crush sendromun’dan elde edilmistir. Her ne kadar 20. yy
baslarinda savas yaralar1 ve motorlu ara¢ kazalarina bagli ABY tanimlanmis olsa da
miyoglobiniirinin biyokimyasal olarak ilk saptanmasi ikinci diinya savasi sirasinda Londra
hava saldirisinda yaralanmis askerlerden alinan idrar 6rneklerinden yapilmistir (38). Tarihteki
ilk ‘crush sendromu’ tanimlamasi bir Japon dermatolog olan Seigo Minami tarafindan 1922
yilinda birinci diinya savasi sirasinda yaralanan ii¢ Alman askerin Gliimiinden agir hasar

gormiis kaslarinin yikimina bagh ‘oto-zehirlenme’nin sorumlu tutulmasi ile yapilmistir (39).
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‘Crush hasar1’ yalnizca travmatik olayi tarif ederken ‘Crush sendromu’ travmaya bagl
rabdomiyoliz ve sonrasinda gelisen belirti ve bulgular1 kapsar (40). Bu belirti ve bulgular
arasinda gergin, 6demli, agrili kaslar; hipovolemik sok, MABY, sivi-elektroit dengesizlikleri,
asidoz, kalp ve solunum yetmezligi vardir (41).

Deprem sonrasinda ortaya ¢ikan ‘crush sendromu’ sikligini incelemeden Once su
bilgiler goz oniinde tutulmalidir: 1- Deprem travmalarinin tiimiinde rabdomiyoliz gelismez 2-
Rabdomiyoliz gelisenlerin tiimiinde ‘crush sendromu’ gelismez. 3- ‘Crush sendromu’
gelisenlerin de tiimiinde MABY gelismez (41).

‘Crush sendromu’ travmatik rabdomiyolizin % 30-50’sinde gelisir ve siklikla
katastrofik depremlerden sonra gozlenir (42). Yapilan bazi epidemiyolojik caligmalarda
katastrofik depremlerden sonra yarali kurtulan kurbanlarin % 2-6’sinda ‘crush sendromu’
gelistigi ifade edilmektedir (4, 43, 44).

Rabdomiyoliz depremlerden sonra gézlenen ge¢ mortalitenin, travmadan sonra en sik
nedenidir (45). Bir binanin ani ¢okiisiinden 1-28 saat arasinda kurtulan 18-41 yas arasi
kazazedelerin degerlendirildigi bir calismada kurbanlarin % 80’1 direk travma ile yasamlarim
kaybetmis, % 10’u kiiclik travmalar ile hayatta kalmis, % 10’u ciddi sekilde yaralanmis ve
bunlarin % 7’sinde ‘crush sendromu’ gelistigi gosterilmistir (46, 47).

Aralik 1988’de Richter oOlgegine gore 6,9 olan 25.000°den fazla insanin o6ldigi
Ermenistan depremi, 600 kiside ABY gelismesi ile renal felaket olarak adlandirilmistir (48-
50). Cin, Tangshan’da gerceklesen ve 242.769 kisinin 6ldiigli depremde yaralananlarin % 2-
5’inde ‘crush sendromu’ gelismistir (43). Kobe’de gerceklesen 1995 yilindaki depremden
sonra bu sendroma hastanede yatanlarin % 13.8’inde rastlanmis olup kurbanlarin yarisinda
ABY gelismistir (44).

Golciik’te 1999 yilinda gerceklesen, 16 milyon insanimizin yasadigr bolgede etkili
olan ve kaydedilmis en biiylik renal felaket olan depremde cesitli hastanelere yatirilan
yaklagik 24.000 hastanin 639’unda (% 12) MABY gelismis, 477 (% 9) vakaya akut diyaliz
tedavisi uygulanmistir (4). S6z konusu epidemi kayit edilmis en biiylik nefrolojik felakettir
(4). 1900-1999 yillan arasinda iilkemizde 131 adet hasar yapan deprem meydana gelmis ve
bu depremler 398.331 binanin yikilmasina veya agir hasara ugramasina ve 65.662 insanin
O0lmesine neden olmustur. Bu rakamlara gore Tiirkiye’de ortalama her 8 ayda bir hasar yapan
deprem olusmakta ve bu depremler ortalama olarak her y1l 4.024 binanin yikilmasina ve 664

insanin O0lmesine neden olmaktadir (51). Geg¢misteki deprem kayitlar1 incelendiginde
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iilkemizin oldukea yiiksek sismisiteye sahip oldugu gériilmektedir. istanbul ortalama standart
sapma gbz oOniline alindiginda 5 yil icerisinde % 32412 ve 25 yil igerisinde % 62+15 biiyiik
deprem riski ile ¢ok yiiksek olan yerlerden birisidir (52).

Fizyopatoloji

Koyu kirmizi renkli 17,8 kDa agirliginda bir protein olan miyoglobin glomeriilden
serbestce filtre olur, tubiil hiicresine endositoz yoluyla alinir ve metabolize olur (34).
Miyoglobin renal {ist siir1 olan 0,5-1,5 mg/dl diizeyini gegtikten sonra idrarda gozlenir ve
100 mg/dl diizeyinin asilmasi halinde kirmizimsi-kahverengi (¢ay rengi) idrar olarak
makroskopik olarak gozlemlenebilir (34).

Rabdomiyolizin patogenezininde iskelet kas1 iskemisi sonucu gelisen hiicre i¢i Adenin
trifosfat (ATP) azalmasi ve buna bagh kalsiyum (Ca™) diizeylerinin artis1 temel rol alir (53,
54). Aktin-miyozin baglanmasi ve kas kontraksiyonu i¢in gerekli sarkoplazmik Ca™ bir seri
pompa, kanal ve degistirici araciligiyla siki bir sekilde regiile edilir (55). Hiicre i¢ci ATP
azalmas1 bu pompalarin bozulmasina dolayisiyla sarkoplazmik Ca™’da artis ile Ca™ bagimh
notral proteaz ve fosfolipazlarda aktivasyona yol acar. Bunun sonucunda miyofibfrillerin,
sitoskeletal yapinin ve membran proteinlerinin ani yikimi dolayisiyla kas liflerinin lizozomal
sindirimi gerceklesir (55). Travmaya bagli rabdomiyolize iskemi reperfiizyon hasar1 ve hasarli
kaslarin nétrofillerle infiltre edilmesine bagli inflamasyon da eslik eder (56).

Kas hasar1 sonucu gelisen ¢izgili kas hiicre iskemisi, Na/K ATPaz pompa inhibisyonu
ile sodyumun (Na') hiicre disina atilamamasina ve hiicre i¢i 6deme yol agar, hasarlanmis
kaslarda 15 litreye yaklasan sivi birikimi olur (53, 54). Dolasim voliimii azalmasina bagl
renal kan akimi azalmasi, MABY gelisimini kolaylastiran en 6nemli faktor olarak ortaya
cikar. Tubiiler hasar gelisimini kolaylastiran diger faktorler hipovolemiye ikincil renin-
anjiotensin sistemi, sempatik sinir sistemi aktivasyonu ve vazopressin artigi ile gelisen renal
vazokonstriksiyondur (55). Cizgili kas hiicre icerigindeki toksik materyalin dolasima
gecisinin uyardig1 endotelin, tromboksan A2, tiimor nekrozitan faktor a , F-2 izoprostan artisi;
ayrica renal mikrosirkiilasyonda vazodilatatdr olarak etkili olan NO’nun miyoglobin
tarafindan yakalanarak biyolojik aktivitesinin azalmasina ve renal vazokonstriksiyonun
siddetlenmesine yol acar (6, 57).

Bilinen en kuvvetli renal vazokonstriktor olan endotelin, 21 aminoasitli bir peptittir ve

renal vazokonstriksiyonda basrolii oynar. Endotelin-1 bdbreklerde renal damarlarin



vazokonstriksiyonu, nefronda Na“ ve su reabsorbsiyonunun inhibisyonu, mezengial hiicre
konstriksiyonu, glomeriiler hiicre proliferasyonunun azaltilmasi ve ekstraseliiler matriksin
birikiminin arttiritlmasi gibi genis biyolojik etkiler gosterir. Endotelin-1 primer olarak otokrin
veya parakrin olarak fonksiyon gdsterir.

Miyoglobin hipovolemi ve renal vazokonstriksyonun da etkisi ile renal tubiiller
boyunca konsantre olur ve asidik idrarin da yardimiyla katyonik yapisi nedeniyle Tamm-
Horsfall proteinleri ile etkilesime gecerek prespite olur (35). Miyoglobinin asidik idrar
olmadan tubiillerde belirgin nefrotoksisitesi mevcut degildir (35). Tubiil obstriiksiyonu temel
olarak distal tubiil seviyesinde gergeklesirken, direk toksisite temelde proksimal tubiilde
gerceklesir (35, 55).

Hem proteini kokenli respiratuar proteinler olan miyoglobin ve hemoglobin (Hb),
peroksidaz benzeri enzim aktivitesi sergileyerek biyomolekiillerin oksidasyonuna neden
olabilirler (58). Miyoglobin yapisinda molekiiler oksijene (O,) baglanmak i¢in gerekli ferroz
oksid formda (Fe™) demir atomu icerir. Fakat O, Fe™’i OH™" olusturarak oksidasyonla ferrik
okside (Fe™) déniistiiriir. Bu oksidatif potansiyel hiicre i¢i antioksidan molekiiller tarafindan
etkisiz hale getirilir. Yine de miyoglobilinin hiicresel kacis1t ROP’nin sizmasina ve serbest
radikal iligkili hiicresel hasara neden olur (55). Her ne kadar merkiirik kloride bagl deneysel
ABY modellerinde gosterilemese de glutatyon ve bir demir selatorii olan desferoksaminin
kullanildig1 izole edilmis proksimal tubiil sistemlerinde yapilan ¢alismalarda OH™" ile iliskili
hem proteini ve serbest demir etkilesiminin tubiil hasarinda kritik roller aldiklarini
gostermistir (59, 60).

Miyoglobiniirik akut bdbrek yetmezligi gelisiminde etkili faktorler Sekil 1°de

gosterilmistir.
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SERBEST RADIKALLER

Diinya tizerindeki ilk yasam belirtisi en basit hiicre ile 4 milyar yi1l 6nce basladig
tahmin edilmekte olup, 3,5 milyar yil 6nce kayalar primitif tek hiicreli canlilar olan
mikrofosilleri icermeye baslamislardir. Yaklasik 3 milyar yil once fotosentetik mavi-yesil
algler ortaya cikmiglardir ve atmosferik O, konsantrasyonunu 800 milyon yil &nce
ylkseltmeye baslamislardir. Yaklasik 540 milyon yil dnce ise atmosferik O, konsantrasyonu
giiniimiizdeki konsantrasyonuna ulagsmistir. Boylelikle aerob solunum metabolizmas1 gelismis
ve organizma kompleksligi artmistir (12).

Oksijen ilk &nce Isve¢ kimyact Karl W. Scheele tarafindan 1972°de kesfedilmistir.
Ingiliz kimyac1 Joseph Priestly 1974’de O,’nin fotosentez sonrasi olusabilecegini ortaya
koymustur. O,’nin ismi Yunanca asit iireten manasindadir ve Oy’nin asit ortamda olustugu
zannedilerek verilmistir. Lavoisier’den yaklasik 100 y1l sonra O, ’nin toksisitesi 1878’de Paul
Bert ve 1899’da J. Lorain Smith tarafindan deneysel olarak hiperbarik O, calismalarinda
kanitlanmistir (12, 61). Sonralar1 O,’nin santral sinir sistemindeki toksisitesi Bert etkisi ve
akcigerlerdeki toksisitesi Lorain Smith etkisi veya Smith etkisi olarak anilmistir (12). Rebecca

Gerschman ROP’un varligi 1954’de gostermis (62). 1956’da ise Denham Harman bu
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radikallerin sadece in-vivo olugmadiklarini ayn1 zamanda organizmaya zarar verdiklerini de
gostermistir. Teoriye en Onemli katkiyr ise Joe McCord ve Irwin Fridowich’in siiperoksit
dismutaz1 (SOD) kesfetmeleri yapmistir. Hemen ayni zamanda H,O, mitokondrial aerobik
solunum esnasinda tiretildigi gdsterilmis, suyun radyolizi sonucu OH™" olustugu saptanmis ve
paramanyetik rezonans spektroskopi ile bu radikalin canli organizmalarda bulundugu
kanitlanmustir (12, 63-66).

Hipoksi ve reoksijenizasyon; aralarinda sok, miyokard infarktiisli, pulmoner 6dem,
Diabetes Mellitus ve ABY ’nin bulundugu pek ¢ok klinik durumda 6nemli roller alirlar (12,
63, 67-70). Bununla birlikte ROP normal biyolojik aktivitenin siirdiiriilmesinde de rol alirlar
(12, 71). Bundan dolay1 aerobik yasam iki ucu keskin kili¢ olarak adlandirilmistir (12).

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bolgede ciftler halinde bulunurlar
(72). Ciftler halinde bulunmalarinin nedeni elektronlarin ¢ekirdek etrafinda donmelerinin
yaninda kendi eksenleri etraflarinda donmeleri ve stabilite i¢in zit yonde donen bir baska
elektrona ihtiya¢ duymalaridir (73). Atomlarin en dis yoriingelerinde donen elektronlarinin
kendilerine zit yonde donen bagka elektronlar1 bulundurmalar1 halinde kararli kabul edilirler
(73). Reaktif oksijen radikalleri (ROR) dis orbitalinde c¢iftlenmemis elektron tagiyan
molekiillerdir (12, 66, 72). Baska molekiillerle ¢ok kolay elektron aligverisine giren bu
molekiillere oksidan molekiiller veya ROP denir (72, 74). Serbest elektron mevcudiyeti
molekiile daha fazla reaktivite 6zelligi kazandirir (71, 73). Serbest radikallerin ifadesi icin
genel kabul goren isaretleme molekiiliin sag tist kosesine konulan tek noktadir (73) (Tablo 1).

Hidrojen peroksit membranlardan kolayca gegen ve bazi fizyolojik rollere sahip bir
molekiildiir, fakat ¢iftlenmemis elektrona sahip olmadigindan radikal olarak adlandirilamaz.
Bu nedenle ROP tanimi hem O, gibi ROR’u hem de H,O, gibi radikal olmayan reaktif
molekiilleri kapsamak i¢in tliretilmistir (12, 66, 72, 75-77). Organizmada pek cok tiirde ROP
mevcuttur (Tablo 1).

Serbest oksijen radikallerinin olusumunun temeli O;’ye dayanir (12, 66, 73). Aerobik
yasam icin mutlak gerekli olan O, bir oksidan ajandir. Normal kosullarda O,’nin ¢ogu
sitokrom sistemi gibi hiire i¢i sistemler i¢inde tetravalan rediiksiyona ugrar. Bununla beraber
% 1-2 oraninda bu yoldan sizan oksijenin biyolojik yapilarda univalan rediiksiyonu sonucu
ROR denen reaktif {iriinler agiga ¢ikar (Tablo 1) (12, 76). O, orbitalinde ¢iftlenmemis bir adet
elektron tastyorsa O, " olarak adlandirilir. 1AgO; ise yapisinda iki adet ¢iftlenmemis elektron

barindirir (72, 78).



Tablo 1. Reaktif oksijen partikiilleri

1- Radikaller:
Stiperoksit Radikali (O,™")
Protonlanmis Siiperoksit Radikali (HO,™")
Hidroksil Radikali (OH™)
Alkoksil Radikali (LO™)
Organik (lipid, alkil veya kisa zincir) Hidroperoksil Radikali (ROO™)
Peroksi Nitroz Asit (ONOOH)
Karbonat Radikali (CO3™)

2- Radikal Olmayanlar:
Hidrojen Peroksit (H20O5)
Organik (lipid, alkil veya kisa zincir) Hidroperoksit (ROOH)
Hipoklorik Asit (HOCI)
Peroksinitrit (ONOQO")

3- Singlet Oksijen (1Ag0O,)

Siipeoksit Radikali

Molekiiler oksijenin bir elektron rediiksiyonu ile O, olusur (HO,™™ / O, "; pKa=
4,88). Normal fizyolojik kosullar ve pH 7,0’da O,/ O, “nun rediiksiyon potansiyeli -
160mV’dur. Bu diisiik potansiyel nedeniyle tek elektron tasiyicilar1 arasinda sayilan demir-
siilfiir demetleri, semikinolonlar ve sitokromlar; O, " olusumunun en ideal katalizorleridir.
O, pH bagimli olacak sekilde pH 7,0°da spontan dismutasyon ile H,O,’e hizlica doniisiir.
SOD’un bulunmasindan sonra O, " gibi bu kadar hizli doniisiim reaksiyonuna ugrayan bir
molekiil i¢in neden bir antioksidan mekanizmaya gerek oldugu soru isaretlerine neden
olmustur. Fakat SOD nakavt farelerde yapilan deneylerde O, ’in pikomolar diizeylerde bile
toksik oldugu saptanmis ve bu nedenle SOD’un hiicre i¢in gerekliligi kanitlanmistir (12, 78).

Stiperoksit radikali hem rediiksiyon hem de oksidasyon reaksiyonlarina katilir.
Rediiksiyon reaksiyonlarina temel olarak ferri-sitokromlarin ferro formlarma doniistiiriilmesi
gosterilebilir. Oksidan olarak 6zellikle HO,™" etkindir ve diisiik potansiyelli demir-siilfiir
demetlerinin oksidasyonu, tiol ve ketollerin oksidasyonunda rol alir (12).

Reaktivitesi ¢ok yiiksek olan O, " membranlardan gecerken membranin lipid yapist ile

reaksiyona girer. Dolayisiyla O, ", HO, * formunda lipid peroksidasyonunu baglatir (12).
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Stiperoksitin rol aldig1 bir iiglincii reaksiyon serbest radikal olarak diger serbest
radikallerle diflizyon limitli (¢ok hizli) ve aktivasyon enerji bariyeri gerektirmeyen bir
reaksiyonla etkilesime girmesidir. Bu reaksiyona en Onemli 6rnek NO ile reaksiyonu
sonucunda bilinen en potent RNP’lerden olan peroksinitrit (ONOQ~) ve Peroksi nitroz asit
olusturmasidir (12).

Stiperoksit radikali ayrica kisa zincir sekerlerin  oksidasyonu, toksik a-f8
dikarbonillerin olusumu ve tirozin peroksit olusumuna neden olur. Ayrica Hb ve miyoglobin
gibi diigiik potansiyel hem proteinlerinin oksidasyonu ve bu proteinlerin met formlarinin

olusuturarak toksik etki gosterir (12).

Hidrojen Peroksit

Stiperoksitin dismutasyon ve oksidasyon reaksiyonlari sonucunda H,O, olusur.
O, ’den daha fazla okside olan H,O, pikomolar miktarlarda dahi hiicre i¢in toksik olan
O, “’e gore daha az toksiktir ve dokular i¢in mikromolar miktarlar1 dahi tolere edilebilir. H,O,
potent bir okside edici ajan olmasina ragmen her zaman hizli oksidasyona neden olmaz. H,O,,
0, e gore membranlardan daha iyi diffiize olur. Ciinkii goreceli daha az reaktiftir. H,O,
yavas bir iki elektron okside edicidir. Fakat hem veya metal katalizor varliginda ¢ok hizli bir
oksidan olarak davranabilir. Ozellikle yavas potansiyelli sisteinler H;O, nin temel hedeflerini
olusturur. H,O, tarafindan indiiklenmis tiol oksidasyonu hiicre i¢in zararhdir. Ayrica bazi

enzimlerin rediiksiyon reaksiyonuna da katilir (12, 66).

Hidroksil Radikali

Tek elektron rediiksiyonu ile H,O,’nin oksidasyon giicii artar ve kimya biliminde
bilinen en giiclii oksidanlardan biri olan OH™" radikali olusur. OH™" radikalinin olusumu i¢in
iki adet yol tanimlanmigtir; ‘Fenton’ ve ‘Haber-Weiss’ reaksiyonlar1 (12, 66, 78, 79).

Serbest tranzisyon metallerinin (Fe, Cu, Mn) varliginda, H,O,’den OH™" olusumu
gerceklesebilir. Bu reaksiyona ‘Fenton’ reaksiyonu denir:

Fe”? + H,0, — OH™ +OH™ +Fe"”

Stiperoksit radikali de H,O,’e doniismeden tranzisyon metallerinin varliginda ‘Haber-
Weiss’ reaksiyonu adi verilen bir yolla OH™™ olusumuna neden olabilir:

O, " + Fe™ — Fe? + O, (1. Basamak)

Fe? + H,O, - OH™ +OH + Fe" (2. Basamak)
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Her iki reaksiyon alt alta yazildiginda bulunan net reaksiyon:

0, "+ H,0, - OH"+ HO™ + O, (Net Reaksiyon)

Hidroksil radikali difiizyon limitli bir sekilde neredeyse hiicre icerisindeki her seyle
etkilesime girebilir. OH™" radikali ¢ok toksiktir ve difiizyon mesafesi ¢ok kisadir. Bu kadar
toksik olmasina ragmen organizmada O, " ve H,O; i¢in detoksifiye edici enzim sistemleri
olmasia ragmen OH™ i¢in mevcut degildir. Biyolojik sistemler OH™ toksisitesini ‘Fenton’

reaksiyonunda gorevli metal iyonlarini siki bir sekilde kontrol altinda tutarak engellerler (12).

Nitrik Oksit

Nitrik oksitin memeli hiicrelerindeki varliginin gosterilmesi ile serbest oksijen
radikalleri yeni bir boyut kazanmistir. NO gaz fazinda bir serbest radikaldir. Kardiyovaskiiler
sistem, bagisiklilik sistemi ve sinir sistemi gibi temel organ ve sistemlerde hiicreler arasi
mesajct olarak gorev alir. NO, NO sentetazlar adi verilen bir aile tarafindan sentezlenir.
Diisiik molekiil agirligi ve hidrofobik 6zellikleri nedeniyle NO hiicre membranindan kolayca
difiizyona ugrar ve sentez edildigi bolgenin hemen etrafinda gorevini yerine getirir. Bu
ozellikleri nedeniyle beyinde sinapsise gerek duymaksizin ndronlar arasinda etkilesimin
saglanmasinda gorev alir. Sinyalizasyonda NO tarafindan aktive olarak siklik guanilat mono
fosfat haline doniisen guanilat siklaz temel hedeftir.

Nitrik oksitin kesfi ile yeni radikaller de bulunmustur. Ortamda yiiksek oranda O, nin
varliginda oto-oksidasyon sonucu nitratlama 6zelligi olan NO, ve N»>Oj3 olusur. NO’nun Oy~
ile difiizyon kontrollii reaksiyonu sonucunda ONOO™ olusur. Siiperoksit radikalinin NO ile
ONOO™ olusturmasinin O, i SOD dismutasyonundan korudugu diisiiniilmekteydi fakat
yapilan yeni caligmalarla bu reaksiyon ile bilinen en potent RNP’lerden olan ONOO™’in
olusumunun gerceklestigi saptanmistir. NO’nun direk etkisi proteinlerin hem gruplarina
baglanmalar1 ile olurken indirek etkileri O, " ile reaksiyona girmesi sonucu olusur. Bu
reaksiyon sonrasi olusan partikiillere RNP’ler denir. RNP’e bagli DNA bazlarinin, lipidlerin
ve proteinlerin nitrasyonu gelisebilmesi nedeniyle ‘nitrozatif stres’ ve ‘nitrooksidatif stres’
terimleri kullanilmaktadir (66).

Hiicresel yolaklarda NO’nun yaptig1 etkilerin yaninda RNP’ler de 6nemli patolojilere
neden olmaktadir. ONOO™ veya NO, tarafindan gergeklestirilen sitokrom C’nin nitrasyonu
sonucunda protein kuvvetli bir peroksidasyon kabiliyeti kazanir ve mitokondri i¢

membraninda bulunan kardiolipinin oksidasyonuna yol agar. Buna bagh sitokrom C hiicre
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sitozolline gegerek prokaspaz-9’u uyarir ve programlanmig hiicre dliimii gergeklesir. Bunun
gibi fibrinojenin nitrasyonu piht1 olusumuna neden olur. Bunun yaninda nitratlanmaya bagl
proteinlerde ozellik kaybi da izlenebilir. Mitokondrial matrikste bulunan SOD’un

nitratlanmasi sonucu fonksiyon kayb1 buna bir 6rnektir (66).

SERBEST RADIKALLERIN KAYNAKLARI

Organizmada ROP’nin kaynaklar1 olduk¢a yaygindir. Organizmada ROP’ler i¢in pek
cok kaynak vardir. Bu kaynaklar arasinda dikkate deger olanlar; mitokondrial elektron
transport zinciri, peroksizomal yag asit metabolizmasi, sitokrom P-450 reaksiyonlar1 ve

fagositik hiicrelerde gergeklesen oldiirme olayidir (71, 72, 77, 78).

Mitokondrial Elektron Transfer Zinciri

Normal hiicresel metabolizma esnasinda gerceklesen oksidatif fosforilasyonda
Adenozin difosfatdan ATP elde edilmesi i¢in elektronlarin mitokondrial elektron transport
zincirinde transferi gerekmektedir (77). Normal mitokondrial solunum zincirinde O;’nin
H,O’a dontigiimii dort adet elektronun (tetravalan) rediiksiyonunun gerektirir. Elektronlar
NADH veya siiksinat tarafindan sirastyla kompleks I ve komplex II’e verilir. Kompleks I
(NADH dehidrogenaz) ve kompleks II (siiksinat dehidrogenaz) tarafindan saglanan
elektronlart alan Ubikuinon (Koenzim Q veya UQ olarak da bilinir.) iki adet tekli elektron
rediiksiyonuna ugrayarak ubisemikuinona ve ubikuinole doniiserek elektronlarini sirasiyla
kompleks III (UQ, sitokrom ¢ rediiktaz), kompleks IV (sitokrom ¢ oksidaz) ve nihayetinde
O;’e aktarir (66, 77). Solunum zincirinin terminal proton pompasinin son asamasinda O,
sitokrom oksidaz enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile elektron alir. Dolayisiyla O, nin
tam rediiksiyonuyla ROR olusmaz. Tam rediiksiyonun tersine tam olmayan rediiksiyon, bu
durum onceden de ifade edildigi gibi % 1-2 oraninda gozlenir, serbest radikal olusumuna
neden olur (12, 66, 71).

Oksijene tek bir adet elektron transferi ile O, " anyonu olusurken iki adet elektron
transferi sonucunda H,O, olusur. Aslen H,O, gercek bir serbest radikal olmamasina ragmen
OH™ olusumuna yol agtigindan 6nemli bir oksidandir. O, “’in spontan dismutasyonu ile
H,0; olusur. OH *’nin olusumu tranzisyon metallerinin varligina bagimlidir. H,O, tranzisyon
metallerinin varliginda O, " ile etkilesime girmesi sonucu OH™" olusur (71, 72, 77, 78, 80).

Oksijen radikallerinin kimyasal olusumlar1 Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2. Oksijen radikallerinin kimyasal olusumlar:

O,+e 2 0O,

0"+ O,"+2H = H0,+ O, ( Siiperoksitin dismutasyonu )

0, +2e +2H 2> H,0,

O, "+ H,O,+H -> O, + H,O + OH"

O, +4e +4H > 2 H,0

0,: Molekiiler Oksijen; € : elektron; 0, Siiperoksit radikali; H,O,: Hidrojen peroksit; OH : Hidroksil
radikali; H,O: Su.

Peroksizomal Yag Asit Metabolizmasi

Reaktif oksijen partikiilleri i¢in ikinci kaynak serbest yag asitlerinin peroksizomal -
oksidasyonudur. Peroksizomal [-oksidasyon sonucu olusan temel oksidan H,O;’dir.
Peroksizomlarin yiiksek miktarda katalaz enzimi i¢ermeleri nedeniyle normal kosullarda H,O,
sizintisinin  sitozolik oksidatif strese neden olup olmayacagi bilinmemektedir. Yine de
peroksizomal proliferasyonuna neden olan bazi mutajen olmayan karsinogenler
tanimlanmistir ve bunlara bagli hepatoseliiler peroksizomlarda artis sonucu rodentlerde
karaciger kanserinde artis ve normal kosullarda belirgin sitozolik oksidatif stres
tanimlannustir.  Ilging olarak parsiyel hepatektomi sonrast gelisen hizli hiicre
proliferasyonunda hiicrelerin katalaz (KAT) boyanmadigi izlenmistir ve bu hizli proliferasyon

fazinda peroksizomlardan oksidan sizintisinin degismis oldugu saptanmistir (77).

Sitokrom P-450 Reaksiyonlar:

Mikrozomal sitokrom P-450 enzimleri, organizma tarafindan sentezlenmeyen ve
genelde bitki kokenli olan kimyasallarin tekli oksidasyon veya rediiksiyon yontemleri ile
metabolize edildikleri sistemlerdir. Her ne kadar bu reaksiyonlar NADPH ve bir organik
substrat igerseler de bazi sitokrom P-450 izoenzimleri O,’1 O, e okside eder ve boylelikle
oksidatif strese neden olurlar (77).

Sitokrom P-450 igin alternatif bir yol da redoks doniisiim reaksiyonudur. Bu yolda
substrat sitokrom P-450’den bir adet elektron alir ve bunu O,’e devreder. Sonucta spontan
olarak substrat olusurken beraberinde O, " olusumuna ve oksidatif strese neden olur. Normal
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kosullarda sitokrom P-450 enzim sistemine bagli olarak ne diizeyde oksidatif stres olustugu
bilinmemektedir. Oksidatif stres organizmanin detoksifikasyon i¢in 6dedigi bedel olarak

kabul edilmistir (77).

Fagositik Hiicrelerde Ger¢eklesen Oldiirme Olay1

Monosit, nétrofil, eozinofil ve makrofajlar normal islevleri sirasinda O, aci8a
cikarirlar. Fagositoz enerji gerektiren bir olaydir ve sayisiz intraseliiler olay: stimiile eder.
Bakterisidal etkinin gdzlenmesi i¢in de enerji gereksinimi dogacagindan dolay1 oksidatif stres
icin ilk kaynak yine mitokondrial elektron transfer zincirinde meydana gelen kacaklardir.
Hegzos monofosfat yolunda da NADPH oksidazin hizli aktivasyonu sonucunda ROP olusur
(80). Daha sonra O, " dismutasyon reaksiyonu ile (Tablo 2) H,O,’e doniisiir ve bakterisidal

olarak etkin olacag: iki yoldan birisinde kullanilir:

Hidrojen peroksit-miyeloperoksidaz-halid oldiirme sistemi (miyeloperoksidaz
bagimh oldiirme sistemi)

Fagolizozom igerisinde olusan H,O, bakterilerin etkili sekilde dldiirtilmeleri i¢in yeterli
degildir. Notrofillerin aktive olmus komplemanla aktivasyonu bir respiratuar patlama
enzimini uyarir. Bu durumla nétrofillerin oksijen tiikketimi 80 kat artar. O;’nin kisa Omiirlii
olmasi nedeniyle nétrofiller daha uzun émiirlii toksik oksijen iirlinlerine ihtiya¢ duyarlar (81).
Notrofillerin azurofilik graniilleri i¢erisinde bulunan myeloperoksidaz enzimi, klor iyonu gibi
bir halid varliginda H,O,’1 daha uzun 6miirlii hipokloroz aside doniistiiriir. Hipokloroz asit
gliclii bir antioksidan ve antimikrobiyal ajandir. H,O,’in biiyiik bir cogunlugu zamanla KAT
tarafindan H20 ve O;’e pargalanir. Bir kism1 da glutatyon peroksidaz (GPx) etkisiyle yikilir
(77, 80).

Miyeloperoksidazdan bagimsiz 6ldiirme sistemi

Lokositlerdeki en etkin bakterisidal sistem miyeloperoksidaz bagimli 6ldiirme
sistemidir. Bununla birlikte miyeloperoksidazdan yoksun lokositler de bakterileri 6ldiirme
sistemine sahiptir. O, gerektiren bu sistemde oksidatif metabolizma sirasinda olusan O, " ve
OH™ etkilidir. Makrofajlar bakterileri yeterli miktarda H,O, ve/veya OH™" agiga cikararak
Oldiirebilirler (80).
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SERBEST RADIKALLERE BAGLI HASAR MEKANIZMALARI

Biyolojik makromolekiillerin ii¢ temel sinifi olan lipidler, niikleik asitler ve proteinler
serbest oksijen radikal atagina maruz kalirlar. Eger nétralize edilmezlerse ROP’ler ¢oklu-
doymamis membran lipidlerinde oksitlenmis ¢ift baglar olusturabilir, mitokondrial ve niikleer
DNA ile etkilesime girebilir, protein oksidasyonuna neden olabilirler. Bu nedenle

metabolizmanin karanlik yiizii olarak adlandirilmislardir (66) (Tablo 3).

Tablo 3. Artmis reaktif oksijen partikiillerinin zararlar:

Hiicre Organalleri ve membranlarin lipid ve protein yapisinin bozulmasi

Hiicre i¢i yararli enzimlerin etkisizlestirilmesi

Deoksiribo niikleik asitin tahrip edilmesi

Mitokondrideki aerobik solunumun bozulmasi

Litik enzimlerin ( Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz) aktive edilmesi
Hiicrenin potasyum kaybinin arttirilmasi

Trombosit agregasyonunun arttirilmast

Dokulara fagosit toplanmasinin kolaylastiriimasi

Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerinin, savunma enzimlerinin ve transmitterlerin

yikilmasi

Membran Lipidlerine Etkisi, Lipid Peroksidasyonu ve Malonil Dialdehit

Antioksidanlarin biyolojik molekiiller {izerine yaptiklar1 hasar ilk once lipidler
tizerinde yapilan gida miihendisligi ¢calismalariyla gosterilmistir (77, 82). Gida miihendisleri
besinlerin bozulmasinda lipidlerin peroksidatif zincir reaksiyonlarinin rol aldigim
gostermisler ve bunu ‘otooksidasyon’ olarak tanimlamislardir (77). Lipid peroksidasyonunun
biyolojik etkileri 6zellikle ¢oklu-doymamis yag asitlerinin bulundugu hiicre membraninda ve
lizozom, mitokondri gibi organellerde goriiliir. Lipid peroksidasyonu ROP’lerin poliansatiire
yag asitlerinin metilenik karbonlarmndan H' ¢ikarmak icin yaptiklari atakla baslar. Bu
reaksiyonu ilk baslatan ROP siklikla HO, "’dir (12). Hin zincirden ¢ikarilmasi, karbon
atomu tlizerinde eslesmemis bir atom biraktiginda, karbon merkezli bir radikal olusumuna
neden olur. Bu radikal siklikla dien sekline gevrilir. Ve sonra O, ile reaksiyona girerek LOO™
olugsur. Bu LOO™ bir bagka LOO™ ile birlesebilir veya membran proteinleri ile etkilesebilir.

Burada 6nemli olan, LOO™’nin membrandaki komsu yan zincirden H' ¢ikararak peroksidatif

16




zincir reaksiyonunu yayabilmeleridir (81). Bir LOO™ yanindaki ¢ift bagli doymamis lipidden
H"unun bir hidroperoksit ve alkali radikali olusturacak sekilde agiga ¢ikarir. Bir lipitte ¢ift
bag sayist ne kadar fazla ise, diger bir deyisle doymamisligin derecesi ne kadar fazla ise,
peroksidasyon reaksiyonunun derecesi de o derecede fazla olur (12). LOO™, O, ile birleserek
ROOH olusturarak yeni bir oksidasyon siklusu baslatir (77). Lipid peroksidasyonu sonucu
membran akiskanliginda azalma ve iyonik permeabilitede artis ilk gozlenen etkilerdir. Yeterli
seviyede lipid peroksidasyonu membran bariyer bozuklugu, hiicre lizisi ve hiicre 6liimiine
neden olabilir (12).

Organizmada Lipid Peroksidasyonu ii¢ asamada gerceklesir:

Baslangic asamasi serbest radikal olusturacak sekilde enerji aktarimi ile baglar.

RH+ X -2 R+ XH

Lipidlerde ¢oklu-doymamis yag asitleri oksidasyona oldukca duyarlidir ve reaksiyon
sonucu yag asidi radikali olusur. Baslangi¢c fazindan sonra uygun kosullar olursa serbest
radikalin tetikleyici rolii sonucu farkli radikal {iriinleri ortaya ¢ikar.

[lerleme safhasinda; baslangic asamasinin iiriinii olan yag asidi radikaline (R") O, nin
eklenmesi ile ROO" olusur. Ilerleme fazinda lipid ROO*’den ROOH ve diger radikal iiriinleri
olusur. Lipid hidroperoksitler genellikle demir ve bakir gibi metallerin varliginda unstabil
olup LO" ve ROO™’a doniisiir (35).

R"+ 0, 2> ROO™

ROO™ + RH - ROOH + R*

Hidroksil radikali, ROO® ve LO™’nin ¢ogu coklu-doymamig yag asitlerinin direk
oksidasyonuna neden olabilir. Lipid hidroperoksitlerin yikimi sonucunda lipid
peroksidasyonunu ilerleten radikaller ve biyolojik olarak aktif olan aldehitler gibi radikal
olmayan tiriinler olusur.

ROOH + Fe &> RO" + OH~

ROOH + Fe > ROO" + H

Sonlanma asamasinda O, ’nin lipid hidroperoksitlerle reaksiyonlar1 sonucunda yeni
radikal reaksiyonlar1 baglayabilir.

ROO" + ROO" & ROOR + Oy’

R"+R" 2> RR

LOOH + 0, 2 LO+ O, + OH’
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Bu reaksiyonla ROOH olustuklar1 yerden uzak bolgelerde hasara sebep olabilirler
(81). Bu reaksiyonlar sonucunda olusan hidroperoksitler, aldehitler ve epoksitler gibi lipid
peroksidasyon irilinleri ve direk olarak serbest radikaller protein, enzim ve DNA ile
reaksiyona girip onlar1 inaktive ederler (78).

Lipid peroksitler bir dizi reaksiyon sonrasinda aralarinda reaktif aldehitler, alkanlar,
isoprostanlar ve isoketallerin bulundugu molekiillere doniisiirler. Malonil dialdehit (MDA) {i¢
karbonlu bir dialdehittir. En Onemli oOnciilleri bes iiyeli hidroperoksi epidioksitler
(endoperoksitler) ve 1,3 dihidroperoksillerdir. MDA 6l¢timii i¢in kullanilan tiobiitiirik asit
reaksiyon kolaylig1 ve duyarliligi nedeniyle en ¢ok kullanilan ve en eski yontemdir. Bu
yontem ¢oklu-doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan aldehitlerin son {iriini
olan tiobiitiirik asitin varligim1 dlger. Fakat sonradan anlasilmistir ki sert izolasyon ydntemi
nedeniyle in vivo lipid peroksidasyonun gosterilmesinde >% 90 sinyal yanlis pozitiflik olarak
belirir. Son dekatta bu yontemin yerine gaz kromotografinin de kullanildig1 pek ¢ok yeni
yontemle yanlis pozitifligin 6niine gegilmistir (12, 78).

Reaktif Oksijen Partikiillerinin Proteinler Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen partikiillerinin proteinler {izerine olan etkileri daha az calisilmistir
(77). ROP atag1 sonucunda proteinlerde olusan yapisal degisiklikler iice ayrilir; 1-
aminoasitlerin modifikasyonu, 2- Proteinlerin fragmantasyonu, 3- Proteinlerin agregasyonu
veya ¢apraz baglanmalar. Radikaller membran proteinleri ile de reaksiyona girebilir ve enzim,
ndrotransmitter ve reseptdr proteinlerinin fonksiyonlarini bozarlar (81). En iyi bilinen protein
oksidasyon tipleri trozinin nitrasyonu, metiyoninin siilfoksidasyonu ve aminoasit rezidiilerinin
karbonilasyonudur (12, 66).

Nitrik oksitin O,™" ile reaksiyonu sonrasi olusan ONOQ, tirozini nitrotirozine
doniistiiriir. Tirozinin hidroksil grubu bazi enzimlerde ve hiicre sinyalizasyon molekiillerinde
(tirozin fosforilasyonu) ¢ok oOnemlidir. Escherichia coli’deki glutamin sentetazin tirozin
rezidiilerinin ikisinden birisinin nitrasyonu sonucu enzim aktivitesinin kayboldugu
gosterilmigtir. ROP’lere bagli inaktive olan enzimler arasinda ayrica akonitaz (O, " tarafindan
geri-doniigiimlii), riboniikleotid rediiktaz (O, " tarafindan irreversible), gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) (H,O, tarafindan irreversible) ve karbonik anhidraz sayilabilir (12,
66).

Aromatik aminoasitlerde (Fenilalanin, tirozin, triptofan) doymamis yapilar

bulundugundan oksidatif ataklara ¢ok hassastirlar. Siilfiirlii aminoasitler olan metyonin,
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sistein ve sistin de serbest radikal hasarina hassas aminoasitlerdendir (81). Bu aminoasitlerin
oksidasyonu H,0O,, O,™", ONOO™ ve hatta O,’nin kendisi ile dahi olabilir (12). Bu kolay
oksitlenebilme Ozellikleri nedeniyle bu proteinlerin oksidatif modifikasyonu organizmada
tamir edilebilen tek protein modifikasyonudur (12). Siilfidril gruplarinin oksidasyonu,
disiilfidlerin rediiksiyonu, metal baglanma kisimlarina komsu bolgelerde metalin katalize
ettigi oksidasyon nedeniyle aminoasitlerin oksidasyonu, aldehidler araciligiyla reaksiyonlar
ROP’nin proteinler {izerine yaptig1 hasar mekanizmalarindandir (77).

Aminoasit rezidiilerinin karbonilasyonu ¢esitli yollarla gergeklesebilir. Bunlar histidin,
arginin, prolin, lizin ve treonin gibi baz1 spesifik aminoasitlerin metal katalizorler esliginde

oksidasyonu ve karbonil grubu igeren okside lipid veya sekerlerle karsilasma sonucudur (12).

Reaktif Oksijen Partikiillerinin Deoksiribo Niikleik Asit Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen partikiillerine bagli hasarin son asamasinda ATP deplesyonu ve DNA
hasar1 yer alir (71, 83). ROP’nin niikleik asitler lizerine yapti§1 hasar DNA omurgasinda
bulunan tekli-¢iftli baglarda kirilma, baz ve seker gruplarinin hasari ile diger molekiillerle
capraz baglanmay1 icerir. DNA peroksidasyonu iyonizan radyasyona bagli olusabilir.
Pirimidinler o6zellikle bu hasara hassastir. Pirimidinleri takiben sirasiyla piirinler ve
deoksiriboz gelir. DNA ¢ift sarmalinin ayrilmasi kromozomal delesyona veya aberan gen
ifadesine sebep olarak hiicre 6liimiine neden olabilir.

Serbest oksijen radikallerinin agir1 miktarda {iretimi, hiicre harabiyeti olusturabilir.
Bunlardan H,0,, hizla ¢evre hiicrelere gecerek hem glikolitik hem de oksidatif fosforilasyon
yollarim1 etkilerken ATP sentezinin inhibisyonuna neden olmaktadir. Glikolitik yolda
H,0,’nin, GADPH iizerine etkisi ve indirek olarak da GADPH’1n kofaktorii olan nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD) konsantrasyonunda azalma olusturmasi sonucu ATP sentezi
bozulmaktadir. H,O, bu son etkisinin DNA onariminda rol oynayan poliadenozin difosfat
riboz polimeraz enziminin aktivasyonu sonucu gelistigi bildirilmektedir. Aktiflesen ADP-
riboz-polimeraz enzimi substrati olan NAD’1 bol miktarda kullanarak konsantrasyonunu
azaltir. NAD konsantrasyonunda azalma, pH azalmasi ile birlesince glikolitik yolun
inhibisyonuna neden olur. H,O, diisiik konsantrasyonlarinda bile (20-80 /JM) bir¢ok hiicrede
DNA harabiyeti gelisir, bunun sonucunda bir ge¢is metalinin de varlig ile OH™" agi8a ¢ikar.
DNA’da gelisen bu harabiyet malign transformasyonlara da yol acabilir. DNA harabiyetinden

sadece H,O, degil ama O, ve OH" de sorumludur. Ayrica bu metabolitlerin hiicre
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membraninda baslattiklar1 lipid peroksidasyon firiinleri de yine DNA harabiyetine yol
acabilmektedir. Lipid peroksidasyon iiriinlerinden MDA, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile de
reaksiyona girebilir, amino gruplar1 arasinda ¢apraz baglanmalara yol acabilir. Oksidanlara
maruz kalan hiicrelerde ¢ok kisa zaman birimi i¢cinde DNA harabiyetinin gelistigi ileri
stiriilmektedir (12).

Deoksiribo niikleik asit mokeliillerinin niikleusta bulunmasi ve siki heliks yap ile
diizenlenmis olmalar1 nedeniyle serbest oksijen radikalleri ile temaslari daha azdir. Ayrica
DNA, histon ad1 verilen proteinlerle korunur ve hasar olusumu halinde tamir edici enzim

sistemlerine de sahiptir (81).

SERBEST RADIKALLERE KARSI SAVUNMA DUZENEKLERI
Organizma oksidan strese karsi etkileyici bir antioksidan enzim sistemi ve genelde
sebze ve meyvelerden saglanan kiiciik antioksidan molekiillerle karsi koyar (Tablo 4). Bunlar;

1- Siiperoksit radikalinin H,O;’e yikilmasindan sorumlu SOD, O, i su ve H,0,’e yikan
KAT ile glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik yikicilar

2- Vitamin C, lirat ve glutatyon (GSH) gibi hidrofilik radikal yikicilar

3- Tokoferoller, flavanoidler, keratonoidler ve ubikuinol gibi lipofilik radikal yikicilar

4- Kiiciik molekiiler okside antioksidanlarin rediiksiyonunda (GSH rediiktaz,
dehidroaskorbat rediiktaz) veya protein tiollerin yapisinin korunmasinda rol alan
enzimler (tioredoksin rediiktaz) ve

5- Rediiksiyon yapimini kolaylastirict ¢evre olusturan hiicresel mekanizmalari

(NADPH’1 tekrar olusturan glikoz 3-fosfat dehidrogenaz) igerir (12, 72, 77, 78, 81).

Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz antioksidan enzimler arasinda en bilineni ve ilk kesfedilenidir.
Escherichia coli, mantar, sinek ve farelerde yapilan nakavt deneyleri SOD’un organizma i¢in
gerekliligini kanitlamistir. Ug gesit izoenzimi bulunan SOD’yi ii¢ farkli gen kodlar. Sod1 geni
bakir-kursun SOD’yi kodlar. Bakir-¢cinko SOD (Cu-ZnSOD) sitoplazma ve mitokondrial
membranlar arasi boslukta yer alir. S0d2 mitokondrial matrikste yer alan Mangenez SOD’u
(MnSOD) kodlar. Son olarak Sod3 ekstraseliiler mesafede bulunan ve hiicre tarafindan

sekresyona ugrayan bir bagka bakir-¢inko SOD’yi (Cu-ZnSOD) kodlar.
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Stiperoksit dismutazin mekanizmasi asagidaki gibi 6zetlenebilir.
O, +SOD-M - 0, +SOD-M"
O,” +2H"+ SOD-M™ 2 H,0, + SOD-M

Stiperoksitin spontan dekompozisyonu pH bagimlidir ve asagidaki gibi yazilabilir:

O + 0y +2H" > H,0, + O,

Stiperoksit dismutaz O, ’nin dismutasyon reaksiyonunu 1000 kattan daha fazla
hizlandirir ve O,™" konsantrasyonundan bagimsiz bir hale getirerek reaksiyonu ikinci derece
reaksiyon statiisiinden birinci derece reaksiyon statlisiine yikseltir. Bu O, ’in diisiik
konsantrasyonlarda SOD ile dismutasyonunun spontan dismutasyonunundan daha hizl
olmasmna neden olur. Reaksiyonun yonli degisemediginden ¢ok disiik Oy
konsantrasyonlarinda SOD rediiksiyon islemini gerceklestiremeyebilir.

Stiperoksit dismutaz (en iyi Cu-ZnSOD ile dokiimante edilmistir.) O, ’nin
dismutasyonunu katalize etmenin yaninda H,O, bagimli bir sekilde yliksek oranda oksidasyon
kabiliyetine sahip OH™" ve karbonat radikalinin olustugu ‘peroksidaz reaksiyonu’ isimli
radikal olusum yan reaksiyonuna da yol acabilir. Buna ek olarak ONOO™’i yiiksek
reaktiviteye sahip NO," radikaline doniistiirebilir. Son olarak bakir ¢inko SOD (Cu-ZnSOD)

sistein ve glutatyon i¢indeki tiollerin oksijen bagimli oksidasyonunu katalize eder (12).

Katalaz, Glutatyon Peroksidaz ve Peroksiredoksinler

Hidrojen peroksit detoksifikasyon sisteminde pek c¢ok enzim rol alir. Bunlar bir
selanoenzim olan GPx, KAT ve peroksiredoksinleri igerir (12, 72). Klasik bilgilerimize gore
GPx ve KAT hiicresel H,O,’nin temel siipiiriiciileri olarak bilinmekteydi. Fakat mantar, fare
ve insanlarda yapilan genetik bazli ¢aligmalar KAT yoklugunda oksidatif stresin yikici
herhangi bir etkisi izlenmemis hatta akatalazemili hastalarda hi¢cbir major patolojiye
rastlanmamistir. Fakat KAT egzojen eklenen H,O, icin ¢ok dnemli roller listlenmektedir.
KAT gibi GPx da ¢ok hizli etki eden H,O; siipiiriicii olsa da yoklugunda herhangi bir patoloji
izlenmemistir. Hatta Drosophila ve bir rat tiirii olan Heterocephalus glaber de GPx1’in eksik
oldugu saptanmistir. GPx1-eksik farelerde yapilan calismalar da GPx’in egzojen ROP
olusumunda 6nemli roller aldigini gostermistir. KAT ya da GPx eksikliginin endojen H,O,

tiretimine bagl oksidatif hasarda ¢ok az rol iistlenmelerinin nedeni peroksiredoksinler adi
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verilen bir bagka enzim simifinin endojen H,O;’i detoksifiye etmesinde etkin olmasina
baglanmistir (12, 72, 78). KAT ve GPx reaksiyonlari asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Katalaz enziminin katalizledigi reaksiyon: 2 H,0, 2 2H,0+ 0,

Glutatyon peroksidazin katalizledigi reaksiyon: ~ 2GSH + H,O, = GSSG + H,O

Peroksiredoksinler ilk ©Once mantarlarda tiol-spesifik antioksidan tsall olarak
tanimlanmig ve tlim canlilarda homolog olarak bulundugu saptanmistir. GPx ve KAT
knockout caligmalarda ciddi patolojilere rastlanilmamasina ragmen tsall nakavt ¢caligmalarda
aralarinda artmis oksidatif hasar, aerobik ortamda azalmis biiylime ve stabil fazda azalmis
canlilik gibi patolojilere rastlannustir. ilging olarak mutagenez ve genomik instabilitede 10 ile

20 kat kadar dramatik artis izlenmistir (12).

Tablo 4. Islevlerine gore antioksidanlar

Serbest Radikal Olusumunu Zincir Kiran Ajanlar
Engelleyenler 5 ]
Metal Baglayicilar Yagda eriyenler

i Alfa Tokoferol
Transferrin
Albiimin Ubikuinon

; Beta Karoten

Seruloplazmin

Siiperoksit Dismutaz Suda eriyenler

Katalaz C"}lutatyon
: Urat
Glutatyon Peroksidaz
Peroksiredoksinler Sistein
C vitamini
APOPTOZ
Tanim

Yagayan organizmalarda apoptoz ve nekroz olmak iizere iki temel Oliim sekli
tanimlanmigtir. Programli hiicre 6liimii anlamina gelen apoptoz hem hiicresel hemostazisin
devamlilg1 hem de hiicre cogalmasi ve farklilasmasinda ¢ok 6nemli olan hiicre eliminasyonu
icin gerekli fizyolojik bir islemdir. Apoptoz, nekrozdan tamamen farklidir. Nekrozda hiicre
membran biitiinliigii hiicre biiziismesi ve lizisine neden olacak sekilde ciddi hasara ugramstir.
Genelde nekrozis bir hiicre toplulugunda veya bir dokunun belli bir bolgesinde olurken
apoptoz genelde tek hiicre seviyesinde gerceklesir. Apoptoz, enerji gerektiren, aktif bir
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hiicresel olim seklidir. Apoptozun erken donemlerinde hiicre membraninin biitiinselligi
fagositozun Oniine gegecek sekilde korunur. Apoptoz cesitli uyaranlarca tetiklenebilir, bu
uyaranlar hiicre i¢i ve hiicre dis1 uyaranlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak;
reseptor aracili sinyaller, bliylime faktor eksiklikleri, anti-tiimor ilaglar, tiimor nekrozis faktor-
o, hiicre i¢i Ca™ diizeylerinde artis, glukokortikoidler, ROP’leri, UV 1s1k, radyasyon ve
infeksiyonlar sayilabilir (84).

Mitokondrinin apoptoz i¢in merkezi 6nemi genis kabul gormektedir. Uyaran ister
hiicre i¢i ister hiicre disi olsun sonugta mitokondriden sitokrom C serbestlenmesine etki
ederek apoptozun gelisimine neden olur. Apoptoz i¢cin mitokondrinin yaninda kaspazlar da
merkezi bir rol oynarlar. Kaspazlar, apoptoz icin gerekli olan bir grup sistein proteaz
enzimidir ve aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar. Kaynagina ya da 6liim uyarisina
bakilmaksizin apoptozise giden tiim hiicrelerde sistein proteaz aktivitesi mevcuttur. Hiicrede
inaktif olarak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. Kaspazlar,

apoptoziste hiicreyi parcalayan etkenler olarak bilinirler (84).

Apoptoz, Oksidatif Stres Tliskisi

Artimis oksidatif stres, hiicreleri ya nekroz ile ya da apoptoz ile 6liime siiriikler (84).
Mitokondri hem ROP’leri i¢in hem de apoptoz icin bir kaynak olarak kabul gérmektedir (84).
Mitokondri, hiicrenin redoks hal degisimlerine oldukca duyarlidir. Oksidatif stres altinda
mitokondrial fonksiyonlarin bozulmasinin, apoptoza neden oldugunu gostermistir. Ayrica
apoptoz modellerinde hiicrenin daha okside bir hal almasi ile artmig kaspaz aktivitesini
gosterilmistir. Bunun yaninda N-asetil sistein gibi bazi antioksidanlar ile apoptozun
azaldigimin gosterilmesi oksidatif stres ile apoptoz arasindaki iliskinin kanitlarindan bir
tanesidir (85).

Cok hiicreli canlilarin normal gelisimi ve homeostazisi i¢in gerekli dogal hiicre Sliimii
olan apoptozun asir1 yavaslamasi veya hizlanmasinin doku ve organlarda yapisal ve

fonksiyonel bozulmaya yol actig1 gosterilmistir (86).

Apoptoz, Akut Bobrek Yetmezligi iliskisi
Renal tubiiler hiicrelerin nekrozun yani sira apoptoz mekanizmasi ile de islevlerini
yitirdikleri hem deneysel bobrek yetmezligi modellerinde hem de insanda yapilan ATN

calismalariyla kanitlanmistir (87). Giiniimiizde in vivo ABY’e nekroz veya apoptozdan
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hangisinin daha fazla katkisinin bulundugu bilinmemektedir (87). Hiicre nekrozu
gelismesinde rol alan oksidatif stres artisinin kaspaz aktivasyonuna yol acarak apoptozu da
hizlandirabildigi; diyabetik nefropati, siklosporin nefropatisi, iiriner obstriiksiyon, iskemik ve
toksik ABY’de gozlenen apoptoz hizlanmasinin yapisal ve fonksiyonel bobrek hasari ile
iligkili oldugu bildirilmistir (84, 87-89). Homsi ve ark (90), gliserolle MABY olusturduklari
erkek Wistar-Honnover cinsi ratlarda, tubiiler apoptotik hiicrelerin sayisinin kaspaz
aktivasyonu ile iliskili olarak gliserol ugulamasinin ¢ok erken evresinden itibaren artmaya
basladigin1 géstermislerdir. Bununla beraber kaspaz inhibitorlerinin ve antioksidan tedavilerin
hizlanmig apoptozu yavaslatabildigi gosterilmistir (90). Ayrica Perz-Cruz ve ark, C
vitamini’nin hiicre kiiltiiriinde kaspaz § aktivasyonu inhibisyonu, monositlerde de Fas (CD95)

aktivasyonu inhibisyonu yolu ile hizlanmis apotozu yavaslattigini géstermislerdir (91, 92).

C VITAMINI (ASKORBIK ASIT)

C vitamini yapica, glukoza ve diger alti karbonlu monosakkaritlere benzeyen bir
ketolaktondur. insan, kobay ve diger primatlarda sentez edilemedigi halde incelenen diger
memeli tiirlerinde glukozdan baglayarak L-glukronik asit lizerinden sentez edilir.

Dokularda bir enzimin katalitik aracilig1r olmadan bile kolayca dehidroaskorbik aside
oksitlenir. Dehidro sekline donlismesi molekiill bagina iki hidrojen atomunun serbest
kalmasina neden olur. Bu 6zelligi nedeniyle askorbik asit indirgeyici nitelik gdsterir. Dehidro
askorbik asit ortamda iki H' almak suretiyle kolaylikla askorbik aside indirgenir. Bu kimyasal
ozelliklerinden dolay1 askorbik asit ve dehidroaskorbik asit viicut sivilarinda denge halinde
bulunurlar, birbirlerine kolayca déniisiirler ve boylece redoks niteligi gosteritler. iki sekilde
ayn1 derecede fizyolojik etkinlik gosterir (14).

C vitamini en fazla turunggillerde bulunur. Yesil yaprakl bitkiler, domates, kusburnu,
yesilbiber, lahana, c¢ilek, bogirtlen, kavun, karpuz, muz ve patateste de vardir. Portakal
suyunun mililitresinde 0,5 mg C vitamini bulunur. Hayvansal iiriinlerin C vitamini kaynagi
olarak 6nemi yoktur (14).

Vitaminler i¢cinde kimyaca en labil olan vitamin C vitaminidir. Ortamin asit olmas1 C
vitamininin dayanikliliini arttirir (14). C vitamini mide-bagirsak kanalindan doyurulabilir bir
transport olay1 ile kolayca absorbe edilir. Bir defada alinan miktar 1 gramin altinda ise
biyoyararlanimi tam veya tama yakindir. Alinan doz arttik¢a biyoyararlanim ters orantili

olarak azalir. Hiicrelerin i¢i dahil organizmada genis bir alana dagilir. Viicutta depolanir.
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Plazma konsantrasyonu 1 mg/dl’dir. Kanda 16kosit ve trombositlerin igerisinde plazmadaki
konsantrasyonundan ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Bu nedenle 16kositlerin C
vitamini igeriginin Sl¢limii C vitamini eksikliginin teshisinde kullanilir. Giinde 75 mg veya
daha yiliksek dozlarda C vitamini verilmesi halinde viicudun bu vitamine doydugu kabul
edilir. Doygunluk halinde plazma C vitamin konsantrasyonu 1,4 mg/dl veya bunun
tizerindedir. Bobreklerden itrahinda esik degeri s6z konusudur ki bu esik deger asagi yukari
sOzii edilen doygunluk miktar: ile esittir. Fazla miktarda C vitamini alindiginda esik deger
astlmis olacagindan dolayr C vitamininin fazlasi itrah edilir. Bu nedenle klasik bilgi olarak
vitaminin fazla miktarda alinmasmin bir yarar1 olmaz. Iki hafta siireyle insan deneklerinde
giinde agizdan 3 gr dozunda C vitamini verildiginde bunun % 90’min degismemis olarak
atildig1 % 6’smin dehidroaskorbik asit olarak idrarla atildig1 saptanmistir. Bu durumda idrar
ile 31 mg C vitamini kaynakli oksalik asit atilir (14).

Yukarida belirtilen asir1 doz haricinde C vitamininin viicuttan eliminasyonu yavastir.
Normal alim halinde C vitaminin viicuttan eliminasyonunun yarilanma émrii yaklasik 16 giin
olarak saptanmistir. Askorbik asit kismen karacigerde oksalik aside doniistiiriilerek kismen de
stilfatlanarak elimine edilir (14).

C vitamini, dehidroaskorbik asit ile aralarinda olusturdugu oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonunun yani sira viicutta pek ¢ok oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonuna da katilir. C
vitamini hematopoetik dokuda tetrahidrofolik asitin oksidlenmeden kalmasini saglar. Ince
bagirsakta demir absorbsiyonunu arttirir (14).

C vitamini ekstraseliiler sivida bulunan en 6nemli antioksidan maddedir. Hiicrelerin
icerisinde de antioksidan 6zellik gosterir. O, ", H,O,, OH™", LOO" ve 1Ag0, gibi pek ¢ok
radikali giicli bir sekilde baglayarak inaktive eder. Plazma lipitleri ile yapilan incelemeler,
LOO" olugmasini indiikleyen maddelerin yaptig1 lipid peroksidasyonunu inhibe eden en
onemli plazma komponentinin C vitamini oldugunu gdstermistir. Boylece biyomembranlari
ve DNA’y1 peroksidatif zedelenmeden koruyabilir. Ayrica tokoferoliin antioksidan etkinligini
giiclendirir. Folik asitin tetrahidrofolik aside ve midede non-hem ferrik demirin ferro demire
indirgenmesine katkida bulunur (14).

C vitamini’'nin diger bir 6nemli fonksiyonu, belirli hidroksilasyon ve amidasyon
reaksiyonlarinin  koenzimi olmasidir. Bu 06zelligi nedeniyle kollajen sentezinde,
ksenobiyotiklerin mikrozomal metabolizmasinda, Hb’in sentezinde, ndrohipofiz hormonlarin

biyosentezinde ve muhtemelen adrenal korteksteki steroid hormon sentezinde rol oynar (14).
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C vitamini ayrica lipid peroksidasyonunu 6nleyen antioksidan bir molekiil olan karnitinin
biyosentezini olumlu yonde etkiler (93, 94). Bunlarin yaninda C vitamini ferri-miyoglobintirik
olusumunu engeller (95). Miyoglobiniirik bu formunun oksidasyonu tetikleyerek lipid
peroksidasyonundaki rolii gosterilmistir (95, 96).

L-karnitin uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriye tasinarak p-oksidasyonu ile hiicre
enerji liretiminde rol almaktadir. Filtre edilen karnitinin %90’1 proksimal tubiilden reabsorbe
edilmektedir. Renal tubiiler bozulmaya yol acan hastaliklarda plazma ve kas karnitin
diizeyinin azaldig, tiremiklerde azalan hiicre i¢i ATP konsantrasyonunun, karnitin tedavisi ile
diizeldigi gosterilmistir. L-karnitin ve esterlerinin, ROR iiretimini azaltma ve radikal tutucu
etki ile primer, daha agirlikli olarak da hiicre membran lipid peroksidasyonunu azaltarak
sekonder yoldan antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir. Karnitinin MABY {izerindeki
olumlu etkisi deneysel ¢alismalarla gosterilmistir (97).

C vitamini’nin oldukca fazla miktarda bulundugu ve miktarinin fonksiyonla ilgili
degisme gosterdigi bir doku adrenal bezin korteksidir. Adrenokortikotropik hormon
tarafindan bu yapmin stimiilasyonu ve steroidogenezin artmasi bezde C vitamini
konsantrasyonunda azalmaya neden olur. Deney hayvanlarina bakteriyel toksinler injekte
edildiginde adrenal korteksteki vitaminin belirgin sekilde azaldigi saptanmistir. Bu goézlemler
nedeniyle C vitamininin agir infeksiyon ve stres hallerinde strese kars1 hormonal reaksiyonun
olugmasinda katkisinin bulundugu ileri siiriilmiistiir (14).

C vitamini’nin erigkinlerdeki giinliik gereksinimi 10 mg kadardir. Gebelik, laktasyon
halleri, agir infeksiyon, travma ve cerrahi girisim gibi stres halleri ve hipertroidizmde giinliik
gereksinimi 10 mg’1n iizerine ¢ikar (14).

C vitamini skorbiitiin 6nlenmesi ve tedavisi, iist solunum yollar1 infeksiyonlarinin
Onlenmesi ve tedavisi, idrarin asitlestirilmesi, methemoglobineminin tedavisi ve yanik sonrasi
yara dokusunun iyilestirilmesinde kullanilir. Kullanim dozu skorbiit tedavisinde bir hafta
boyunca giinliik 100 mg kullanilirken, idrarin asitlestirilmesinde giinliik 2 gr’a kadar
kullanilabilir (14).

C vitamini yan etkisi olduk¢a az olan bir ilactir. Fazla miktar alinmas1 halinde diyare
ve karm agris1 yapabilir. Yiiksek doz ile tedavi sirasinda idrarda oksalat itrahi artar, idrarin
asitlestirilmesi oksalatin ve sistinin ¢cdkmesine neden olur. Idrarm asitligi dnlense bile okzalat
tasi olusumuna neden olabilir. Demir absorbsiyonunu arttirabilir. Bu nedenle

hemakromatozis, talasemi veya sideroblastik anemisi olanlarda sakincalidir. Yiiksek dozda C
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vitamini hafif hemakromatozisi olan hastalara verilirse kardiyomyopati yapar; bunun nedeni,
hiicrenin demir deposunun fazla oldugu drumlarda askorbik asitin antioksidan degil

prooksidan etki yapmasidir (14, 72).
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Bu ¢alisma 2009-2010 yillar1 arasinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji
Bilim Dali, Histoloji Ana Bilim Dali, Biyokimya Anabilim Dali ve Deney Hayvanlar
Laboratuarinda; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu onayi
ve Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi destegi ile gerceklestirildi (Ek-1,
2).

DENEYSEL CALISMALAR

Deney Hayvanlar:

Calismamizda agirliklar1 325-483 gr arasinda degisen ortalama yasam siireleri 9 ay
olan 48 adet Sprague dawley erkek rat kullanildi. Ratlar, ¢alisma siirecinde uluslararasi bakim
standartlarina uygun olarak Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi’nin klimali oda kosullarina
sahip, sicakligi 214+2°C, nemliligi % 60-65 arasinda olan ve 12 saatlik aydinlik-karanlik
sikluslarin birbirini takip ettigi deney hayvanlari biriminde izlendi. Deney hayvanlar1 standart

sican yemi ve musluk suyu ile beslendi.
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Sekil 2. Calisma protokolii: HK grubu: im gliserol uygulamasi sonrasi %0,9 Sodyum
kloriir (NaCl) uygulanan ratlar; ODCYV grubu: im gliserol uygulamasi
sonrasi ip 150 mg/kg C vitamini uygulanan ratlar; YDCV grubu: im
gliserol uygulamasi sonrasi ip 300 mg/kg C vitamini uygulanan ratlar

Saghkh kontrol grubu
Saglikli kontrol (SK) grubuna 9 rat alinarak 3 giin boyunca metabolik kafeste
tutuldular. Ratlar bu siire boyunca standart rat yemi ve musluk suyu ile beslendiler. Son 24

saatlik idrarlan toplanan ratlarin su, yiyecek tiiketimleri ve 24 saatlik idrar miktarlar1 kayit

edildi.

Hastalikh kontrol grubu

Hastalikli kontrol (HK) grubuna 13 rat alindi. Metabolik kafeste tutulan ratlara 24 saat
susuzlugu takip eden sabah, % 50 gliserol (8 ml/kg, Merck) her iki arka ekstremiteye esit
miktarda olacak sekilde derin intramuskuler (im) injeksiyonla verildi. Gliserol injeksiyonu ile

es zamanli olarak 2 ml %0,9 NaCl intraperitoneal (ip) yolla uygulandi. Gliserol uygulamasini
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takiben 48 saat izlenen ratlarin son 24 saatlik idrarlar1 toplanarak su, yiyecek tiiketimleri ve 24

saatlik idrar miktarlar kayit edildi (Sekil 2).

Orta doz C vitamini grubu

Orta doz C vitamini (ODCV) grubuna 13 rat alindi. 24 saat susuzlugu takip eden
sabah, % 50 gliserol (8 ml/kg, Merck) her iki arka ekstremiteye esit miktarda olacak sekilde
derin im injeksiyonla verildi. Gliserol injeksiyonu ile es zamanli olarak 150 mg/kg C Vitamini
(Bayer, Almanya), % 0,9 NaCl ile birlikte toplam doz 2 cc olacak sekilde ip uygulandi.
Gliserol uygulamasini takiben 48 saat izlenen ratlarin son 24 saatlik idrarlar1 toplanarak su ve

yiyecek tiiketimleri, 24 saatlik idrar miktarlar kayit edildi (Sekil 2).

Yiiksek doz C vitamini grubu

Yiiksek doz C vitamini (YDCV) grubuna 13 rat alindi. 24 saat susuzlugu takip eden
sabah, % 50 gliserol (8 ml/kg, Merck) her iki arka ekstremiteye esit miktarda olacak sekilde
derin im injeksiyonla verildi. Gliserol injeksiyonu ile es zamanli olarak 300 mg/kg C Vitamini
(Bayer, Almanya), % 0,9 NaCl ile birlikte toplam doz 2 cc olacak sekilde ip uygulandi.
Gliserol uygulamasini takiben 48 saat izlenen ratlarin son 24 saatlik idrarlar1 toplanarak su ve
yiyecek tiiketimleri, 24 saatlik idrar miktarlar kayit edildi (Sekil 2).

Tiim gruplarda agirlik, tiiketilen yem ve su miktarlar1 giinliik olarak 6lciilerek, 100 gr
doku agirlig1 basina su ve yem tiiketimleri kayit edildi. Calismanin sonunda ratlara 10 mg/kg
Xylazin ve 40 mg/kg Ketamin anestezisi uygulandi ve ratlar deney masasina yatirilarak batin
On duvarlar insizyonla ag¢ildi. Diyafragmadan kalbe ulasilarak intrakardiyak yolla alinan kan,
hemogramlarinin degerlendirilmesi amaciyla tam kan sayimu tiiptine 1 cc % 0,9 NaCl, 1 cc
tam kan olacak sekilde alinarak karistirildi. Tam kan sayimi analizi bekletilmeden yapildi.
Biyokimyasal incelemeler i¢in 3 cc kan kuru tiipe alindi. Kuru tiipe alinan kan 3000 devirde 5
dk santrifiije edildikten sonra elde edilen serumdan biyokimyasal parametreler calisildi. Rutin
biyokimyasal inceleme kan alimindan hemen sonra yapildi. Plazmada MDA ve SOD
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla EDTA’l1 tiiplere konulan kanlar soguk santrifiij cihazinda
(Hettich EBA20 D-78532-0005532, Almanya) +4 °C’de 3000 devirde 5 dk santrifiije
edildikten sonra plazmalar1 alinarak epandorp tiiplere konuldu, -72°C derin dondurucuda
(Nuaire Ultraflow freezer NU-6613W34, Amerika) depolandi. Eritrosit KAT diizeyi

belirlenmesi icin EDTA’1 tiiplerdeki kaninin ilk santrifiij sonrasinda dipte kalan eritrositler ii¢
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kat1 voliimde % 0,9 NaCl ile karistirilarak +4 °C’de soguk santrifiij yapildi. Bu islem iki kez
tekrarland1. Ugiincii santrifiijden sonre siipernatan kisim atilarak dipte kalan eritrositler alindi,
epandorp tiiplere konularak -72°C derin dondurucuda (Nuaire Ultraflow freezer NU-
6613W34, Amerika) depolandi.

Toplanan 24 saatlik idraralarin voliim 6l¢timii yapildiktan sonra pH dlgtimleri (inoLab,
MTW KSO05, pHmetre, Amerika) yapildi. Idrar &rnekleri 3000 devirde 5 dk santrifiije
(Hettrich D-78532-0013754, Almanya) edilerek siipernatan kisimlarindan mikroalbumin ve
uKr caligildi. Ayrica idrarda NAG tayini yapilmas: amaciyla birer cc siipernatan epandorp
tiiplere alinarak -72°C derin dondurucuda (Nuaire Ultraflow freezer NU-6613W34, Amerika)
depolandi.

Histolojik inceleme amaciyla her iki bobrek ¢ikarildi, kapsiilii siyrilarak longitiidinal
kesiyle ikiye ayrildi. Bobrek dokusu % 10 Formalin Soliisyonuna ileri histolojik inceleme igin

saklandi.

BIiYOKIMYASAL ANALIZ
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvar1 Biyokimya biriminde Konelap
Prime 60 I cihazi kullanilarak AKS, iire, sKr, T. protein, Albumin, Na', K, Ca+2, P ve 24

saatlik idrar 6rneklerinde iiriner albumin atilimi (UAA), GFR ve uKr belirlendi.

N-Asetil Glukoz Aminidaz Miktar Tayini

Yirmidort saatlik idrarda N-Asetil Glukoz Aminidaz (NAG) 6lgiimii i¢in Diazyme
(Katalog numarasi: DZ062A, Amerika) marka NAG kiti kullanildi. NAG; 2-metoksi-4-(2’
nitrovinil)-fenil 2-asetamido-2deoksi-B-D-glukopiranozid’i (MNP-GIcNAc) 2-metoksi-4-(2°-
nitrovinil)-fenol’e hidrolize eden glikoprotein yapida bir lizozomal enzimdir. Bu reaksiyon
sonucu olusan iiriin rengi 505 nm’de absorbans 6l¢iimii ile degerlendirilebilir.

Kit substrat 1 (S1) olarak MNP-GIcNAc, hidroklorik asiti, substrat 2 (S2) olarak sitrik
asiti, potasyum fosfat1 (pH:4,7), substrat 3 olarak Na" karbonat ‘Buffer’1 (pH:10), kalibratorii
ve kontrolii icermekteydi.

Calisma giliniine kadar kit -20°C’de saklanildi. S1 ve S2 5/1 oraminda S1+S2

soliisyonunun elde edilmesi amaciyla karistirildi. Karisim kullanim 6ncesi +4°C’de tutuldu.
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Manuel calisma amaciyla substratlar 12X75 mm’lik cam tiiplere alindi. Benmaride
(Niive ST402, Almanya) 37°C’de 5 dk inkiibe edildi. S3’ten tiim tiiplere renk olusturma
amactyla konuldu. Ornekler kiivete (Hellman 10 mm., Almanya) alinarak 505 nm’de
spektrofotometri (Schimadzu UV-1208, Almanya) altinda absorbans 6l¢timii yapildi.

Ornek sonuglar1 (505nm’de 6rnedin absorbansi - Bos kuyucugun 505 nm’deki
absorbansi) degerinin (505 nm’de Standartin absorbansi - Bos kuyucugun 505 nm’deki
absorbans1) degerine boliinmesi ile IU/L olarak hesaplandi. Idrar NAG aktivitesi/idrar

kreatinin atilimi oran1 pg/pumol cinsinden hesaplandi.

Malonil Dialdehit Miktar Tayini

Malonil dialdehit miktar tayini Cell Biolabs marka Oxiselect MDA Adduct elisa Kit
(Katolog No: STA-332) kullanilarak yapildi. Kit 96 kuyucuk protein baglayan plate, Anti-
MDA antikor, sekonder antikor, HRP konjugati, ¢alisma ¢oziiciisii, 10x yikama ‘Buffer’s,
substrat solusyonu, stop solusyonu, BSA standart ve MDA-BSA standart’in1 icermekteydi.
Rediikte edilmis BSA ve MDA-BSA -20°C’de saklandi. Diger kit komponentleri -4°C’de
saklandi. Bir 6lgek yikama ‘Buffer’inin hazirlanmasi i¢in kitten ¢ikan 10 6l¢ek yikama
‘Buffer’1 bir 6lgek deiyonize su ile konsantre edildi. Homojenite saglandi. Kullanmadan 6nce
anti-MDA antikoru 1/1000 ve sekonder antikoru 1/1000 assay ¢doziiciisli ile diliie edildi.
Indirgenmis BSA’1 10 pug/ml seklinde taze hazirlandi ve 1 pg/ml‘e diliie edildi. MDA-BSA’1
taze sekilde hazirlandi ve 0,1 pg/ml’e diliie edildi. Plazma 6rnegi 10 mg/ml olacak sekilde
fosfat ‘Buffer’ salin (PBS) ile diliie edildi. Her plazma ve MDA-BSA standardi1 duplike veya
triplike sekilde ayarlandi. 10 ng/ml’lik plazma 6rneginden 100 ul veya indirgenmis MDA -
BSA standartlar1 96 kuyucuga eklendi. 37°Cde 2 saat inkiibe edildi. Kuyucuklar 2 kez 250 pl
1xPBS ile yikandi. Son yikamadan sonra kuyucuklar bosaltildi ve mikrokuyucuklar1 absorban
pede solusyonun temizlenmesi i¢in birakildi. 200 ml ¢aligsma ¢oziiclisiinden eklendi ve 1-2
saat oda 1s1sinda orbital karistirict esliginde enkiibe edildi. 3 kez 250 ml ayn1 miktar PBS ile
yikandi, son yikamadan sonra kuyucuklar1 bosaltildi ve absorban beze tabi tutuldu. 100 ml
anti-MDA tiim kuyucuklara dolduruldu ve 1 saat oda 1sisinda orbital karistiric1 iizerinde
inkiibe edildi. Strip kuyucuklar1 3 kez yikandi. 100 pl diliie sekonder antikor-HRP tiim
kuyucuklara konjuge edildi ve 1 saat orbital karistiricida inkiibe edildi. Yine strip kuyucuklar1
ayni sekilde yikandi. Substrat solusyonu oda 1sisinda 1litildi. 100 adet substrat solusyonu tiim

kuyucuklara eklendi. Oda 1sisinda 5-20 dakika orbital karistiricida inkiibe edildi. Enzim
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reaksiyonunu stop solusyonu dokerek durduruldu. Sonug¢ absorbanslar1 450 nm mikroplate

reader kullanarak hizlica okundu.

Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Biovision marka SOD aktivite kiti (Katolog No:
K335-100) kullanilarak kalorimetrik bir metod ile dlgiildi. Kit; 1 ml WST Solusyonu, 20ul
SOD enzim solusyonu, 20 ml SOD c¢alisma ‘Buffer’t ve 10 ml SOD diliisyonunu
icermekteydi. 1 ml WST solusyonu 19 ml calisma ‘Buffer’r ile diliie edildi. Enzim
solusyonunu 5 sn santrifiije edildi. Pipet kullanarak iyice karistirildi. 2,5 ml diliisyon ‘Buffer’1
15 ul ile diliie edildi. Etilen daimin tetra asetik asitli tiiplere toplanan kanlar 1000 g’ de 10 dk
4°C’ de santrifiije edildi. Plazma kismu1 ayr bir tiipe transfer edildi fakat ‘bufty’ tabakasina
miidahale edilmedi ve -80°C’de analize kadar saklandi. ‘Buffy’ kismu kirmizi hiicre
tabakasindan uzaklastirildi. Eritrositleri x5 hacminde buz soguklugunda su ile birlestirildi ve
10000g’de santrifiije edildi. Siipernatan1 -80°C’de saklandi. Ornek solusyonunu 6rnek ve
‘blank’ 2 kuyucuguna eklendi; ‘blank’ 1 ve 3 kuyucuklarma 20 ul H20 eklendi. “WST
working solusyonu’ndan 200 ml tiim kuyucuklara eklendi. Dilusyon ‘Buffer’dan ‘blank’ 2 ve
3 kuyucuklarina eklendi. ‘Enzim working solusyon’undan ‘blank’1’e ve 6rnek kuyucuklarina
eklendi, iyice karistirildi ve 37°C’ de 20 dk inkiibe edildi. Absorbansi 450 nm’de ‘mikroplate
okuyucu’da (Microplate EL309 autoreader, Amerika) okundu. SOD aktivitesini asagidaki
formiille saptandi:

SOD aktivitesi: (A ‘blank’ 1 - A ‘blank’ 3) - (A 0rnek - A ‘blank’ 2) / (A ‘blank’ 1 - A
‘blank’ 3) x 100

Katalaz Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Katalaz o6l¢timii Biovision KAT olgiim kiti (Catalog #K773-100, Amerika)
kullanilarak yapildi. Biovision katalaz ¢alisma kiti HTS-hazir biyolojik orneklerde KAT
aktivitesini yliksek derecede sensitif, basit ve direk 6lgen bir kittir. Kit HO, nin deiyonize su
(DiH,0) ile reaksiyona girmesi sonucu olugsan O, reaksiyonunu katalize etmesi esasina
dayanarak calisir. Kit 25 ml KAT c¢alisma ‘Buffer’1, 2 sise ‘Oxired prob’u, 0,4 ml DMSO
(Anhidroz), 1 sise HRP, 25 pl H,O; (%3; 0,88M), 1 ml durdurma soliisyonu ve 1 sise KAT
pozitif kontrol igermekteydi. Kit -20°Cde 1s1iktan saklanacak sekilde saklandi. Kullanimdan

once kit oda kosullara 1litildi. Calisma oncesinde ayira¢ rekonstriksiyonu yapildi. ‘Oxired
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prob’u her sise 110 ul DMSO ile olacak sekilde ¢oziildii ve 18°C’e kadar sivi hale gelinceye
kadar elde ilitildi. HRP solusyonu 220 pl c¢alisma ‘Buffer’r ile ¢oziildii. Pozitif kontrol
solusyonu 500 pl calisma ‘buffer’inda ¢oziildi. Sise basma 100 ml’e boliindii. -20°C’de
saklandi. Calisma ‘buffer’r kullamm oncesi oda 1sisina getirildi. Ornekler alind1 ve KAT
calisma boyunca buzda tutuldu. Eritrosit (0,2 cc) lizerine 1 ml. soguk c¢alisma ‘buffer’
eklenerek homojenizator (Heidolph DiaX900, Almanya) ile homojenize edildi. 4°C’de 10.000
g’de 15 dk santrifiije edildi. Siipernatani toplandi. Bes ve 10 ul pozitif kontrol solusyonu 2
ayr1 kuyucuga kontol amaciyla eklendi ve total hacmi ¢alisma ‘Buffer’1 ile kuyucuklarda ayni
miktar olacak sekilde ayarlandi. Total hacmi 78 pl olacak sekilde calisma ‘Buffer’r ile
tamamlandi. 10 pl stop solusyonu pozitif kontrol 6rnegine eklendi, karistirildi ve 25°C’de 4
dk katalaz aktivitesini tamamen inhibe edecek sekilde inkiibe edildi.

Ornek koriiniin hesaplanmas1 amactyla 10 pl ¢alisma ‘buffer’r ile 78 p’e tamamlanan
68 ul ornekler kuyucuklara eklendi. Uzerlerine 10 pl durdurma soliisyonu eklendi.
Karistirildiktan sonra 25°C’de 5 dk inkiibe edildi.

5 ul 0.88 M’lik H,O,’1 215 pl DiH20 ile H,O, forme etmek i¢in diliie edildi. Elde
edilen bu karisimdan 50 pl alindi ve tizerine 950 pl DiH2O eklendi. Elde edilen 1 mM
H,0,’den 6 adet kuyucuga sirastyla 0-2-4-6-8-10 pL‘leri, 0-2-4-6-8-10 mmol/kuyu H20 elde
etmek icin eklendi. Son hacmi 96 pl olacak sekilde calisma ‘buffer’1 ile tamamlandi. 10 pl” lik
durdurma soliisyonunu tiim bu kuyucuklara eklendi.

Flurometrik ¢aligma i¢in standart H,O;’1 10 satandart egri eldesi i¢in diliie edildi.
Diliie H,O;’nin unstabil olmasi nedeniyle her seferinde yeni diliisyon hazirlandi.

Katalaz reaksiyonunu baslatmak icin tiim o6rnek kuyucuklarina ve pozitif kontrol
ornegine 12 pl taze 1 mM H,O; eklendi 25°C de 30 dk inkiibe edildi ve sonra 10 pL’ lik
durdurma solusyonunu 6rnek kuyucuklarina reaksiyonu durdurmak icin dokiildii.

‘Develop Mix’ hazirlanmasi icin kit igeriginde bulunan 46 M ¢alisma ‘buffer’s, 2 pl
‘Oxired probe’u, 2 ul’lik HRP solusyonu kullanildi. Tiim test 6rneklerine kontrollere ve
standartlara 50 pl ‘Develop Mix’ eklendi, iyice karigtirildi ve 25°C° de 10 dk inkiibe edildi.
Sonuglar 540 nm’de ‘plate reader’da (Microplate EL309 autoreader, Amerika) okundu.

Bir ornekteki KAT ile saglanan sinyal degisimleri (AA) = pozitif kontrol drneginin
okunmasi (AHC) - 6rnegin 30. dk’daki okunmasi (Adrnek) olarak adlandirildi. Sonuglar
H,0,’li standart egriye ilistirildi. AA’1 H,O; 1 standart egrisine 30 dk‘lik KAT tarafindan

dekompanse edilmis B nmol H,O; eldesi i¢in ilistirildi.
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Katalaz aktivitesi nmol/dk/ml cinsinden degeri = B/30xV x 6rnek diliisyon faktorii

olarak hesaplandi.

ISIK MiKROSKOPIK INCELEME

Isik mikroskobik incelemeler i¢in bobrek dokulari, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik Mikroskopi Laboratuvar’inda islemlendirildi. Bu
amagla bobrek dokular1 ‘Bouin’ fiksatoriinde 4 giin fikse edildikten sonra yikama iglemine
gecildi. Dokular iki giin %70’lik alkolde yikanarak, dehidratasyon islemine gegildi. Dokular
artan alkol serilerinde (%70, 90, 96, 100) birer saat tutuldu. Dehidratasyon asamasindan sonra
saydamlastirma basamagi i¢in dokular ii¢ seri 15’er dk toluol ile muamele edildi. Gomme
isleminden once dokular yumusak parafinde bir gece tutuldu. Bir sonraki giin bébrek dokulari
yumusak parafinden alinarak bir saat siv1 sert parafinde tutularak bloklandi. Bu bloklardan
mikrotom (Leica RM-2245 silindirli mikrotom, Amerika) kullanilarak 6 pm (mikrometre)
kalinligindaki kesitler alindi. Bobrek dokusunun genel ozelliklerini ortaya koyabilmek
amactyla alinan kesitler Hematoksilen+Eozin (H+E) ile boyandi. Kontrol ve deney
gruplarinda, nekroz ve tikag olusumu semikantitatif olarak saptandi (Tablo 6). Semikantitatif
degerlendirme, asagidaki bigimde yapildi; yok (-), nadir (%), az(+), orta (++), fazla (+++), cok

fazla (++++).

TUNEL BOYAMA

Parafin bloklardan lam fiizerine alinan 6 pm’lik kesitler bir gece 37°C’lik etiivde
tutulduktan sonra toluolde 3x5 dk bekletilerek parafinden iyice arindirilarak azalan alkol
serilerinden (%100, %95, %70) 3’er dk gecirilip distile suya indirildi. Bes dk DiH20’da
tutulan kesitlere daha sonra antijen iyilestirme amaciyla onbes dk oda 1sisinda proteinaz K (20
pg/ml, Chemicon, 21627, Amerika) uygulandi. Distile su ile yikanan kesitler endojen
peroksidazi bloklamak i¢in metanolde hazirlanan %3’liik H,O,’de bes dk bekletildi. Distile su
ve PBS ile ¢alkalandiktan sonra lam iizerinde kesitlerin etrafi hidrofobik kalem (Zymed, 00-
8899, Amerika) ile ¢izilerek havuz olusturuldu ve kesitlere bes dk oda 1sisinda dengeleme
tamponu uygulandi. Daha sonra kesitler 37°C’de terminal deoksiniikleotidil transferaz
enziminde bir saat bekletildikten sonra durdurma/yikama tamponuyla onbes saniye ¢alkalandi
ve oda 1s1sinda on dk bekletildi. Ug kez PBS’de yikanan kesitlere antidigoksigenin konjiigati

uygulandi ve oda 1sisinda otuz dk tutuldu. Kesitlere {i¢ kez PBS ile yikama sonrasinda on dk
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diamino benzidin kromojen soliisyonu (LabVision, TA-002-HAC, Amerika) uygulamasi
yapildi. Kesitler diH,O ile yikandiktan sonra on dk ‘Methyl green’ uygulanarak zit boyama
yapildi. Distile sudan hizla gegirilen kesitler %100 N-Butanolden de hizla gecirildi. Dehidrate
edilen kesitler 3x2 dk toluolde tutulduktan sonra kapatma soliisyonu konarak lamel ile
kapatildi ve 1s1tk mikroskobunda degerlendirmeye alindi. Isik mikroskobunda (Olympus
CX31-Japan, Japonya) incelenerek, bulgularin fotograflar1 c¢ekildi. Kontrol ve deney
gruplarinda, TUNEL pozitif (apoptotik) hiicre sayilar1 semikantitatif olarak saptandi (Tablo
7). Semikantitatif degerlendirme, asagidaki bi¢imde yapildi; yok (-), nadir (£), az(+), orta (++),

fazla (+++), ¢ok fazla (++++).

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calisma gruplarmin verileri bilgisayar ortamina kaydedildi. Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Dekanhigi Bilgi Islem Merkezi’ndeki STATISTICA AXA 7,1 (Lisans
Kodu:AXAS507C775506FAN3) programi kullanilarak istatistiksel degerlendirmeler yapildi.
Verilerin ortalama ve standart sapmalar1 kaydedildi. Gruplarin verileri arasindaki farklilik
‘Mann Whitney U’ testi kullanilarak arastirildi. Calisma gruplart arasinda tubiiler nekroz,
apoptoz ve tubuler tika¢ olusumu agisindan farkliligin arastirllmasinda ‘Ki-kare’ testi
kullanildi. Gliserol uygulanan ratlarin (HK, ODCV, YDCV) verileri bir arada aliarak,
parametrik veriler arasindaki coklu iliskilerin incelemesinde ‘Pearson korelasyon’ testi,
kategorik veriler arasindaki g¢oklu iligkilerin incelemesinde ‘Spearman korelasyon’ testi

kullanild1. p<0,05 olan degerler anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calisma siiresince HK, ODCV ve YDCV gruplarindan iiger rat eksitus olduklarindan
calisma SK grubunda dokuz; HK, ODCV ve YDCV gruplarinda onar rat olmak tizere toplam
39 rat ile tamamlandi. Gliserol uygulanan gruplarda SK grubuna gore serumda iire ve sKr
degerlerinde anlamli yiikseklik, GFR degerlerinde anlamli diisiiklik ve histopatolojik
incelemede tubiiler hiicrelerde nekroz ve tubiiler liimende tikag¢ varligi ile belirgin MABY

tablosu gelistigi gozlendi. Gruplarin tiim parametreleri Tablo 12-15’de gosterilmistir.

BIYOKIMYASAL PARAMETRELER

Gliserol uygulanan gruplarin l6kosit sayilart SK grubu ile benzerdi (HK grubu
p=0,182; ODCV grubu p=0,315; YDCV grubu p=0,297). HK grubu ile ODCV grubu arasinda
16kosit diizeyleri acisindan istatistiki fark saptanmadi (p=0,529). HK grubunda I6kosit
diizeyleri YDCV grubuna gore belirgin olarak yiiksek saptandi (p=0,043). C vitamini
uygulanan gruplar arasinda 16kosit sayilari arasinda fark saptanmadi (p=0,447).

Gliserol uygulanan gruplarin Hb diizeyleri SK grubuna gore diisilk bulundu (HK
grubu p=0,01; ODCV grubu p=0,043; YDCV p=0,006). Gliserol uygulanan gruplar arasinda
Hb diizeyleri agisindan istatistiki fark saptanmadi (HK-ODCV gruplan i¢in p=0,971; HK-
YDCYV gruplari i¢in p=0,356; ODCV-YDCYV gruplart i¢in p=0,211).

Gliserol uygulanan gruplarda trombosit sayilart SK grubuna benzerdi (HK grubu

p=0,720; ODCV grubu p=0,497; YDCV p=0,370). Gliserol uygulanan gruplar arasinda
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trombosit sayilar1 agisindan istatistiksel fark saptanmadi (HK-ODCV gruplar i¢in p=0,460;
HK-YDCYV gruplari i¢in p=0,408; ODCV-YDCYV gruplari i¢in p=0,408).

Gliserol uygulanan gruplarda total protein degerleri SK grubuna gore diisiik saptandi
(HK grubu p=0,005; ODCV grubu p=0,008; YDCV grubu p=0,001). Gliserol uygulanan
gruplar arasinda total protein diizeyleri agisindan istatistiki fark saptanmadi (HK-ODCV
gruplan arasi icin p=0,796; HK-YDCV gruplan aras1 i¢cin p=0,579; ODCV-YDCV gruplari
arast icin p=0,436).

Gliserol uygulanan gruplarda albumin degerleri SK grubuna gore diisiik saptand1 (HK
grubu p=0,002; C vitamini uygulanan gruplarda p=0,004). Gliserol uygulanan gruplar
arasinda albumin diizeyleri agisindan istatistiki fark saptanmadi (HK-ODCV gruplar1 arasi
icin p=0,739; HK-YDCV gruplart aras1 i¢in p=0,631; ODCV-YDCV gruplar arasi igin
p=0,853).

Gliserol uygulanan gruplarda Na" degerleri SK grubuna gore diisiik saptandi (HK
grubu p=0,00004; C vitamini uygulanan gruplarda p=0,00002). Gliserol uygulanan gruplar
arasinda Na~ diizeyleri agisindan istatistiki fark saptanmadi (HK-ODCV gruplari arasi icin
p=0,436; HK-YDCYV gruplar1 arast i¢in p=0,481; ODCV-YDCYV gruplari aras1 i¢in p=0,912).

Gliserol uygulanan gruplarda K= degerleri SK grubuna gore yiiksek (HK grubu
p=0,002; ODCV grubu p=0,001; YDCV grubu p=0,035) saptanmakla birlikte SK grubuna en
yakin degerler YDCV grubunda elde edildi.

Gliserol uygulanan gruplarin Ca*? diizeyleri SK grubu ile benzerdi (HK grubu
p=0,842; ODCV grubu p=0,113; YDCV grubu p=0,905). Gliserol uygulanan gruplar arasinda
Ca™ diizeyleri agisindan istatistiki fark saptanmadi (HK-ODCV gruplar1 arasi i¢in p=0,393;
HK-YDCYV gruplari arasi i¢in p=0,739; ODCV-YDCYV gruplar arasi i¢in p=0,218).

Gliserol uygulanan gruplarda P degerleri SK grubuna gore yiiksek saptandi (HK grubu
p=0,00002; C vitamini uygulanan gruplarda p=0,00004). Gliserol uygulanan gruplar arasinda
P diizeyleri agisindan istatistiki fark saptanmamakla birlikte (HK-ODCV gruplar1 igin
p=0,400; HK-YDCV gruplarn i¢in p=0,353; ODCV-YDCV gruplar i¢in p=0,661) YDCV
grubunda P degerleri SK grubuna daha benzer bulundu (Tablo 5).

NEFRON FONKSIYONLARI
Serum iire diizeyi gliserol uygulanan tiim gruplarda SK grubuna gére anlamli yiiksek

bulundu (tiim gruplar i¢in p=0,0002). Gliserol uygulanan gruplar arasinda iire diizeyleri
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arasinda istatistiki fark saptanmamakla birlikte YDCV grubunda iire degerleri SK grubuna
daha benzer bulundu (HK-ODCV gruplar i¢in p=0,739; HK-YDCV gruplar i¢in p=0,481;
ODCV-YDCV gruplari igin p=0,190).

Serum kreatinin diizeyi gliserol uygulanan tiim gruplarda SK grubuna gore anlamli
yiiksek bulundu (tiim gruplar i¢in p=0,0002). YDCV uygulanan grupta sKr degeri HK
grubuna gore anlaml diisiik bulundu (HK grubuna gére p=0,01). YDCV grubunun sKr diizeyi
ODCYV grubuna gore istatistiksel fark olmamakla birlikte hafif¢e diisiik bulundu (p=0,247).

Saglikli kontrol grubuna gore yapilan karsilagtirmada HK grubunda idrar miktari
anlamli diisiik bulundu (p=0,028). C vitamini uygulanan gruplarda idrar miktar1 SK grubuna
gore farksiz bulundu (ODCV ve YDCV gruplarinin her ikisi i¢in p=0,356). YDCV
uygulanan grupta idrar miktart HK grubuna gore belirgin yiiksek bulundu (p=0,005). Saglikli
kontrol grubunun verilerinin gliserol uygulanan gruplarin verileriyle karsilastirilmasi Tablo
5’te gosterilmistir.

Endojenik kreatinin atilimina gore hesaplanan GFR degeri gliserol uygulanan tiim
gruplarda SK grubuna gore anlamli diisiik bulundu (SK grubuna gore karsilagtirmada tiim
gruplar icin p=0,0002). YDCV uygulanan grupta GFR degeri HK grubuna gore 4,6 kat
(p=0,0114), ODCV grubuna gore 2,9 kat (p=0,0354) yiiksek bulundu. ODCV uygulanan
grupta GFR degeri HK grubuna gore 1,6 artmis bulunmakla birlikte aradaki fark istatistiksel
anlamliliga ulasmamist1 (p=0,436) (Sekil 3).
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Tablo 5. Saghkl kontrol

Grup
Parametreler

ODCV

gruplarin verileriyle karsilastirilmasi

YDCV

Ort. = Std

Ort. = Std

Ort. = Std

p=

Ort. = Std

p=

Tk Kilo (gr)

405440

401444

0,720

405+48

0,905

411453

0,780

Son kilo (gr)

407+40

393440

0,400

396+51

0,661

398+50

0,315

Hemoglobin (gr/dl)

14,5+1,6

12,3+1,5

0,010

12,4+1,7

0,043

11,3+1,8

0,006

Lokosit (x10°/mm?)

7,1£5,3

10,2+4,2

0,182

9,6+4,4

0,315

8,8+3,3

0,297*

Trombosit

(x1 0%/ mm?)

786+180

8164223

0,720

813+120

0,497

7844208

0,370

T. protein (gr/dl)

5,7£0,4

5,12+0,39

0,005

5,15+0,41

0,008

5,0+0,3

0,001

Alb (gr/dl)

1,3+0,1

1,08+1,13

0,002

1,1+0,12

0,004

1,1+0,1

0,004

Na® (mmol/L)

142,0+1,5

134,9+3.4

0,00004

133,7+3,5

0,00002

133,0+5,6

0,00002

K" (mmol/L)

5,7£0,4

6,8+0,8

0,002

7,27+1,1

0,001

6,8+1,4

0,035

Ca™ (mg/dl)

9,5+0,2

9,8+1,4

0,842

9,9+0,5

0,113

9,6+0,68

0,905

P (mg/dl)

7,7£0,8

20,049,0

0,00002

16,3+4,3

HK Hastalikli kontrol; ODCV: Orta doz C vitamini; SK: Saglikli kontrol; YDCV: Yiiksek doz C vitamini;
Alb: Albumin; Ca**: Kalsiyum; K*: Potasyum; Na': Sodyum; P: Fosfor; Ort +Std: Ortalama+ Standart sapma; T. protein: Total protein;
[statistiksel degerlendirmede ‘Mann-Whitney U’ testi kullanilmustir. p degeri SK grubu ile gliserol uygulanan gruplar arasindaki istatistiksel farki; *= HK grubu ile ODCV ve
YDCYV gruplarinin degerleri arasindaki istatistiksel karsilagtrimda p<0,05; #= ODCV ve YDCV gruplariin degerleri arasindaki istatistiksel karsilagtirmada p<0,05.
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Tablo 5. (Devam) Sa

Grup
Parametreler

gulanan

gruplarin verileriyle karsilastirilmasi

ODCV

YDCV

Ort. = Std

Ort. = Std

p=

Ort. = Std

p=

Ort. = Std

p=

Idrar miktar1 (ml)

5,8+5,0

2,2+2.8

0,028

4,0+£3.3

0,356

8,8+5,7

0,356

Idrar pH

9,0+0,6

8,8+0,6

0,864

8,5+0,9

0,481

8,6+0,5

0,351

Ure (mg/dl)

33,243,1

537+£82

0,00002

523+106

0,00002

485+103

0,00002

sKr (mg/dl)

0,47+0,09

7,4+0,6

0,00002

6,6+1,5

0,00002

6,2+1,0

0,00002°

GFR (pl/dk)

992+574

6,4+8,6

0,00002

10,3+12,1

0,00002

29,6+27,8

0,00002""

UAA/uKr
(1g/pmol)

2,25+2,06

25,01+22,00

0,0003

14,14+7,93

0,0003

11,82+8,75

0,001

NAG/uKr (U/upmol)

2,13+£2,27

41,3+86,7

0,026

9,4+6,5

0,004

10,6+6,0

0,012

MDA (pmol/mg pr)

13,00+13,57

35,0+20,2

0,010

23,06+8,79

0,065

23,2+7,1

0,053

SOD (U/ml)

3,54+2,33

1,5¢1,1

0,028

1,95+1,69

0,113

2,25+1,74

0,211

KAT (mU/ml)

4,79+4,40

2,16+£2,23

0,481

2,64+2,05

HK Hastalikli kontrol; ODCV: Orta doz C vitamini; SK: Saglikli kontrol; YDCV: Yiiksek doz C vitamini;

0,423

3,3£2,1

0,837

GFR: Glomeriiler filtrasyon hizi; KAT: Katalaz; MDA: Malonil dialdehit; NAG/uKr: Uriner N-asetil glukozaminidaz aktivitesi/Uriner kreatinin atilimi orani; Ort £Std:
Ortalama + Standart sapma; sKr: Serum kreatinin diizeyi; SOD: Siiperoksit dismutaz; UAA/uKr: Uriner albumin atilimi/Uriner kreatinin atilimi;

[statistiksel degerlendirmede ‘Mann-Whitney U’ testi kullanilmistir. p degeri SK grubu ile gliserol uygulanan gruplar arasindaki istatistiksel farki; *= HK grubu ile ODCV ve
YDCV gruplarmin degerleri arasindaki istatistiksel karsilastrimda p<0,05; # = ODCV ve YDCV gruplarinin degerleri arasindaki istatistiksel karsilastirmada p<0,05.
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Sekil 3. Gliserol uygulanan gruplarda endojenik kreatininle hesaplanan kreatinin
klerensi (ul/dk) degerleri
HK: Hastalikli kontrol; ODCYV: Orta doz C vitamini; YDCV: Yiiksek doz C
vitamini; GFR: Endojen kreatinin ile hesaplanan kreatinin klerensi
Istatistiksel karsilastrimada ‘Mann-Whitney U’ testi kullamlmistir

Idrar pH degeri gliserol uygulanan gruplarda SK grubuna gore farksiz bulundu (HK
grubu p=0,864; ODCV grubu p=0,481; YDCV grubu p=0,315).

Idrar voliimiiniin etkisini ortadan kaldirmak i¢in UAA/uKr pg/umol cinsinden almarak
SK grubu ile yapilan karsilagtirmada gliserol uygulanan tiim gruplarda UAA/uKr orani
istatistiksel olarak yiiksek bulundu (HK grubu p=0,003; ODCV grubu p=0,0003; YDCV
grubu p=0,001). Gliserol uygulanan gruplar arasinda UAA/uKr orani istatistiksel olarak
farksiz bulunmakla birlikte, bu oraninin SK grubuna en yakin oldugu grup YDCV grubu idi
(HK-ODCYV gruplari i¢in p=0,414; HK-YDCV gruplar1 i¢in p=0,145; ODCV-YDCV gruplar1
icin p=0,541) (Sekil 4).
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Sekil 4. Calisma gruplarinin iiriner albumin atihminin iiriner kreatinin atilimina oram
(ng/nmol) ve iiriner N-asetil glukozaminidaz atiminin iiriner kreatinin
atihmina oram (IU/pmol) oranlarimin karsilastirmasi
HK: Hastahkh kontrol; ODCV: Orta doz C vitamini; SK: Saghkh kontrol;
YDCYV: Yiiksek doz C vitamini; UAE: Uriner albumin atilimi; uKr: Uriner
kreatini atihmi; NAG: Uriner N-asetil glukozaminidaz aktivitesi
Istatistiki karsilastrimada ‘Mann-Whitney U’ testi kullamlmistir

Idrar voliimiiniin etkisini ortadan kaldirmak icin uriner NAG atilimmin, diriner
kreatinin atilimima orani IU/pmol cinsinden alinarak SK grubu ile yapilan karsilastirmada
gliserol uygulanan tiim gruplarda NAG/uKr orani istatistiksel olarak yiiksek bulundu (HK
grubu p=0,026; ODCV grubu p=0,004; YDCV grubu p=0,012). Gliserol uygulanan gruplar
arasinda NAG/uKr orani istatistiksel olaral farksiz bulunmakla birlikte, C vitamini uygulanan
gruplarda bu oran HK grubuna gore yaklasik dort kat diisiik bulundu (HK-ODCV gruplari
icin p=1,00; HK-YDCV gruplar i¢in p=0,792; ODCV-YDCV gruplart i¢in p=0,841) (Sekil
4). Caligma gruplarinin nefron fonksiyonlarina iliskin verileri ve karsilastirmalar1 Tablo 5°de

gosterilmistir.
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OKSIDATIF STRES PARAMETRELERI

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyi, HK grubunda SK grubuna
gore anlaml yiiksek bulundu (p=0,0101). C vitamini tedavisi uygulanan gruplarda istatistiksel
olarak MDA diizeyi SK grubundan farksiz bulundu (ODCV grubu p=0,0652; YDCV grubu
icin p=0,0534) (Sekil 5).

Saglikli kontrol grubuna gore yapilan karsilastirmada eritrosit ici KAT aktivitesi
gliserol uygulanan gruplarda SK grubuna gore istatistiksel olarak farksiz bulunmakla birlikte
HK grubu p=0,481; ODCV grubu p=0,423; YDCV grubu i¢in p=0,837), KAT degerinin SK
grubuna en benzer oldugu gruplar sirasiyla yiiksek ve diisiik doz C vitamini gruplar idi.
Calisma gruplariin eritrosit i¢i KAT aktiviteleri Sekil 6’da gdsterilmistir. Gruplarin oksidatif

stres gostergeleri ve istatistiki karsilagtirmalar1 Tablo 5°de gosterilmistir.
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I |
SK HK oDCV YDCV

Sekil 5. Calisma gruplarinin malonil dialdehit (pmol/mg protein) diizeylerinin
karsilastirmasi
HK Hastalikh kontrol; ODCV: Orta doz C vitamini; SK: Saghkh  kontrol;
YDCYV: Yiiksek doz C vitamini
Istatistiki karsilastrimada ‘Mann-Whitney U’ testi kullamilmistir
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Saglikli kontrol grubuna gore yapilan karsilastirmda serum SOD aktivitesi HK
grubunda SK grubuna gore anlaml yiiksek bulundu (p=0,028). C vitamini tedavisi uygulanan
gruplarda MDA diizeyi istatistiksel olarak SK grubundan farksiz bulundu (ODCV grubu
p=0,113; YDCV grubu i¢in p=0,211). Caligma gruplarinin antioksidan enzim aktiviteleri ve

karsilastirmalar1 Sekil 6’da gdsterilmistir.

B soD (Uiml)
B Katalaz (mu/ml)
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Sekil 6. Calisma gruplarimin antioksidan enzim diizeylerinin
karsilastrimasi
SOD: Serum siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi (U/ml), Katalaz:
Eritrosit ici katalaz enzim akivitesi (mu/ml)
HK: Hastalikh kontrol; ODCYV: Orta doz C vitamini;
SK: Saghklh kontrol; YDCYV: Yiiksek doz C vitamini
Istatistiki karsilastrimada ‘Mann-Whitney U’ testi kullamlmistir
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HiSTOLOJIK INCELEME BULGULARI

Hematoksilen-Eosin Boyal Bébrek Kesitlerinin inceleme Bulgular

Calismamizda; SK grubundaki ratlarin H+E boyali bobrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; tubiillerin normal yapida oldugu gézlendi (Sekil 7).

Hastaliklt kontrol grubundaki sicanlarin H+E boyali bobrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; en ¢arpict degisiklikler tubiillerde gozlenirken, glomeriillerde

belirgin bir degisiklik goriilmedi. Korteksteki proksimal tubiillerde nekrotik alanlara rastlandi.

Sekil 7. Saghklh kontrol grubuna ait bobreginin histolojik goriiniimii; H+E, X400

Distal tubiilde tikag seklinde dens proteindz madde birikimi izlendi. Tubiillerde belirgin bir
dilatasyon vardi. Proksimal tubiil epitellerinde hidropik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon
dikkati ¢ekti. Asir1 genisleme sonucu bazi tubiillerde hiicrelerin normal sekillerini kaybettigi
ve vyasst hiicre haline dontstigli izlendi. Proksimal tubiil hiicrelerinin sitoplazma
yogunlugunu kaybettigi, yer yer liimen icerisine dokiildiikleri, tubiil duvarinda kalanlarin ise
firgamsi1 kenar yapilarinin bozuldugu gozlendi (Sekil 8). Ayrica tika¢ ve nekroz olusumunun
semikantitatif degerlendirilmesi sonucu HK grubunda SK grubuna goére anlamli artmis tubiiler
nekroz (p=0,00027) ve tubiiler tika¢ olusumu (p=0,000013) izlendi (Tablo 6).
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Orta doz C vitamini grubundaki ratlarin H+E boyali bobrek kesitleri 151k

mikroskobunda incelendiginde; HK grubuna oranla proksimal tubiil epitelinde nekroz ve

distal tubiilde proteindz birikimlerde azalma goriildii.

Sekil 8. Hastalikli kontrol grubuna ait bobreginin histolojik goriniimii
Yildiz: Tikac olusumu, Okbasi: Nekrotik alanlar, Ince ok: Hidropik
sitoplazmik sismeler, Kalin ok: Dilate olmus tubiiller; H+E, X400

Tubiiler dilatasyonlarin ve tubiil hiicre hasarlarinin hastalikli kontrol deneklerine
oranla daha az oldugu dikkati c¢ekti. Tubiiler hiicrelerde hidropik sitoplazmik sisme ve
vakuolizasyonlarda azalma goriildii (Sekil 9). ODCV grubunda SK grubuna gore anlamli
artmis tubtiler nekroz (p=0,0019) ve tubiiler tika¢ olusumu (p=0,00078) izlendi. Ancak, HK
grubuna gore yapilan degerlendirmede tubiiler nekroz (p=0,0054) ve tubiiler tikag
olusumlarinin (p=0,00049) ODCV grubunda anlamli diizeyde hafif ger¢eklesmis oldugu
goriildii (Tablo 6).

47



Sekil 9. Orta doz C vitamini grubuna ait bobreginin histolojik goriiniimii
Yildiz: Tika¢ olusumu, Okbasi: Nekrotik alanlar, Ince ok: Hidropik
sitoplazmik sismeler, Kalin ok: Dilate olmus tubiiller; H+E, X400

Yiiksek doz C vitamini grubundaki siganlarin H+E boyali bobrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; tubiiler dilatasyon ve hidropik sitoplazmik sisme ve
vakuolizasyonun HK grubuna gore belirgin sekilde azaldigi, histolojik yapinin biiyiik oranda
korundugu gozlendi (Sekil 10). YDCV grubunda SK grubuna gore anlamli artmis tubiiler
nekroz (p=0,0068) ve tubiiler tika¢ olusumu (p=0,0068) izlendi. Ancak, HK grubuna gore
yapilan degerlendirmede tubiiler nekroz (p=0,011) ve tubiiler tika¢ olusumlarmin (p=0,00016)
YDCYV grubunda anlamli diizeyde hafif gerceklesmis oldugu goriildii. ODCV grubuna gore
yapilan karsilastirmada tubiiler tika¢ olusumunun YDCV grubunda anlamli (p=0,029), tubiiler
nekroz olusumunun ise istatistiki anlamlilik sinirinda ve belirgin (p=0,066) diisiik olarak

gerceklesmis oldugu saptandi (Tablo 6).
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Sekil 10. Yiiksek doz C vitamini grubuna ait bébreginin histolojik goriiniimii
Yildiz: Tika¢ olusumu, Okbasi: Nekrotik alanlar, Ince ok: Hidropik
sitoplazmik sismeler, Kalin ok: Dilate olmus tubiiller; H+E, X400

Tablo 6. Kontrol ve deney gruplarina ait nekroz ve tika¢ olusumunun semikantitatif

degerlendirmesi
SK HK p= ODCV p= YDCV p=
Nekroz - ++ 0,00027 +* 0,0019 +* 0,0068
Tikag - - 0,000013 ok 0,00078 +H* /A 0,0068
olusumu

HK: Hastalikli kontrol; ODCV: Orta doz C vitamini; SK: Saglikli kontrol; YDCV: Yiiksek doz C vitamini.
Nekroz veya tikag olusumu: yok (-), nadir (), az(+), orta (++), fazla (+++), ¢ok fazla (++++)
Istatistiksel karsilastirmada ‘Ki-kare’ testi kullanilmistir. p degeri SK grubu ile gliserol uygulanan gruplar
arasindaki istatistiksel farki gostermektedir. HK grubu ile C vitamini uygulanan gruplarin degerlerinin istatistiki

kargilagtirmasinda
karsilastirmasinda #=p<0,029

*=p<0.05,

**p<0,0005;

ODCV ve
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IMMUNHISTOKIMYASAL iNCELEME BULGULARI

TUNEL (Apoptotik Hiicre) Boyama Bulgular:

Saglikli kontrol grubuna ait bobrek kesitlerinin apoptozisi gostermesi agisindan
TUNEL boyasi1 yapildiktan sonra gerceklestirilen semikantitatif analizde tubiil epitelyum
hiicrelerinde TUNEL reaktivitesinin oldukca az oldugu gorildii (Sekil 11).
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Sekil 11. Saghkh kontrol grubuna ait bobrek kesitinde TUNEL boyamasi
Ok: TUNEL pozitif hiicreler; TUNEL boyasi, X400

Hastalikli kontrol grubuna ait bobrek kesitlerinin apoptozisi gostermesi agisindan
TUNEL boyast yapildiktan sonra gergeklestirilen semikantitatif analizde tubiil epitel
hiicrelerinde TUNEL reaktivitesinin oldukga fazla oldugu saptandi (Sekil 12). HK grubuna ait

TUNEL boyamanin semikantitatif inceleme sonuglari Tablo 7°de gdsterilmistir.
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Sekil 12. Hastaliklh kontrol grubuna ait bobrek kesitinde TUNEL boyamasi
Ok: TUNEL pozitif hiicreler, Yildiz: Tika¢ olusumu; TUNEL boyasi, X400

Orta doz C vitamini grubuna ait bobrek kesitlerinin apoptozisi gostermesi agisindan
TUNEL boyamas1 yapildiktan sonra gergeklestirilen semikantitatif analizinde, tubiil epitel
hiicrelerindeki TUNEL reaktivitesinin hastalikli kontrol grubuna gore belirgin azaldig: tespit
edildi (Sekil 13). ODCV grubuna ait TUNEL boyamanin semikantitatif inceleme bulgular
Tablo 7°de gosterilmistir.
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Sekil 13. Orta doz C vitamini grubuna ait bobrek kesitinde TUNEL boyamasi
Ok: TUNEL pozitif hiicreler, Yildiz: Tika¢ olusumu; TUNEL boyasi, X400

Yiiksek doz C vitamini grubuna ait bobrek kesitlerinin apoptozisi géstermesi agisindan
TUNEL boyamast yapildiktan sonra gergeklestirilen semikantitatif analizinde, tubiil epitel
hiicrelerindeki TUNEL reaktivitesinin hastalikli kontrol grubuna gore oldukca azaldig: tespit
edildi (Sekil 14). YDCV grubuna ait TUNEL boyamanin semikantitatif inceleme bulgular
Tablo 7°de gosterilmistir.
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Sekil 14. Yiiksek doz C vitamini grubuna ait bobrek kesitinde TUNEL

boyamasi Ok: TUNEL pozitif hiicreler, Yildiz: Tika¢ olusumu;
TUNEL boyasi, X400

Tablo 7. Kontrol ve deney gruplarina ait TUNEL pozitif (apoptotik) hiicrelerin
semikantitatif degerlendirmesi

SK HK p= ODCV | p= | YDCV | p=

Apoptotik - ++++ | 0,000013 | +++* | 0,00027 | ++**/% | 0,00027
Hiicre sayisi

HK: Hastalikli kontrol; ODCV: Orta doz C vitamini; SK: Saglikli kontrol; YDCV: Yiiksek doz C vitamini.
Apoptotik hiicre sayisi: yok (-), nadir (£), az(+), orta (++), fazla (+++), cok fazla (++++).

Istatistiksel kargilastirmada ‘Ki-kare’ testi kullamlmustir. p degeri SK grubu ile gliserol uygulanan gruplar
arasindaki istatistiksel farki gostermektedir. HK grubu ile C vitamini uygulanan gruplarin degerlerinin istatistiki
kargilagtirmasinda  *=p<0.05, **p<0,0005; ODCV ve YDCV gruplarinin degerlerinin istatistiki
karsilagtirmasinda #=p<0,025

GLISEROL UYGULANAN GRUPLARDA BAZAL VERILER ARASINDAKI
COKLU ILISKILER

GFR Degeri ile Diger Bazal Veriler Arasindaki Coklu iliskiler

Gliserol uygulanan tiim gruplardaki (HK, ODCV ve YDCV gruplar1) verilerin birlikte
almarak yapilan degerlendirmede GFR degeri ile, tubiiler hiicre nekrozu (-r=0,581;
p=0,0008), tubuler tika¢ olusumu (-r=0,575; p=0,0009), tubiiler apoptotik hiicre varlig1 (-
r=0,528; p=0,003), serum kreatinin (-r=0,512; p=0,004), serum potasyum (-r=0,462;
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p=0,009), ve serum fosforu (-r=0,405; p=0,029) arasinda negatif dogrusal iliski saptandi

(Tablo 8).

Tablo 8. Gliserol uygulanan gruplarda kreatinin klerensi degeri ile diger bazal veriler

arasindaki ¢oklu iliskiler

Veriler r= p=*
Tubiiler hiicre nekrozu -0,581 0,0008
Tubiiler tikac¢ olusumu -0,575 0,0009
Tubiiler apoptotik hiicre varhg: -0,528 0,003
Serum Kkreatinin -0,512 0,004
Serum potasyum -0,462 0,009
Serum fosforu -0,405 0,029

Istatistiksel analiz: *=kreatinin klerensi degeri ile diger parametrik veriler arasindaki ¢oklu iliski arastiriimasinda

‘Pearson’ korelasyon testi kullanildi.

Tubiiler Hiicre Nekrozu ile Diger Bazal Veriler Arasindaki Coklu Tliskiler

Gliserol uygulanan tiim gruplardaki (HK, ODCV ve YDCV gruplar1) verilerin birlikte

alimmasiyla yapilan degerlendirmede tubiiler hiicre nekrozu ile, tubiiler apoptotik hiicre varligi
(r=0,889; p<0,000001), tubiiler tika¢ olusumu (r=0,816; p<0,000001), serum MDA diizeyi
(r=0,547; p=0,002) ve serum kreatinin degeri (r=0,404; p=0,03) pozitif; GFR degeri arasinda

(-r=0,581; p=0,0008) negatif dogrusal iligki saptandi (Tablo 9).

Tablo 9. Gliserol uygulanan gruplarda tubiiler hiicre nekrozu ile diger bazal veriler

arasindaki coklu iliskiler

Veriler r= p=*
Tubiiler apoptotik hiicre varhg: 0,889 <0,000001
Tubiiler tika¢ olusumu 0,816 <0,000001
Kreatinin klerensi -0,581 0,0008
Serum Malonil Dialdehit diizeyi 0,547 0,002
Serum Kkreatinin 0,404 0,03

*= Tubiiler hiicre nekrozu ile diger parametrik veriler arasindaki c¢oklu iligki arastirilmasinda Spearman

korelasyon testi kullanildi.
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Tubiiler Tika¢ Olusumu ile Diger Bazal Veriler Arasindaki Coklu Mliskiler

Gliserol uygulanan tiim gruplardaki (HK, ODCV ve YDCV gruplari) verileri birlikte
alarak yapilan degerlendirmede tubiiler tika¢ olusumu ile, tubiiler apoptotik hiicre varligi
(r=0,906; p<0,000001),tubiiler hiicre nekrozu (r=0,816; p<0,000001), serum kreatinin degeri
(r=0,384; p=0,036) pozitif dogrusal; GFR degeri arasinda (-r=0.575; p=0,0009) negatif
dogrusal iliski saptandi (Tablo 10). Bu iliskilerin disinda tubiiler tika¢ olusumu ile serum
MDA diizey arasinda serum MDA diizeyi (r=0,324; p=0,08) (Sekil 15), istatistiki anlamlilik

siirinda pozitif dogrusal iligki oldugu g6zlendi.

Tablo 10. Gliserol uygulanan gruplarda tubiiler tikac olusumu ile diger bazal veriler
arasindaki coklu iliskiler

Veriler r= p=*
Tubiiler apoptotik hiicre varhg: 0,906 <0,000001
Tubiiler hiicre nekrozu 0,816 <0,000001
Kreatinin klerensi -0,575 0,0009
Serum Kreatinin 0,384 0,036
Serum Malonil dialdehit diizeyi 0,324 0,08

*= Tubiler tika¢ olusumu ile diger parametrik veriler arasindaki ¢oklu iliski arastirilmasinda ‘Spearman’
korelasyon testi kullanildi.

Tubiiler Apoptotik Hiicre Varhg: ile Diger Bazal Veriler Arasindaki Coklu
Mliskiler

Gliserol uygulanan tiim gruplardaki (HK, ODCV ve YDCV gruplar1) verileri birlikte
aliarak yapilan degerlendirmede tubiiler apoptotik hiicre varligi ile, tubiiler tika¢ olusumu
(r=0,906; p<0,000001),tubiiler hiicre nekrozu (r=0,889; p<0,000001), MDA diizeyi (r=0,395;
p=0,003) (Sekil 15), serum kreatinin degeri (r=0,364; p=0,048) pozitif dogrusal; GFR degeri
arasinda (-r=0.528; p=0,003) negatif dogrusal iligki saptandi (Tablo 11).
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Tablo 11. Gliserol uygulanan gruplarda tubiiler apoptotik hiicre varhgi ile diger bazal
veriler arasindaki ¢oklu iliskiler

Veriler r= p=*
Tubiiler tika¢ olusumu 0,906 <0,000001
Tubiiler hiicre nekrozu 0,889 <0,000001
Kreatinin klerensi -0,528 0,003
Serum MDA 0,395 0,03
Serum kreatinin 0,364 0,048

*= Tubiiler tika¢ olusumu ile diger parametrik veriler arasindaki ¢oklu iliski arastirilmasinda ‘Spearman’
korelasyon testi kullanildi.
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Sekil 15: Gliserol uygulanan gruplarda tubuler hiicre nekrozu ile GFR (ul/dk) ve serum MDA (pmol/mg protein) arasindaki iliski
GFR: Endojenik kreatininle hesaplanan glomeriiler filtrasyon hizi; MDA: malonil dialdehid
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Tablo 12. Sa

Parametre

Ure
(mg/dl)

sKr
(mg/dl)

T.
protein
(gr/dl)

Alb
(gr/dl)

(mmol/L)

ulari

K+
(mmol/L)

C a+2
(mg/dl)

P
(mg/dl)

Hb
(gr/dl)

PLT
(/mm3)

29

0,4

5,9

1,3

140

6,4

9.8

7,1

12,8

710.000

30

0,5

6,6

1,4

145

6,0

10,0

9,5

17,2

898.000

37

0,4

6,0

1,2

143

5,6

9,5

7,5

12,4

764.000

37

0,4

5.8

1,3

142

5,7

9,5

7,8

15,4

924.000

34

0,4

5,0

1,4

141

6,2

9,7

7,1

15,6

868.000

36

0,6

5,3

1,1

142

5,4

9,3

7,6

15,4

924.000

33

0,4

5,5

1,2

143

55

9,2

7,0

13,2

686.000

RNUA[([ NN W(N| =

33

0,6

5,7

1,5

140

5,1

9.4

8,5

15,4

922.000

o

30

0,5

6,2

1,4

142

5.4

9,5

6,9

13,2

378.000

Alb: Albiimin; BK: Beyaz kiire; Ca™: Kalsiyum; Hb: Hemoglobin; P: Fosfor; PLT: Platelet; K': Potasyum; sKr: serum kreatinin; Na*: Sodyum; T. protein: Total

protein.
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Tablo 12. (Devam) Saghkh kontrol grubunun demografik 6zellikleri ve laboratuar bulgular

Parametre KAT NAG/uKr Idrar miktar GFR UAA/uKr
(mU/ml) (IU/pmol) (ml) (nl/dk) (pg/pmol)
0,42 0,5 7,5 2330,5 2,62
9,94 2,0 3,5 761.,4 0,89
11,82 2,3 3,0 8439 0,76
2,15 1,7 1,8 367,8 1,43
5,02 1,2 1,7 625.5 0,32
0,11 1,4 5,5 865,0 4,17
6,09 1,0 7,0 1213,3 1,33
0,07 1,3 18,0 1258,3 6,83
7,54 8,0 4,0 658.,3 1,94

GFR: Glomeriiler filtrasyon hizi; KAT: Katalaz; MDA: Malonil dialdehit; NAG/uKr: N-asetil glukozaminidaz/Uriner kreatinin oran1; SOD: Siiperoksit dismutaz;

UAA/uKr: Uriner albumin atilimi/Uriner kreatinin atilimina orani. TUNEL ile gosterilen apoptotik hiicre say1si: yok (-), nadir (), az(+), orta (++), fazla (+++), ¢ok fazla
(++++).

1
2
3
4
5
6
7
8

=)
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Tablo 13. Hastalikli kontrol

Parametre

Ure
(mg/dl)

Kreatinin
(mg/dl)

T.
protein
(gr/dl)

Alb
(gr/dl)

Na®
(mmol/L)

srubunun demografik o6zellikleri ve laboratuar bulgular

(mmol/L)

C a+2
(mg/dl)

P
(mg/dl)

Hb
(gr/dl)

PLT
(/mm3)

616

8,3

4,5

0,9

130

7,0

10,6

18,1

12,8

732.000

499

8,1

5,3

1,0

137

7,0

9,2

16,5

13,2

970.000

455

8,3

5,2

0,9

135

8,4

9,5

40,9

13,4

834.000

475

6,5

5,5

1,2

136

7,3

9,6

11,0

12,0

942.000

457

7,1

5,1

1,0

137

5,2

9,7

13,6

11,8

742.000

601

7,8

5,3

1,2

138

7,0

9,6

18,5

12,8

1.146.000

666

7,3

4,9

1,1

133

6,7

9,5

28,3

11,6

302.000

628

6,7

4,6

1,1

129

7,1

8,2

17,7

9,2

722.000

1
2
3
4
5
6
7
8
9

511

7,0

5,0

1,3

134

6,9

13,5

24,2

15,0

918.000

[y
[—]

458

7,4

5,8

1,1

140

6,2

9,3

12,1

12,0

854.000

Alb: Albiimin; BK: Beyaz kiire; Ca™: Kalsiyum; Hb: Hemoglobin; P: Fosfor; PLT: Platelet; K': Potasyum; sKr: serum kreatinin; Na*: Sodyum; T. protein: Total

protein.
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Tablo 13. (Devam) Hastalikh kontrol

Parametre

KAT
(mU/ml)

NAG/uKr
(IU/pmol)

idrar
miktari
(ml)

GFR
(nl/dk)

ulari

UAA/uKr
(ng/pmol)

NEKROZ

0

0

0,86

0

0

2,52

0

0

1,19

8,0

2,83

5,5

7,28

1,0

4,0

1,07

1,5

O[R[N N[ AW -

1,46

1,7

ek
—J

GFR: Glomgrﬁler filtrasyon hizi; KAT: Katalaz; MDA: Malonil dialdehit; NAG/uKr: N-asetil glukozaminidaz/Uriner kreatinin orani; SOD: Siiperoksit dismutaz;
UAA/uKr: Uriner albumin atilimi/Uriner kreatinin atilimina orani. TUNEL ile gosterilen apoptotik hiicre sayisi: yok (-), nadir (£), az(+), orta (++), fazla (+++), cok fazla

(++++).

0,15
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Parametre

ik
kilo
(gr)

Tablo 14. Orta doz C vitamini

Son
kilo
(gr)

Ure
(mg/dl)

sKr
(mg/dl)

protein
(gr/dl)

Alb
(gr/dl)

Na"
(mmol/L)

osrubunun demografik ozellikleri ve laboratuar bulgular:

(mmol/L)

Ca® P
(mg/dl) | (mg/dl)

Hb
(gr/dl)

PLT
(/mm3)

440

425

539

8,2

5.4

1,1

133

8,2

9,6 17,0

10,6

1.010.000

438

425

441

7,9

5,2

1,2

136

6,5

9,6 12,5

13,6

724.000

337

322

577

7,1

5,6

1,3

136

6,6

9,6 17,7

12,0

776.000

335

337

655

6,7

5,0

1,0

130

8,3

9,5 11,3

14,4

830.000

422

439

599

7,4

5,1

1,1

136

8,1

10,5 17,2

10,4

806.000

435

418

588

7,6

5,2

1,2

135

7,2

9,5 19,4

11,2

872.000

423

412

568

7,9

5,7

1,2

135

7,1

9,3 15,9

11,0

952.000

336

313

370

5,0

5.3

1,0

139

5,1

10,5 11,0

12,2

922.000

1
2
3
4
5
6
7
8
9

430

427

564

5,5

4,3

0,9

128

6,8

10,8 24,9

15,8

938.000

[y
[—]

450

443

330

4,5

4,7

1,0

129

8,8

10,1 -

13,4

302.000

Alb: Albiimin; BK: Beyaz kiire; Ca™: Kalsiyum; Hb: Hemoglobin; P: Fosfor; PLT: Platelet; K': Potasyum; sKr: serum kreatinin; Na*: Sodyum; T. protein: Total

protein.
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Tablo 14. (Devam) Orta doz C vitamini grubunun demografik ézellikleri ve laboratuar bul

Parametre

KAT
(mU/ml)

NAG/uKr
(IU/pmol)

idrar
miktari
(ml)

GFR
(nl/dk)

ulari
UAA/uKr
(ng/pmol)

NEKROZ

2,97

3,0

3.4

7,23

++

3,58

0

0

0,22

5,0

15,99

0,53

1,6

4,6

8,60

0,13

2,5

9,0

9,91

4,92

5,7

3,67

4,01

44

20,78

4,81

11,6

20,97

1
2
3
4
5
6
7
8
9

1,0

26,00

ek
=]

GFR: Glomeriiler filtrasyon hizi; KAT: Katalaz; MDA: Malonil dialdehit; NAG/uKr: N-asetil glukozaminidaz/Uriner kreatinin oran1; SOD: Siiperoksit dismutaz;
UAA/uKr: Uriner albumin atilim1/Uriner kreatinin atilimima oran1. TUNEL ile gésterilen apoptotik hiicre sayist: yok (-), nadir (£), az(+), orta (++), fazla (+++), ok fazla

(++++).
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Tablo 15. Yiiksek doz C vitamini grubunun demografik 6zellikleri ve laboratuar bulgulari

Parametre

Ure
(mg/dl)

sKr
(mg/dl)

T.
protein
(gr/dl)

Alb
(gr/dl)

Na®
(mmol/L)

(mmol/L)

Ca+2
(mg/dl)

P
(mg/dl)

Hb
(gr/dl)

PLT
(/mm3)

499

7,6

4,9

1,0

134

6,3

9,2

18,9

8,0

566.000

657

7,9

4,9

1,1

132

6,7

9,1

22,0

13,4

678.000

539

7,3

5,4

1,2

138

8,3

10,2

18,6

13,2

1.198.000

534

6,54

53

1,0

134

8,8

9,3

11,0

11,4

860.000

473

7,0

4,9

1,1

132

5,5

9,4

10,6

10,0

654.000

412

4,56

5,0

1,2

136

5,7

9.4

9,3

547

6,35

44

1,1

134

7,0

8,8

19,1

12,8

844.000

528

6,53

5,4

1,2

135

6.8

10,1

11,1

10,2

1
2
3
4
5
6
7
8
9

306

4,33

5,4

1,3

137

4,8

10,3

9,7

10,4

590.000

ek
=]

353

5,87

4,5

0,9

118

8,9

11,0

25,5

13,0

878.000

Alb: Albiimin; BK: Beyaz kiire; Ca™: Kalsiyum; Hb: Hemoglobin; P: Fosfor; PLT: Platelet; K': Potasyum; sKr: serum kreatinin; Na*: Sodyum; T. protein: Total

protein.
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Tablo 15. (Devam) Yiiksek doz C vitamini grubunun demografik 6zellikleri ve laboratuar bulgular:

Parametre KAT NAG/uKr idrar | GFR | UAA/uKr
(mU/ml) (IU/pmol) miktar | (ul/dKk) | (ng/pmol) NEKROZ
(ml)
- 10,1 8,0 16,3 242
3,79 19,9 15,2 36,5 27,4
2,21 - 15,0 34,7 9,8
- - 3,0 7,8 18,0
- 11,6 10,7 23,5 7,2
2,77 1,2 12,0 89,1 2,7
1,40 2,9 4,6 10,4
5,55 3,7 12,8 22,0
1,03 16,0 64,6 2,1
6,38 1,5 6,2 6,8

GFR: Glomgrﬁler filtrasyon hizi; KAT: Katalaz; MDA: Malonil dialdehit; NAG/uKr: N-asetil glukozaminidaz/Uriner kreatinin oran1; SOD: Siiperoksit dismutaz;
UAA/uKr: Uriner albumin atilimi/Uriner kreatinin atilimina orani. TUNEL ile gosterilen apoptotik hiicre sayisi: yok (-), nadir (£), az(+), orta (++), fazla (+++), ¢cok fazla
(+H+).

1
2
3
4
5
6
7
8
9

[y
[—]
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TARTISMA

Travmatik kas dokusu hasarina bagli gelisen MABY savaslarda ve deprem gibi dogal
felaketler sirasinda epidemik diizeylere ulasabilmektedir (4, 5, 45, 48, 56). Ge¢misteki
deprem kayitlar1 incelendiginde {iilkemizin oldukg¢a yiiksek sismisiteye sahip oldugu
goriilmektedir. Ulkemizde 1900-1999 yillarr arasinda 131 adet hasar yapan deprem meydana
gelmis ve bu depremler 398.331 binanin yikilmasina veya agir hasara ugramasina ve 65.662
insanin 6lmesine neden olmustur. Bu rakamlara gore Tiirkiye’de ortalama her 8 ayda bir hasar
yapan deprem olusmakta ve bu depremler ortalama olarak her yil 4.024 binanin yikilmasina
ve bine yakin insanimizin dlmesine neden olmaktadir (51). Golciikk’te 1999 yilinda
gergceklesen Maramara depremi, 16 milyon insanimizin yasadigi bolgede etkili olmustur (4).
Bu depremde ¢esitli hastanelere yatirilan yaklasik 24.000 hastanin 639’unda (% 12) MABY
gelismis, 477 (% 9) vakaya akut diyaliz tedavisi uygulanmak zorunda kalimilmistir (4). Yakin
zamanda Kuzey Anadolu fayinda yikic1 bir deprem beklentisi vardir. Bu baglamda, tilkemizin
en biiyiik sanayi, ticaret ve kiiltiir kenti olan Istanbul’da 5 yil igerisinde % 32+12 ve 25 yil
icerisinde % 62415 lik biiyiik deprem riskinin s6z konusu oldugu bildirilmektedir (52). Biiyiik
dogal felaketler sirasinda, Marmara depreminde de goriildiigii iizere sagalitim hizmetlerinin
sunulmasinda biiyiik zorluklar yasanmaktir (4, 50). Hasar goren, yikilan binalar ve lojistik
yetersizlikler nedeni ile hasta takip-tedavisi ile diyaliz hizmetlerinde biiyiilk aksamalar
yasanabilmekte, bu durum gogiik altindan kurtarilan ve diyaliz tedavisi gerektirecek agirlikta
nefron fonksiyon bozuklugu gelismis hastalarin sagkalimini olumsuz yonde etkilemektedir (4,

41, 42, 45). Bu nedenle, 6zellikle iilkemiz gibi gociik altinda kalma olaylar1 ve deprem gibi
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dogal felaketlerin sik goriildiigii yerlerde MABY gelisimini ve diyaliz tedavisi ihtiyacini
azaltici tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi toplum sagligi agisindan oncelik kazanmaktadir.

Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezliginin arastirilmasi amaciyla aralarinda; 6zel
sikistiricr diizenek ile kas {izerine bas1 yapilmasi, atlardan elde edilen miyoglobinin iv yoldan
ratlara uygulanmasi ve ratlardan elde edilen kas dokusunun izotonik ile homojenize edilerek
saglanan silipernatanin femoral venden injeksiyonu gibi deneysel yontemler tanimlanmigtir
(98-102). Giiniimiizde MABY gelistirilmesi i¢in en sik kullanilan yontem ratlarin bilateral alt
ekstremitesine gliserol injeksiyonu ile ATN gelistirilmesi olup bu ydntem insanda gelisen
MABY modeline esdeger olarak kabul edilmistir (5, 22, 103). Gliserol uygulanan ratlarda, SK
grubuna gore serumda iire ve kreatinin degerlerinde anlamli yiikseklik, GFR degerlerinde
anlamli diistikliik gelismesi, histopatolojik incelemede tubiiler hiicrelerde nekroz ve apoptotik
hiicre artisi, tubiiler llimende tikag varlig1 deneysel modelin bagarili oldugunu gostermistir (5,
22,97).

Calismamizda, gliserol uygulanan tiim ratlarin verileri birlikte alinarak yapilan ¢oklu
iligski analizinde endojenik kreatininle belirlenen GFR’nin, tubiiler hiicre nekrozu ve TUNEL
yontemi ile saptanan tubiiler apoptotik hiicre sayisi, lipid peroksidadasyonu-oksidatif stres
artisginin gostergesi olan MDA diizeyleri ile iligkilili bulunmustur. Ayrica, HK grubunda
MDA diizeyi SK grubuna gore 2,7 kat ve istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur. Bu
iki bulgumuz, MABY gelisimine oksidatif stresin dnemli rol aldigii diisiindiirmiistiir.
Travmatik kas hasar1 sonucu gelisen iskemi, Na/K ATPaz pompa inhibisyonu ile sodyumun
kas hiicresi disina ¢ikarilamasina ve hiicre i¢i 6dem gelisimine yol agar. Hasarlanmis kaslarda
on litreyi asan s1vi birikimi olusabilir (53, 54). Sivinin hasarli hiicrelerde depolanmasi gelisen
hipovolemiye bagli bobrek kan akimi azalmasi, MABY gelisimini kolaylastiran 6nemli bir
faktor olarak ortaya ¢ikar. Hipovolemiye ikincil renin-anjiotensin sistemi, sempatik sinir
sistemi aktivasyonu ve vazopressin artist ile bobrek arterlerinde vazokonstriksiyon gelisir
(55). Gelisen iskeminin etkisi ile biitiinliigli bozulan kas hiicresinin, toksik sitoplazmik
iceriginin dolasima gecisinin uyardigi endotelin, tromboksan A2, tiimor nekrozitan faktor a,
F-2 izoprostan artigi; ayrica renal mikro-sirkiilasyonda vazodilatatér olarak etkili olan
NO’nun miyoglobin tarafindan yakalanarak biyolojik aktivitesinin azalmasinin da renal
vazokonstriksiyonun siddetlenmesine yol acgarak tubiiler hasar gelisimine katkida bulundugu
gosterilmistir (6, 57). Calismamizdaki bulguya benzer sekilde, giderek artan sayidaki veriler

oksidatif stres artisinin da MABY patogenezinde 6nemli rol oynadigint diisiindiirmektedir
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(22, 35, 59, 60, 97). Renal hipoperfiizyon/vazokonstriksiyon sirasinda ATP hipoksantine
dontismekte, O, varliginda bu hipoksantin’in ksantin oksidaz katalizorliigiinde hipoksantine
cevrilmesi ile O, iiretilmektedir (8). Ote yandan, kas hiicre hasar1 ile dolasima gecen
miyoglobin, molekiil biiyiikliigii nedeni ile kolayca glomertiler filtrasyona ugrar ve tubiiler
sisteme ulasir (5). Burada porfirin halkasi hizla katabolize olur bdylece serbest demir aciga
cikar (9, 10). Serbest demir, ‘Haber-Weiss’ ve ‘Fenton’ reaksiyonlarina girerek, ROP’lerden
olan H,O, ve O™ ve OH™" olusmasina yol acar (9, 10). OH™’in ¢oklu doymamis yag
asitlerinden H"i almasi ile lipid peroksidasyonu baslar (10). Tiim bu reaksiyonlarin ek olarak
miyoglobinin kendisi de direk olarak tubiiler hiicre diizeyinde lipid peroksidasyon
reaksiyonlarini tetikler (95). Lipid peroksitlerin birikimi ile agir tubiiler hiicre hasar1 ve
ABY ’ye ulasabilen agir fonksiyon bozuklugu gelisebilir (10).

Rabdomiyoliz ¢izgili kas hasar1 sonras1 elektrolit, miyoglobin ve diger sarkoplazmik
proteinlerin dolasima dagilmalarina verilen addir (55). Rabdomiyoliz ABY’nin temel
nedenlerinden bir tanesidir ve yakin zamanda yapilan ¢alismalar patofizyolojinin daha net
anlagilmasini saglamistir. Renal yetersizlik hipovolemi, oksidatif strese bagl tubiiler hasar,
renal vazokonstriksiyon ve tubiiler obstriiksiyona bagl gelisir (57).

C vitamini’nin oksidatif doku hasarina karsi koruyucu etkileri ¢esitli deneysel
modellerde arastirilmistir (17-21). Ratlarda parasetamole, arsenige, sisplatine ve vankomisine
bagli nefrotoksite modellerinde (17-20); kobaylarda gentamisine bagli nefrotoksitede C
vitamini’nin oksidatif hasar1 dnleyerek nefron fonksiyonunu koruyucu etkileri gosterilmistir.
C vitamini suda eriyen ve biyolojik sivilarda bulunan giiglii bir antioksidandir (104-106).
Dokularda bir enzimin katalitik aracilig1 olmadan da kolayca dehidroaskorbik aside oksitlenir,
boylelikle iki H' serbest kalir. Bu 6zelligi nedeniyle C vitamini indirgeyici 6zellik gdsterir.
Dehidro askorbik asit, ortamdan iki H' alarak hizla C vitaminine (askorbik aside)
indirgenebilir (14). C vitamini’nin ROR ve RNP ile direk reaksiyona girerek zararl etkilerini
ve oksidatif doku hasarlarin1 azaltti§i gdosterilmistir (104-106). Lipid peroksidasyon
reaksiyonunu baglatabilme 6zelligi bilinen OH "’in yan1 sira O™, 1AgO,, peroksil radikal,
nitrojen peroksit; ayrica hipoklorik asit, ozon, nitroksit ve ONOO™’de C vitaminin hedefidir
(104-106). Bu yolla C vitamini serbest radikal zinciri reaksiyonlarini1 kirar, antioksidan
enzimlerin tiiketimini azaltir, biyolojik 6nemi olan lipid, protein, niikleik asit gibi molekiilleri

oksidatif hasardan korur.
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Calismamizda, C vitamini uygulanan ratlarda HK grubuna gore bobrek hasarinin daha
diisiik diizeyde gergeklesmis oldugu gozlenmistir. Yiiksek doz C vitamini uygulanan ratlarda
GFR degerinin HK grubuna gore anlamli yiiksek oldugu saptanmistir. Gerek orta gerek
yiiksek doz C vitamini uygulanan ratlarda istatistiki anlamlilik diizeyine ulasmamakla birlikte
serumda kreatinin, idrarda UAA/uKr ve NAG/uKr oranlarinin HK grubu verilerine gore daha
diisiik oldugu belirlenmistir. Bu biyokimyasal gostergelerin yanisira, C vitamini uygulanan
ratlarda tubiiler hiicre nekrozu, apoptotik tubiiler hiicre varlig1 ve tubiiler tikag gelisiminin HK
grubuna gore anlamli derecede daha az oranda gelistigi goriilmiistiir. MABY gelisiminde
onemli rol aldigimi belirledigimiz oksidatif hasar tiriini MDA diizeylerinin HK grubunda SK
grubuna gore anlamli artmis olmasia ragmen orta ve yiiksek doz C vitamini uygulanan
ratlarda MDA diizeylerinin SK grubundan istatistiksel farklilik gostermemesi, benzer sekilde
antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir 6gesi olan SOD diizeyleri HK grubunda SK
grubuna gore anlamli olarak diigiikk olmasina karsin C vitamini uygulanan ratlarda istatistiksel
olarak SK grubu ile benzer olmasi, C vitamini’nin direk antioksidan 6zellikleri ile (OH™", O™
ve 1Ag0O, temizleyici etki) kas hiicre hasar1 sonucu gelisen bobrek bozulmasini dnleyici etki
gostermis olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Ozellikle hipovolemi varliginda bdbrek kanlanmasmin saglanmasinda NO 6nemli
gorev alir. Rabdomiyoliz siirecinde dolasima gegen miyoglobin, direkt NO tutucu etkisi ile
biyoyararliligini azaltir (6, 58). Ote yandan, hipoperfiizyon/vazokonstriksiyon sartlarinda
dolasimda ve renal dokuda artan O, ", NO’e biiyiik bir afinite ile baglanir ve NO’1 toksik olan
ONOO™’e doniistiiriir. Miyoglobinin’in direk tutucu etkisi ve oksidatif stres sonucu ¢ok giiglii
vazodilatator olan NO’in biyoyarliliginin azalmasi MABY siirecinde ortaya ¢ikmis olan renal
vazokonstriksiyonu daha da artirarak tubiiler hiicre hasar1 gelisimi ve nefron fonksiyon
bozukluguna katkida bulunur (107, 108). Bilinen en toksik RNP olan ONOQO™ etkisi ile DNA
bazlarinin, lipidlerin ve proteinlerin nitrasyonu ile ortaya ¢ikan ‘nitrozatif stres’ ile bobrek
hasar1 daha da belirginlesir (66). C vitamini’nin oksidatif stresi azaltarak NO biyoyaraliligini
dolayisiyla NO etkisi ile gelisen vaskiiler dilatasyonu artirdigi gosterilmistir (16). C
vitamini’nin, yukarida Ozetlenen oksidatif stresi azaltici direkt etkilerinin yanm1 sira NO
biyoyararliligint bdylece bobrek kanlanmasini artirici, renal vazokonstriksiyonu azaltict
indirekt etkilerinin de calismamizda gozlenen MABY gelisimini yavaglatict etkiye katkida

bulunmus olabilecegini diisiiniiyoruz (5).
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Oksidatif ve nitrozatif stresi azaltici etkilerine ek olarak C vitamini’nin diger
antioksidan molekiillerin rejenerasyonuna katkida bulundugu da gosterilmistir. E vitamini
(alfa-tokoferol) toksik peroksil radikal ile reaksiyona girerek alfa-tokoferol’un fenoksi
radikali olusur, boylelikle giiclii antioksidan etki gelisir (13, 109). Stoyanovsky ve ark, (110)
C vitamini’nin retinada vitamin E rejenerasyonunu sagladigini bildirmislerdir. Giigli
antioksidan olan glutatyon eksikligi olan rat ve kobaylarin yasamlarinin ilk giinlerinde
proksimal tubul, karaciger, akciger ve beyinde gelisen oksidatif hasar sonucu kaybedildikleri,
bu hayvanalara C vitamini uygulanmasinin glutatyon sentezini saglayarak oksidatif doku
hasarlarint engelledigi gosterilmistir (109). Rabdomiyoliz sirasinda gelisen hipovolemi-
vazokonstriksiyon etkisi ile bobrek kan akimi ve O, sunumu azalir. O, ag¢lhigina bagh tubiiler
hiicrelerde mitokondrial oksidatif reaksiyonlar yavaglar, ATP iiretimi azalir (111). Oksidatif
hiicre membran hasarinin tamiri zorlasir. L-karnitin (B-hidroksi-y-N-trimetil amonyum-
butirat) uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriye tasinarak oksidasyonunu kolaylastiran,
hiicre ATP iiretimini artiran molekiildiir (111). Bu yolla, oksidatif hiicre membran hasarinin
tamirini kolaylastirarak sekonder antioksidan etki sergiler (112). C vitamini’nin L-karnitin
biyosentezini artirdigt (94), L-karnitin tedavisinin deneysel modelde MABY gelisimini
azalttig1 gosterilmistir (97). Tiim bu indirekt antioksidan etkilerinde, deney hayvanlarimizda
gliserol ile olusturdugumuz MABY siirecinde gelisen oksidatif hasarin siddetinin azalmasina
katkida bulunmus olmasi olasidir. MABY siirecinde miyoglobinin kendisi de okside olarak
(ferril- miyoglobin) lipid peroksidasyon gelisimine yol agabilir. Glaris ve ark (95) diger
antioksidanlardan farkli olarak, C vitamini’nin toksik ferril-miyoglobin olusumunu da etkili
sekilde azalttifin1 gostermislerdir. Travmatik kas hasar1 sonucu gelisen kas hiicre nekrozu ile
bol miktarda miyoglobin kas hiicre sitoplazmasindan dolagima geg¢mekte, molekiil
biiylikliigiiniin yaklasik 19 kD olmasi dolasimdaki miyoglobin’in glomeriilden filtre olarak
tubiiler sisteme gecisini, tubiiler hasar gelisimini kolaylastirmaktadir (5). Caligmamizda, C
vitamini’nin ferril-miyoglobin olusumunu oOnlemek yoluyla da olumlu etki sergilemis
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bilinen bu antioksidan etkilerinden farkli olarak teorik acidan C vitamini prooksidan
etkiler de sergileyebilir. C vitamini gecis metallerini indirgeyerek, indirgenmis gegis
metallerinin MABY siirecinde ortaya ¢ikan H,O, ve lipid hidroperoksitler ile reaksiyona
girmesine boylece OH™" ve LOO™ olusumuna yol acabilir (113). Her ne kadar bu reaksiyonlar

in vitro ortamda kolayca gelisebilirse de reaksiyonlarin gelismesi i¢in serbest-katalitik metal
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iyonlarmin varligina da ihtiya¢ oldugundan, C vitamini’nin in vivo ortamda prooksidan etkili
olup olmadig1 tartismalidir. Canlida, metal iyonlar1 ferritin, transferrin ve seruloplazmin gibi
proteinlerde depolandiklari i¢in serbest diizeyleri oldukga diisiiktiir (114). Ancak, doku hasar1
stirecinde metal iyonlar1 depolardan serbestlenerek C vitamini ile reaksiyona girebilirler
(113). Bu teorik pro-oksidan etki potansiyeline karsin, bizim c¢alismamizda C vitamini
tedavisi uygulanan ratlarda gozlenen giiclii antioksidan etkiye benzer sekilde, bir katalitik
metal iyonu olan demir’in C vitamini ile birlikte uygulandig: klinik ve deneysel ¢aligmalarda
dahi C vitamini’nin prooksidan degil antioksidan etkinlik gosterdigi saptanmistir (104).
Berger ve ark (115), insan plazma orneklerine transferrini satiire edecek, plazmada serbest-
katalitik demir varhigina yol acacak dozda demir eklediklerinde dahi C vitamini’nin
prooksidan degil antioksidan etki gosterdigini bildirmislerdir. Retsky ve ark (116), C
vitamini’nin, agir1 demir yiiklii insan plazmasinda, diisiik dansiteli lipoprotein kolesterolii
(LDL) metal iyonu bagimli oksidasyondan korudugunu goéstermislerdir. Chen ve ark (117), C
vitamini eksikligi olan kobaylarda demir uygulamasinin, karaciger ve plazmada bir oksidatif
stres gOstergesi olan F-isoprostan artigina yol actigini, demirle es zamanli C vitamini
uygulanan kobaylarda ise Fj-isoprostan diizeylerinin azaldigin1 gostermislerdir. Benzer
sekilde, saglikli goniillillere demir ile birlikte 60-260 mg/giin C vitamini uygulandiginda
invitro LDL oxidasyonun azaldigi, trombosit fonksiyonlarmin diizeldigi, prooksidan etkiye
isaret eden herhangi bir bulgu gelismedigi bildirilmistir. Bulgularimiz, C vitamini’nin, daha
once In vivo ve in vitro ortamlarda gergeklestirilen ve bulgulart yukarida ozetlenen
calismalara benzer sekilde, ratlarda gliserolle olusturdugumuz MABY modelinde de
prooksidan degil antioksidan etki sergiledigini gostermistir.

Calismamizda, gliserol uygulanan gruplarda tubiiler hiicre nekrozunun yani sira,
bobrek doku kesitlerinde immiinohistokimyasal TUNEL boyamast ile belirledigimiz tubiiler
apoptotik hiicre sayisindaki asir1 artisin da renal fonksiyonel bozulmaya katkida bulundugunu
diisiinmekteyiz. Cok hiicreli canlilarin normal gelisimi ve homeostazisi i¢in gerekli dogal
hiicre 6liimii olan apoptozun asir1 yavaslamasi veya hizlanmasimin doku ve organlarda yapisal
ve fonksiyonel bozulmaya yol actig1 gosterilmistir (86). Hiicre nekrozu gelismesinde rol alan
oksidatif stres artisinin kaspaz aktivasyonuna yol acarak apoptozu da hizlandirabildigi;
diyabetik nefropati, siklosporin nefropatisi, lriner obstirliksiyon, iskemik ve toksik akut
bobrek yetmezliginde gozlenen apoptoz hizlanmasinin yapisal ve fonksiyonel bobrek hasari

ile 1iligkili oldugu bildirilmistir (84, 87-89). Homsi ve ark (90), gliserolle MABY

71



olusturduklar1 erkek Wistar-Honnover cinsi ratlarda, tubiiler apoptotik hiicrelerin sayisinin
kaspaz aktivasyonu ile iliskili olarak gliserol ugulamasimnin ¢ok erken evresinden itibaren
artmaya basladigini, altinci saatte apoptotik hiicre oraninin pik yaptigini gdstermislerdir.
Caligmamizda gliserol uygulanan ratlarda gozlenen hizlanmig apoptoz, MABY gelisiminde
0,7", OH" ve H,0,’in organizmanin antioksidan kapasitesini asacak sekilde artmasi ile ortaya
cikan oksidatif stresden kaynaklanmis olmalidir. Coklu iligki incelemesinde tubiiler apoptotik
hiicre sayis1 ile MDA diizeylerinin pozitif dogrusal iligkili saptamamiz bu diisiincemizi
desteklemektedir. Kaspaz inhibitorlerinin ve antioksidan tedavilerin hizlanmig apoptozu
yavaglatabildigi gosterilmistir (90). Calismamizda, C vitamini uygulanan gruplarda apoptotik
hiicrelerin sayis1t HK grubuna gore anlamli diizeyde azalmis bulunmustur. Bulgumuza benzer
sekilde, Perz-Cruz ve ark, C vitamini’nin hiicre kiiltlirlinde kaspaz 8 aktivasyonu inhibisyonu,
monositlerde de Fas (CD95) aktivasyonu inhibisyonu yolu ile hizlanmig apotozu
yavaglattigini géstermislerdir (91, 92).

C Vitamin’nin gliserol ile olusturulan MABY modelindeki etkileri ilk kez
klinigimizde gergeklestirilen denyesel ¢alismada arastirilmist: (22). Bu calismada, antioksidan
olarak C vitamini, giiglii antioksidan etkili olusunun yani sira tubiiler hasar gelisiminde
onemli rolu olan toksik ferril miyoglobin olusumunu engelledigi i¢in tercih edilmisti (22, 95).
Ancak, MABY modelinde tubiiler sisteme geg¢mis olan miyoglobinin katabolizmasi ile bol
miktarda serbest demir olugabilmesi ve C vitamini’nin serbest metal iyonlar1 varliginda
prooksidan etki gosterebilecegi yoniindeki teorik bilgilerin varligi nedeni ile bu ilk ¢alismada
20 mg/kg gibi diislik bir C vitamini dozu denenmisti (5, 22, 95). Bu ¢alismada, C vitamini’nin
gliserol uygulamasi ile es zamanli olarak 20 mg/kg/giin (toplam olarak 80 mg/kg) dozda
uygulanmasi ile 96 saatlik takip siiresinin sonunda, HK grubundaki ratlara gore tiimii
istatistiksel anlamlilik diizeyinde olmak iizere bobrek doku MDA diizeyi %60, tubiiler nekroz
oarani %15 ve tubiiler tika¢ olusumu %18 azalmis; GFR %30 artmis bulunmustu. Bu
calismanin bulgularina benzer sekilde, Bulduk ve ark (118), streptozotosin ile diyabet
olusturduklart Wistar albino ratlarda, ip yolla 21 giin siireyle uyguladiklar1 20 mg/kg/giin C
vitamini’nin, MDA ve glutatyon diizeylerinde kismi ancak olumlu etki olusturdugunu total
NO diizeyini degistirmedigini bildirmisledir. Antunes ve ark (20) ise ratlarda sisplatin
uygulamasi ile gelistirdikleri nefropati modelinde, sisplatinden hemen 6nce uygulanan 50,
100 ve 200 mg/kg dozlarda C vitamini’nin nefron fonksiyonlar1 ve oksidatif strese etkisini

arastirdiklar1 ¢alismalarinda, C vitamini’nin MDA diizeylerini azalttigini, glutatyon
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diizeylerini ve GFR degerini artirdigini, tiim olumlu etkilerin yiiksek dozda C vitamini
uyguladiklar1 gruplarda daha belirgin oldugunu gostermislerdir.

Klinigimizde uygulanan ilk ¢aligmada, 20 mg/kg dozda C vitamini uygulamas: ile
MABY modelinde de prooksidan degil antioksidan etki gozlenmesi, C vitamini’nin
fonksiyonel ve yapisal gostergeleri olumlu etkilediginin saptanmasi; Antunes ve
arkadaglarinin ¢alismasinda C vitamini dozu arttik¢a oksidatif doku hasarina karsi koruyucu
etkilerin artiginin gosterilmis olmasi nedeniyle bu calismamizda 150 mg/kg (orta doz) ve 300
mg/kg (yiikksek) doz C vitamini’nin MABY modelindeki etkilerini arastirdik. Klinigimizde
gerceklestirilen ilk calismada gliserol uygulamasi ile es zamanli olarak ip yolla 20 mg/kg/giin
C vitamini uygunlamaya baslanmis, ratlar 96 saat izlemis ve toplam 80 mg/kg C vitamini
uygulanmistt (22). Bu ¢alismamizda, C vitamini’ni gliserol uygulamasi ile es zamanli olarak
tek doz 150 veya 300 mg/kg (ip) olarak uyguladik, gliserol uygulamasindan 48 saat sonra
ratlar1 sakrifiye ettik. Tki ¢alisma tam karsilastirilabilir nitelikte olmasa da diisiik doz C
vitamini uyguladigimiz ilk ¢alismaya gore orta ve yliksek doz gruplarindaki biyokimyasal ve
histopatolojik nefron koruyucu etkinin daha belirgin gerceklestigini saptadik (22). Gerek orta,
gerekse yiiksek doz C vitamini uygulamasi ile HK grubundaki ratlara gére MDA diizeyleri
%35 oraninda ve istatistiksel olarak SK grubundan farksiz diizeylere inecek kadar azaldi.
Serum SOD aktivitesi ve eritrosit i¢i KAT aktivitesi arttr. Bu durum, diisiik dozdakine benzer
sekilde, yiliksek doz C vitamininde MABY modelinde, antioksidan etki gdsterdigini
diisiindiirmektedir (115-117). Calismamizdaki orta ve yiiksek doz C vitamini uygulanan
ratlarin verilerini karsilastirdigimizda, YDCV grubunda antioksidan enzim (SOD ve KAT)
aktivitelerinin ODCV grubuna gore daha belirgin yiliksek oldugunu; YDCV grubunda
endojenik kreatininle hesaplanan GFR degerinin ODCV grubuna gore li¢ kat ve istatistiksel
anlamli artmis oldugunu, tubiiler apoptotik hiicre sayis1 ve tika¢ olusumlarimin anlamli,
tubiiler nekroz olusumunun ise belirgin azaldigin1 gozlemledik. Antunes ve ark, (20)
caligmasinin sonuglarina benzer olarak ¢calismamizda da yiiksek doz grubunda biyokimyasal
ve histolojik olumlu etkilerin daha belirgin gelismis olmasi, C vitamini’nin bobrek koruyucu
etkilerinin doza bagimli oldugunu, daha yiiksek dozlarla daha giiglii bobrek koruyucu etki
elde edilebilecegi diisiindliirmektedir.

Ozetle, ratlarda gliserolle olusturdugumuz travmatik kas hasar1 sonucu gelisen MABY
patogenezinde artmis oksidatif stresin 6nemli rol oynadigini, oksidatif stresin tubiiler hiicre

diizeyinde nekroz gelisimi ve apoptoz hizlanmasi ile iligkili oldugunu goézledik. C vitamini
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uygulamasi ile oksidatif stres ve yapisal-fonksiyonel nefron hasar1 gelisiminde anlamli azalma
olustugunu; 150 mg/kg C vitamini uygulamasi ile elde edilen koruyucu etkinin 300 mg/kg
uygulama ile anlaml olarak arttigin1 saptadik. Bulgularimiz deneysel modelde saptadigimiz
bu olumlu etkilerin klinik ¢calismalarda da gosterilebilmesi durumunda, C vitamini tedavisinin
travmatik kas yaralanmasi olusanlarda, diyaliz gerektirecek kadar agir bobrek yetmezligi
gelisme olsaligin1 azaltabilecegini, lojistik nedenlerle diyaliz tedavi uygulama olanaginin
imkansiz hale gelebildigi deprem gibi biiyiik felaket durumlarinda, C vitamini tedavisinin

insan saglig1 agisindan olumlu katkilar saglayabilecegi diisiindiirmektedir.
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SONUCLAR

Calismamizda, ratlarda gliserol ile olusturdugumuz deneysel MABY’de, ip yolla

uyguladigimiz 150 mg/kg ve 300 mg/kg C vitamininin nefron fonksiyonu, renal histopatoloji,

lipid peroksidasyon son iiriinii olan serum MDA diizeyleri ve antioksidan enzim (serum SOD

ve eritrosit i¢ci KAT) aktivitesi iizerine etkilerini inceleyerek ATN gelisimindeki etkilerini

arastirdik. Sonug olarak:

1-

Intramuskuler yolla 8 mg/kg gliserol uygulanan gruplarda (HK, ODCV, YDCV
gruplart) SK grubuna gore serum iire ve kreatinin degerlerinde anlaml ytikseklik, GFR
degerlerinde anlamli diisiikliik ve histopatolojik incelemede tubiiler hiicrelerde nekroz,
apoptozda hizlanma ve tubiiler liimende tika¢ varligi ile belirgin MABY tablosu
gelistigi gozlendi.

Gliserol uygulanan ratlarda tubiiler hiicre nekrozu ve tubiiler apoptotik hiicre varligi,
lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA diizeyi ile pozitif dogrusal iliskili bulundu.
Ayrica, tubiiler tika¢ olusumu ile MDA arasinda istatistiksel anlamlilik sinirinda
pozitif dogrusal iligki saptadik. Hastalikli kontrol grubunda MDA diizeyinin SK
grubuna gore 2,7 kat ve anlaml yiiksek oldugunu goézlendi. Bu bulgular, MABY
gelisiminde oksidatif stresin 6nemli rol oynadigini diigiindiirdii.

Hastalikli kontrol grubunda serum {ire ve kreatinin degeri, UAA/uKr, NAG/uKr orant,
serum MDA diizeyi SK grubuna gore anlamli yiiksek, idrar miktari, GFR ve serum

SOD diizeyi anlamli, eritrosit ici KAT aktivitesi belirgin diisiik bulundu. Hastalikli
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+

3

8-

O-

kontrol grubu tubiiler hiicre nekrozu, apoptotik hiicre sayis1 ve tubiiler tikag
olusumunun en fazla goriildiigii gruptu.

Orta doz C vitamini uygulanan grupta HK grubundan farkli olarak, serum MDA
diizeyi istatistiksel olarak SK grubundan farksizdi. Bu gruptaki ratlarla HK grubu
arasinda serum SOD ve eritrosit ici KAT aktiviteleri arasinda istatistiksel anlamliliga
ulagan fark gozlenmemekle birlikte ODCV grubunun antioksidan enzim aktiviteleri
SK grubu degerlerine daha benzer bulundu.

Orta doz C vitamini uygulanan grupta HK grubundan farkli olarak, idrar miktar
istatistiksel olarak SK grubundan farksizdi. Orta doz C vitamini uygulanan ratlarla,
HK grubu arasinda nefron fonksiyon gostergeleri arasinda istatistiksel anlamliliga
ulagan fark gozlenmemekle birlikte ODCV grubunun sKr, GFR, UAA/uKr orani,
NAG/uKr orani SK grubu degerlerine daha benzer bulundu.

Orta doz C vitamini uygulanan grupta HK grubuna gore tubiiler hiicre nekrozu,
apoptotik hiicre sayisi ve tubiiler tika¢ olusumu anlamli diisiik bulundu.

Yiiksek doz C vitamini uygulanan grupta HK grubundan farkli olarak, serum MDA
diizeyi ve serum SOD enzim aktivitesi istatistiksel olarak SK grubundan farksizdi. Bu
gruptaki ratlarla HK grubu arasinda eritrosit ici KAT enzim aktiviteleri arasinda
istatistiksel anlamliliga ulasan fark goézlenmemekle birlikte YDCV grubunun KAT
enzim aktivitesi SK grubu degerlerine daha benzer bulundu.

Yiiksek doz C vitamini uygulanan grupta HK grubundan farkli olarak, idrar miktar1
istatistiksel olarak SK grubundan farksizdi. Bu gruptaki ratlarda GFR degeri HK
grubuna gore 4,6 kat ve istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu. Yiiksek doz C
vitamini uygulanan ratlarla, HK grubu arasinda diger nefron fonksiyon gostergeleri
arasinda istatistiksel anlamliliga ulasan fark gézlenmemekle birlikte YDCV grubunun
sKr, UAA/uKr ve NAG/uKr oran1 SK grubu degerlerine daha benzer bulundu.

Yiiksek doz C vitamini uygulanan grupta HK grubuna gore tubiiler hiicre nekrozu,

apoptotik hiicre sayisi ve tubiiler tikag olusumu anlamli diisiik bulundu.

10- Yiiksek doz C vitamini uygulanan grupla ODCV grubu arasinda lipid peroksidasyon

ve antioksidan enzim diizeyleri arasinda istatistiksel anlamlik diizeyine ulasan bir fark
gozlenmemekle birlikte bu gruptaki serum SOD ve eritrosit ici KAT enzim aktiviteleri

SK grubuna daha benzer bulundu.
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11-Yiiksek doz C vitamin uygulanan grupta GFR degeri ODCV grubuna gore 1,6 kat ve
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu. Yiiksek doz C vitamini uygulanan ratlarla
ODCV grubu arasinda diger nefron fonksiyon gostergeleri arasinda istatistiksel
anlamliliga ulasan fark gézlenmemekle birlikte YDCV grubunun sKr, UAA/uKr orani
ve NAG/uKr orani SK grubu degerlerine daha benzer bulundu.

12- Yiiksek doz C vitamini uygulanan grupta tubiiler apoptotik hiicre sayis1 ve tubiiler
tikag olusumu ODCV grubuna gore anlamli derecede, tubiiler nekroz orani ise
belirgin diisiik bulundu.

13- Bulgularimiz, 150-300 mg/kg C vitamini tedavisinin antioksidan etki ile gliserol ile
travmatik kas hasar1 olusturdugumuz ratlarda nefron koruyucu etkili oldugunu ve

MABY gelisiminin siddetini azalttigini ortaya koymaktadir.
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OZET

Savas donemleri ve dogal afetler sirasinda kas travmasina bagli miyoglobiniirik akut
bobrek yetmezligi epidemik diizeylere ulasabilir. Oksidatif stres miyoglobiniirik bdbrek
yetmezligi gelisiminde 6nemli rol oynar. C vitamini, serbest radikalleri temizleyen giiglii bir
antioksidandir. Daha 6nce diisiik doz C vitamini’nin miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi
gelisimini kismen engelledigi gosterildiginden, bu ¢aligmamizda orta ve yiiksek doz C
vitamini’nin ratlarda gliserolle gelistirilen akut bobrek yetersizligi modelindeki etkilerini
aragtirdik. Calismamizda 4 grup rat kullanildi. 1. grup saglikli kontrol olarak alindi, 2. Grup
gliserol (8ml/kg, im) uygulanan hastalikli kontrol grubu, 3. grup gliserolle beraber orta doz C
vitamini (150 mg/kg, ip) verilen ve 4. Grup gliserolle beraber yiiksek doz C vitamini (300
mg/kg, ip) verilen grup olarak ayrildi. Nefron fonksiyonun degerlendirilmesi amaciyla iire,
kreatinin, endojenik kreatinin klirensi, liriner N-asetil glukozaminidaz enzim aktivitesi ve
albumin atilmmin iriner kreatinin atilimina oranlari, nefron yapisinin degerlendirilmesi
amaciyla bobrek doku kesitlerinde tubiiler nekroz, tubiiler apoptotik hiicre sayis1 ve tikag
olusumu degerlendirildi. Nefron hasar1 gelisiminde oksidatif stresin etkisini belirlemek amaci
ile serum malonil dialdehit diizeyi, siiperoksit dismutaz ve eritrosit i¢i katalaz aktivitesi
incelendi.

Bulgularimiz, ratlarda gliserolle olusturdugumuz miyoglobiniirik bobrek yetmezligi
patogenezinde artmis oksidatif stresin onemli rol oynadigini; C vitamini uygulamasi ile
oksidatif stres ve yapisal-fonksiyonel nefron hasari gelisiminde anlamli azalma olustugunu;

150 mg/kg C vitamini uygulamasi ile elde edilen koruyucu etkinin 300 mg/kg uygulama ile
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anlaml olarak arttigin1 gostermektedir. Deneysel modelde saptadigimiz bu olumlu etkilerin
klinik caligmalarda da gosterilebilmesi durumunda, diyaliz tedavisinin uygulama olanaginin
imkansiz hale gelebildigi deprem gibi biiylik felaket durumlarinda C vitamini tedavisinin
insan saglig1 agisindan olumlu katkilar saglayabilecegi diisiindiirmektedir.

Anahtar Kkelimeler: rabdomiyoliz, miyoglobiniirik akut bdbrek yetmezligi, C

vitamini, oksidatif stres, serbest radikaller
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THE EFFECTS OF DIFFERENT DOSAGES OF VITAMIN C ON
EXPERIMENTAL ACUTE MYOGLOBINURIC RENAL FAILURE
SUMMARY

In wars and natural disasters myoglobinuric acute renal failure can reach epidemic
proportions. Oxidative stress plays a major role in the development of acute myoglobinuric
renal failure. Vitamin C is a powerfull antioxidant which shows its action by scavenging free
oxygen radicals. A partial effect of low dose of vitamin C on acute myoglobinuric renal
insufficiency was shown before, therefore, we aimed to investigate the protective effects of
different doses of vitamine C on acute myoglobinuric renal failure. Four groups of rats were
used. Group 1 enrolled as healthy subjects; group 2 glycerol injected (8 ml/kg, im) group;
group 3 Vitamin C (150 mg/kg, im) injected immediately after the glycerol injection which
was defined as middle dose vitamin C group and group 4 Vitamin C (300 mg/kg, im) injected
immediately after the glycerol injection which was defined as high dose vitamin C group. We
investigate urea, creatinine, glomerular filtration rate, N-asetile glucose aminidase/Urine
creatinine ratio and urine albumine excreation/Urine creatinine ratio to determine nephron
functions. Tubular necrosis, apoptosis and cast formation was investigated to define renal
architecture. Serum malonyl dialdehide, superoxide dysmutase and erythrocyte catalase
activity was studied to investigate the role of oxidative stress on renal dysfunction. We found
that; oxidative stress plays a major role on myoglobinuric renal failure, after vitamin C usage
oxidative stress was decreased, architectural and functional renal insufficiency was decreased
and 300 mg/kg Vitamin C protected the kidneys more than 150 mg/kg vitamin C. Therefore
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vitamin C usage, espeacially after natural diasasters such as earthquakes where effective
hemodialysis could be difficult, could have benefits on human health.
Key Words: rhabdomyolysis, myoglobinuric acute renal failure, vitamine C, oxidative

stress, free radicals
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