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OZET

Bobrek yetmezligi bobregin temel fonksiyonlarmin kaybi olarak tanimlanir.
Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de olduk¢a énemli bir saglik sorunudur. Irisin
yeni kesfedilen peptit olup insan metabolizmasinda Onemli etkileri oldugu
saptanmistir. Calismamizda adriamisin ile olusturulan nefropatide irisinin etkisi

incelendi. Bu amacla 28 adet Wistar Albino cinsi erkek rat 4 guruba ayrildi:

1. Grup: Standart diyet verildi. Calisama boyunca herhangi bir enjeksiyon
yapilmada.

2. Grup: Irisin ratlara intraperitoneal olarak 3 giinde 1 kez 80,65 pmol/kg

dozunda verildi. Toplamda 5 kez uygulandi ve 14. giinde sakrifasyon uygulandi.

3. Grup: 10 mg/kg dozunda adriamisin ¢aligmanin ilk giiniinde intraperitoneal

olarak 1 kez uygulandi. 14.giinde sakrifasyon uyguland:.

4. Grup: 10 mg/kg dozunda adriamisin ¢aligmanin ilk giiniinde intraperitoneal
olarak 1 kez uyguland:. Irisin ratlara intraperitoneal olarak 3 giinde 1 kez ve 80,65
pmol/kg dozunda uygulandi. Toplamda 5 kez irisin enjeksiyonu yapildi. Bu guruba
da 14. giinde sakrifasyon uygulandi.

Calismanin  sonunda biyokimyasal degerlendirme icin kan Ornekleri,
immunhistokimyasal degerlendirme ve TUNEL icin bobrek doku ornekleri alindi.
ELISA ile dokuda ve serumda irisin diizeyi ¢alisild1.

Adriamisin verilen gurupta bobrek dokusunda irisin diizeyinin azaldigi
ELISA ve immiinhistokimyasal olarak gosterildi. Irisin tedavi gurubu, adriamisin
gurubu ile karsilastirildiginda TUNEL pozitifliginde azalma saptand:.

Sonu¢ olarak calismamiz, bobrek yetmezliginde irisin diizeyinde azalma
oldugunu ve disaridan verilen irisinin gelisen renal hasara kars1 koruyucu etkisinin
olabilecegini diistindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: nefropati, adriamisin, irisin



ABSTRACT

THE THERAPEUTIC EFFECT OF IRISIN ON EXPERIMENTAL
NEPHROPATHY

Renal failure is described by the loss of basic functions of the kidney. It is an
important health issue in our country as the whole world. Irisin which is a newly
discovered peptide and determined it has serious effects on human metabolism. The
influence of the irisin on the adriamycin induced nephropathy examined in our study.
In this purpose, 28 male Wistar Albino rats were divided into 4 groups:

1. Group: Standart diet given. Any injection was made during the study.

2. Group: Irisin has been given intraperitoneally on once every three days and
80,65 pmol/kg dosage. It is administrated on 5 times totally and sacrified at day 14.

3. Group: Adriamycin has been administrated once, intraperitoneally, 10
mg/kg dosage. Sacrified at day 14.

4. Group: Adriamycin has been administrated once, intraperitoneally, 10
mg/kg dosage. Irisin has been given intraperitoneally on once every three days and
80,65 pmol/kg dosage. It is administrated on 5 times totally and sacrified at day 14.

At the end of the study, blood samples for biochemical tests, renal tissue
samples for immunohistochemical and TUNEL tests, were taken. Serum and tissue
irisin levels are examined with ELISA.

It is revealed with ELISA and immunohistochemically that the irisin levels of
the kidney tissue of adriamycin given group was decreased. When compared with
adriamycin given group, a decrement was detected on TUNEL positivity on irisin
treatment group.

In conclusion, our data revealed that the irisin levels decrease in renal failure
and it can be thought that exogenous irisin can have a protective effect against
developing renal injury.

Key words: nephropathy, adriamycin, irisin
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1. GIRIS

Bobrek yetmezligi bobregin temel fonksiyonlarmin kaybi olarak tanimlanir.
Tim diinyada oldugu gibi lilkemizde de olduk¢a Onemli bir saglik sorunudur.
Zamanlama agisindan olduk¢a katastrofik seyredebilen akut bobrek yetmezligi ile
uzun donemde hasta sagligi ve yasam kalitesi acisindan zorlu tedaviler gerektiren
kronik bobrek yetmezligi olarak ikiye ayrilabilir. Ulkemizde 2003 yilsonu itibariyle
renal replasman tedavisi gerektiren son donem bobrek yetmezligi (SDBY) hasta
sayis1 onceki yillara gore artmistir. 2003 yilinda SDBY ’nin insidanst milyon niifus
basina 118 iken nokta prevelansi 432’yi bulunmustur. Tim prevelant SDBY
hastalarinin ortalama yasi 49 yil iken diabetik hastalarin yas ortalamasi 53.1 yil
bulunmustur. Prevelant olgularda son donem bobrek yetmezligine gotiiren baslica
nedenler diabetes mellitus (%22,8), hipertansiyon (%18,1) ve kronik glomeriiler
hastaliklardir (%16,6). Ulkemizdeki primer renal replasman tedavisi hemodiyalizdir
(%77,4). Bunu sirastyla bobrek transplantasyonu (%12,1) ve periton diyalizi (%10,7)
izlemektedir (1). Glisemik kontrol bozuklugu, hipertansiyon, obezite, insiilin
rezistansi, hiperlipidemi, diyetle yiiksek protein alimi, albliminiiri varhigi, sigara
kullanimi bobrek yetmezliginde prognozu kotiilestirmektedir (2). Bobrek
yetmezliginin tedavisi, hastalarin yasam kalitesi ve siiresi, saglik giderleri, hastaneye
basvuru sayis1 ve hatta bobrek yetmezligine bagh gelisen komplikasyonlar agisindan
onemlidir.

Irisin, termojenik (1s1 iireten) bir protein olup; beyaz yag dokusunu
kahverengi yag dokusuna doniistiirerek enerji tiikketimine neden olur (3). Beyaz yag
dokunun insan viicudunda insiilin direnci gelisimine yol ag¢tig1 tespit edilmistir (4).
Insiilin direnci de tip 2 diyabetin patofizyolojisinde yer almaktadir. Diyabet ve
diyabet komplikasyonlarinin reaktif oksijen tiirleri ile olan iligkisini gosteren
calismalarda, non-enzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden
kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon
sonucu olusan doku hasarmin serbest radikal lretimini arttirdigi ve antioksidan
savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (5-8). Belirtilen biyokimyasal
olaylar bobrek yetmezliginin patofizyolojisinde de yer almaktadur. Irisin ilk kez 2012
yilinda Bostrom ve ark. (3) tarafindan kas dokusundan izole edilmistir. Plazma irisin

konsantrasyonunun egzersizle arttigr kesfedilmistir (9). Ayrica irisinin bdbrek,



adipoz doku, kalp kasi, intrakranial arterler, karaciger, miyelin kilif, sinir hiicrelersi,
tikkriik bezi, mide, dil, testisler gibi pek ¢ok organda ve dokuda immiinreaktivitesi
tespit edilmistir (10). Bununla bereber kronik bobrek hastaliginda dolasimdaki irisin
seviyelerinin distiigiinii bildiren caligmalar vardir (11-14). Yapilan bazi1 ¢alismalarda
ise Tip 2 diyabetli ve bobrek yetmezligi olan hastalarin serum irisin seviyeleri

Olciilmiis ve irisin seviyelerinin diisiik oldugu saptanmistir (12).

1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Bobrek

1.1.1.1. Bobregin Yapisi

Bobrekler retroperitoneal alanda vertebral kolonun her iki yaninda bulunurlar.
Etrafi yag dokusu ve gevsek bag dokusu ile ¢evrilidir. Ust kutuplar1 12.torasik vertebra,
alt kutuplar1 3.lomber vertebra hizasindadir. Sol bobrege gore sag bobrek, karaciger
basist nedeniyle (yaklasik 1 kosta kadar) daha asagidadir. Eriskin bir erkekte bobrek
ortalama 125-170 gram agwrhiginda olup kadmlarda 115-155 gram kadardwr (15).
Yetigkin bir insandaki bobregin boyutlari: uzunlugu 12-13 cm, eni 6-7 cm, derinligi ise
3 cm civarinda olup bu biiyiikliik kisinin viicut yiizeyi ile ilgilidir. Her bir bobregin
konkav olan medial yiliziinde renal hilus vardir. Renal hilustan bdbregin arterleri,
venleri, lenfatikleri, lireter, ndral yapilar ve renal pelvis gecer. Renal pelvis baslangigta
3 major kalikse, major kaliksler ise 8 veya daha fazla mindr kalikse boliiniir. Bobregin
uzunlamasina kesitinde bakilacak olursa korteks ve medulla adi verilen iki farkli bolge
goriiliir. Renal medulla, genellikle 12-18 adet koni seklinde piramitten olusur.
Piramitlerin u¢ kisimlar1 renal pelvis i¢ine dogru wuzanir (papilla) ve tabani
kortikomediiller smira komsudur. Her bir papillaya 15 veya daha fazla terminal
toplayici (kollektor) kanal (Bellini) acgilir. Yaklasik 1 cm kalmligindaki renal korteks
hem piramidlerin tabanini orter hem de aralarindan igeriye dogru ilerler (Bertin’in

bobrek kolonlarr) (16).

1.1.1.2. Bébregin Vaskiiler Yapilar, Lenfatikleri ve innervasyonu

Bobrekler abdominal aortanin dallar1 (renal arterler) tarafindan beslenir.
Varyasyonlar gostermekle beraber sag renal arter vena kava inferiorun altindan
gecerek sag bobrege ulasir. Her iki renal arter benzer isimli venleri ile birlikte

seyreder (17). Renal arter cogunlukla anterior ve posterior olarak iki dala ayrilir ve



bu dallar da daha sonra iist, orta ve alt lobar dallara ayrilir. Bobrek parankimine
girince interlobar arter admi alir, meduller piramitlerin kenarlarindan kortekse dogru
ilerleyerek piramidlerin tabanindaki arkuat arterler ile devam ederler. Arkuat
arterlerden dik olarak c¢ikan interlobuler arterler korteks igcinden perifere dogru
ilerler. Bu arterden glomeriile giden afferent arterioller ¢ikar. Ozellesmis kapiller bir
yumak olan glomeriiliin kani, vaskiiler polden ¢ikan afferent arteriol ile taginir.
Efferent arteriolller hemen dallanarak korteksteki tiibiiliislerin ¢evresini saran
peritiibiiler kapiller agmni olusturur. Jukstamediiller glomeriillerin arteriollerinden
cikan kapiller (vasa recta olarak adlandirilir) medullanin derinliklerine dogru inerler.
Venoz sistem de arteriyel sisteme benzer tarzda bir yol izler. Kapillerlerden gelen
kan sirasiyla interlobiiler, arkuat, interlobar ve lobar venlerden gecerek renal venlere
oradan da inferior vena kava’ya drene olur (18).

Sol bobrek paraaortik lenf nodlarma drene olurken sag bobrek parakaval ve
interaortakaval lenf nodlarina drene olur. Innervasyonuna bakildiginda ise sempatik
sinir sisteminin postgangliyonik liflerini iceren renal pleksus renal arter ¢evresinde
yer alir (Torakal 10 ile lomber 2 arasi). Pleksustan ¢ikan sinir lifleri bobrege renal

arterlerle birlikte girerek vaskiiler tonus ve renin salinimini diizenlerler (17).

1.1.1.3. Nefronun Yapisi

Bobrekteki en kiiciik fonksiyonel fizyolojik birim nefrondur. Her bobrekte bir
milyon nefron vardir. Her bir nefron 5 boliim icermektedir.

Glomeriil, proksimal tiibiiliis, Henle kulpu (loop), distal tiibiiliis, ve kollektor
(toplayict kanallar) olarak sayilabilir. Glomeriil, proksimal ve distal tiibiiller
kortekste; kollektor kanallar ve Henle kulpunun bir kismi da medullada
bulunmaktadir (18).

Glomeriil, anatomik olarak dogru ismi (renal corpuscle) bobrek cisimcigidir.
Glomeriil, glomeriiler yumak ve Bowman kapsiiliinii i¢cerir. Bowman kapsiilii renal
tiibiiliin genislemis son kisimidir. Glomeriiler yumak 3 adet 6zellesmis hiicre igerir.
Bazal membran, destekleyici yapt ve mezengium (19). Glomeriiler yumak ve
mezensiyum, podosit (ayaksi c¢ikint1) denilen epitelyal hiicrelerce sarilmistir.
Bowman kapsiiliiniin parietal ve viseral katlar1 arasinda yer alip proksimal tiibiiliise
acilan bolge ise, idrar boslugu veya Bowman boslugu olarak adlandirilir. Agildigi

kutbun tam karsisinda ise vaskiiler yapilar bulunur. Idrar olusumunun baslangici olan



siizilme (ultrafiltrasyon) siireci ile glomeriiler filtrasyon bariyerinde baslar.
Glomeriiler filtrasyon bariyeri li¢ tabakadan olusur; fenestrasyonlu (delikli) endotel
hiicreleri, periferal glomeriiler bazal membran ve podosit olarak bilinen viseral epitel
hiicreleri (20). Ultrafiltrasyonda 6nemli rolii bulunan glomeriiler bazal membran
(GBM) podosit ve endotelyal hiicrelerden sentezlenir. Yapisinda Tip 4 ve Tip 5
kollajen laminin, heparan siilfat ve entaktin gibi molekiiller bulunur. GBM hem
charge selektivite (yliksel secicilik) hem de size selektivite (boyutsal secicilik)
gosterir. Heparan siilfat gibi polianyonik glikoproteinlerin rol oynadig1 diisiiniilen
yiiksel segicilikte bariyer negatif ylikliidiir. Bu sebeple ayni1 yiiklii molekiilleri iter.
Boyut seciciligi ise ortalama makromolekiil ¢apmnin 2nm’nin {stiine ¢ikmasi ile
baslar. Olusan ultrafiltrat Bowman araligindan gecip proksimal tiibiiliise ulagir (19).
Proksimal tubulus ultrafiltratin hacmini ve iyonik kompozisyonunu degistigi
ilk kisimdir. Yapisinda bulunan Na+/K+-ATP’az siiriicii kuvveti olusturur. Solutlerin
ve iyonlarm biiyiik kismi1 burada emilir. Henle kulpu ise idrarin konsantrasyon ve
dilisyonunda gorevlidir. Emilim fonksiyonu da vardwr. Distal tubule ulasan idrar

kollektor kanallar ve toplayict kanallardan gecerek papilla yoluyla kalikslere ulasir

(18).

1.1.1.4. Nefronu Etkileyen Hastahklar

Oldukga genis bir ¢erceveden inceledigimizde nefronu etkileyen hastaliklar;
primer glomeriiler hastaliklar (membrandz glomeriilonefrit [GN], lipoid nefroz, fokal
segmental glomeriiloskleroz [FSGS], membranoproliferatift GN), sistemik
hastaliklara bagli gelisen nefrotik sendrom olgular1 (diabetes mellitus, amiloidozis,
sistemik lupus eritematozus, maligniteler, malarya, AIDS, sifiliz, hepatit B gibi
enfeksiyonlar), ilaca bagh nefropatiler (altin, penisilamin) ile bu guruplara dahil
edemedigimiz herediter nefrit, ar1 sokmasi allerjisi olarak sayabiliriz. Ayrica bu
hastaliklara nefritik sendrom tyelerini (akut proliferatif GN, hizla ilerleyen GN, IgA

nefropatisi) ve tlim tiibiilointerstisyumu etkileyen hastaliklar1 dahil edebiliriz (21).

1.1.1.5. Nefrotoksisite
Bobrekler yiiksek kan perfiizyonuna sahip olmalari ve nefron boyunca
dolasan  toksik iceriklerin = konsantrasyonlarmmin fazla olmast sebebiyle

nefrotoksisiteye oldukc¢a yatkindirlar. Genel anlamda nefrotoksisiteyi etkileyen



faktorler ileri yas, kronik bobrek yetmezligi (KBY) varligi ve prerenal azotemi
olarak siralayabiliriz. Hipoalbuminemi de dolasan serbest ila¢-toksin konsantrasyo-
nunu arttirdig1 i¢in riski arttirabilir (22).

Kontrast ajanlar bobrek i¢in toksik olan maddelerden sadece biridir.
Bilgisayarli tomografi ve kardiyovaskiiler goriintiilemede kullanilan iyotlu kontrast
maddelerin yol acabilecegi kontrast nefropati riski normal renal fonksiyona sahip
kisilerde Onemsenmeyebilir. Ancak Ornegin diyabetik nefropatiye sekonde hafif
diizeyli bir KBY de bile risk anlamli derecede yiiksektir. Maruziyetten 24-48 saat
sonra serum kreatinin degerleri yiikselmeye baslar. 3-5 giin i¢cinde pik degere ulasir.
Uygun tedavi ile ¢cogunlukla 1 hafta iginde normal serum degerlerine diiser. Eslik
eden KBY, konjestif kalp yetmezligi yada iskemiye yatkinlik olusturan bir durum
olmamas1 halinde ¢ogunlukla diyaliz ihtiyac1 olmaz. Kontrast nefropatisinin renal
mikrosirkiilasyon ve kii¢iilk damar okliizyonu, serbest oksijen radikallerinin veya
tiirevlerinin yarattig1 sitotoksik hasar veya kontrast ajan presipitatlarinin renal
tiibiillerde sebep oldugu okliizyon gibi faktorlerin kombinasyonu ile olustugu
diistiniilir. Manyetik rezonans goriintiilemede kullanilan gadolinyum ve barsak
goriintiileme tetkiklerinde kullanilan sodyum fosfat soliisyonlar1 ise toksik
nefropatiye yol acan diger tani ajanlardir.

Antibiyotikler ise bir diger nefrotoksik grup olup aminoglikozidler,
vankomisin ve amfoterisin B antibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir. Asiklovir,
foskarnet, sidofovir ve adefovir ise antiviral nefrotoksik ajanlara 6rnektir.

Non-steroid antiinflamatuar ilaglar yine oldukg¢a sik goriilen nefrotoksisite
nedenlerinden biridir. Bunun sebebi bu gurup ilaglarin toplumda sik kullaniliyor ve
hekimler tarafindan da sik tercih ediliyor olmasidir (23). Bu ila¢ grubundaki tiim
gelismelere ragmen yeni COX-2 spesifik NSAIil’larda, nonselektif NSAIl’lar ile
benzer renal yan etkiye sahiptir. Bu tip NSAII iliskili ABY siklikla yaslhlarda goriilen
atherosklerotik kardiyovaskiiler hastalik, hafif KBY, renal hipoperfiizyon
(hipotansiyon, ditiretik kullanimi, sodyum deplesyonu gibi durumlar1 igeren) ve
sodyum agikligmi arttiran siroz, nefrotik sendrom, konjestif kalp yetmezligi gibi
hemodinami 1iliskili GFR azalmasi1 yapan klinik durumlarda goriiliir. Saglikli
eriskinlerde NSAII’larm renal fonsiyon bozuklugu yaptigma dair kanitlar az sayida

kanit bulunmaktadir. Bu sekilde gelisen ABY c¢ogunlukla ilacin kesilmesini takip



eden 2-7 giin iginde kendiliginden diizelmektedir. NSAII iliskili tiibiiler nekroz daha
nadir goriiliir. Papiller nekroz ise ¢ok daha nadirdir (23). NSAIl’larin diger yan
etkileri ise hipertansiyonu arttiran sodyum retansiyonu, hiponatremi, hiperkalemi
gibi sivi elektrolit bozukluklaridir. Bazi nefrotoksik ajanlar ve toksisite
mekanizmalar1 Tablo 1°de verilmistir.

Kemoterapdtik ajanlar gliniimiiz diinyasinda siklig1 gittikce artan kanserlerin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ilaglardan sisplatin en ¢ok taninani olup nonoligiirik
renal yetmezlikle iligkilidir (24). Sisplatinin olusturdugu nefrotoksik hasar hem
proksimal hem de distal tiibili etkiler. Bu klintk magnezyum kayb1 ile
iliskilendirilmis olup idrar konsantrasyon bozuklugu ve nadiren tuz kaybmnmn eslik
ettigi volim deplesyonu goriliir. Cis pozisyonundaki klorid iyonlar1 su ile yer
degistirerek toksik hidroksil radikali salimimina yol agar. Profilakside voliim
yiliklemesi ve miimkiin olduk¢a diisiik doz kullanimi Onerilir. Alternatif ajan olan
karboplatin kismen daha az nefrotoksiktir. Renal fonksiyon kaybi gelistikten sonra
geri doniisii zordur ve magnezyum kaybi kalicidir. Bir siklofosfamit analogu olan
ifosfamit kloroasetaldehit metaboliti ile nefrotoksik olup, proksimal tiibiiler
fonksiyon bozuklugu (Fankoni sendromu) ve hipokalemi kalic1 olabilir. Yiiksek
dozda metotreksat da renal epitel lizerine direkt toksik etki ve renal tiibiillerde
presipitasyon ile nefrotoksisiteye sahiptir. Adriamisin de nefrotoksisitesi bulunan bir

diger kemoterapdotik ajandir.



Tablo 1. Nefrotoksik Ajanlar Ve Bobrekteki Toksisite Mekanizmalari (25).

TOKSISITE MEKANIZMASI

NEFROTOKSIK AJAN

Pre-renal Azotemi

Kiiciikk Damar Hastahg

A-Renal Vazokonstriiksiyon

B-Trombotik mikroanjiyopati

Glomeriiler Hastahk (Rapidly

progressive glomerulonefrit)

Akut Tiibiiler Nekroz

Akut interstisyel Nefritis

Intratiibiiler obstriiksiyon
(Kristal Birikimi)

Post-renal obstriiksiyon

Antihipertansif Ajanlar, Diiiretikler

NSAII, Anjiyotensin-converting enzyme inhibitdrleri,
Angiotensin  reseptor  blokerleri, Radyokontrast ajanlar,
Siklosporin, Takrolimus, Norepinefrin, Kokain

Siklosporin, Takrolimus, Mitomisin C, Klopidogrel, Kinin, Oral
kontraseptifler

D-penisilamin, Hidralazin, Propiltiyourasil, Organik ¢oziiciiler

Amfoterisin, Aminoglikozidler, Foskarnet, Tenofovir, Sidofovir,
Adefovir, Sisplatin, Ifosfamide, Asetaminofen, Agir metaller
Bitkisel tedaviler, Radyokontrast ajanlar, Pentamidine, Organik
coziiciiler, Herbisitler(paraquat), Intravenéz immunoglobulin

Antibiyotikler (penisilinler, sefalosporinler, rifampisin,
sulfametoksazol, siprofloksazin), NSAII, Loop ve tiyazid
diiiretikleri, Allopurinol, Simetidin, Mesalazin, Omeprazol,
Fenitoin

Asiklovir, Indinavir, Etilen glikol, Metotreksat, Triamteren,
Siilfonamid grubu antibiyotikler, Yiiksek dozda oral fosfat,

Papiller nekroz (NSAII)
Uriner retansiyon (antikolinerjikler, trisiklik antidepresanlar)

1.1.1.5.1. Tlaca Bagh Intersitisyel Nefritis

Ilaca bagl sebeplere baktigimizda karsimiza daha c¢ok akut ilaca baglh

interstisyel nefrit c¢ikmaktadir. Antibiyotik ve analjezikler

olmamizdan otiiri akut bobrek yetmezligi

gormekteyiz. Siklikla

sentetik penisilinlere (metisilin,

caginda yasiyor

etyolojisinde ilaglar1 daha sik

ampisilin), rifampine,

diiiretiklere (6zellikle tiyazid grubu), non-steroid antiinflamatuar ilaglara (NSAID),

kanser tedavisinde kullanilan bazi kemoterapdotiklere (adriamisin gibi) baglh gelisir.

[lacin alimindan sonra yaklasik 15 giin iginde klinik baslar. Hastada ates, cilt

dokiintiisii, gecict eozinofili goriilebilir. Hematiiri, hafif proteiniiri, eozinofil iceren

16kositiiri klinigin renal bulgularidir. Hastalarin %50 gibi yiiksek bir oraninda ve



ozellikle yasl hastalarda serum kreatinin diizeylerinde yilikselme ve oligiiri ile klinik
prezente olur (21).

Hastaligin  seyri, semptom ve bulgular patogenezde immiinolojik
mekanizmalarin  varligin1  diislindiirir. Latent eozinofili periyodu, kiitanz
dokiintiiler, nefropati-doz iligkisinin ¢ogunlukla olmamasi, benzer yada ayni ilacla
klinigin tekrarlayabilmesi hipersensitiviteyi diistindiirtir. Hastaligin klinik 6zellikleri

Tip 1 ile Tip 4 asir1 duyarlilik reaksiyonlarma benzemektedir.

1.1.1.5.2. ilaca Bagh Akut Tiibiiler Nekroz

Akut tiibiiler nekroz (ATN) morfolojik olarak tiibiiler epitel hiicrelerinin
yikimi1 ve klinik olarak bobrek fonksiyonlarmnin baskilanmasi ile karakterize bir
klinikopatolojik antitedir. Nefrotoksik ajanlara bagl akut tiibiiler nekroz da akut
bobrek yetmezligi (ABY) kliniginin sik rastlanan sebeplerindendir. Civa gibi agri
metaller, karbontetrakloriir gibi kuru temizlemede bir donem kullanilan maddeler
ATN yapabilen ajanlardir. Bobrek mikroskobik olarak incelendiginde toksik ATN’de
nekroz proksimal tiibiiler yapida en belirgin iken tiibiil bazal membran1 ¢gogunlukla

korunmustur. Bazal membran hasar1 gelismemisse rejenerasyon genellikle tamdir

(21).

1.1.2. Adriamisin (Doksorubisin)

Adriamisin antrasiklin tlirevi bir antibiyotik olup doksorubisin ya da
hidroksidaunorubisin olarak da adlandirilir. Doksorubisinin, daunorubisinden farki
kendisine ekli bir adet hidroksil grubudur. Hematolojik ve solid tiimorlerin
tedavisinde kullanilir. Klinik c¢alismalar srrasinda pek cok kanser tedavisinde
kullanilabilecegi saptanmistir. Meme, over, prostat, mide, tiroit, akciger ve karaciger
kanserleri, sarkomlar, lenfomalar ve ALL (Akut Lenfoblastik Losemi), AML (Akut
Miyelositer Losemi) gibi 16semiler kullanim alanlarmi olusturmaktadir (26).
Streptomyces peucetius var caesius mantar kiiltliriiniin dogal tirtiniidiir (27). Son 20
yilda bazi solid tiimorlerin tedavisinde devrim yapan doksorubisinin en etkili tekli
kemoterapi ajanlarindan biri oldugu diisiliniiliir. Pekcok farkli tiimore karsi aktivite
gostermesi ve degisken dozlarda uygulanabilmesi de kemoterapi kombinasyonlarinda
kullanilmasimni saglar. FDA (Food and Drug Administration) onaymi 1974 yilinda

almigtir.



Sekil 1. DNA ile interkale olmus 2 adet adriamisin molekiilii (28)

1.1.2.1. Adriamisinin Etki Mekanizmasi

Adriamisin ve diger antrasiklinlerin farkli mekanizmalarla sitotoksisiteyi
indiiklerler. Etki mekanizmasi karmasik ve hald tamamen anlasilmamis olmakla
beraber interkalasyon yoluyla DNA ile etkilestigi disiiniilmektedir (28). DNA
replikasyonu sonrasinda ayrilan DNA sarmallarina baglanarak bu sarmallarin
birlesmesini engeller ve replikasyonu durdurur (Sekil 1). Heliksin sekil
degistirmesine neden olur. DNA’da sekil degisikligine yol agan bu basit etki RNA
polimeraz1 etkileyerek protein sentezini ve iplik¢ik uzamasma etkileyerek DNA
polimerazi inhibe eder (26).

Ayrica adriamisin demir ve bakir ile kompleks olusturur. Kompleks olusumu
sirasinda artan redoks (oksidasyon-rediiksiyon) sikluslarina bagli olarak adriamisin
lipit peroksidasyonunda artisa ve kalp kasinda oksidatif hasara yol acar. Serbest
oksijen radikalleri, kardiyak DNA ve membran hasarlar1 adriamisin iliskili
kardiyotoksisitenin major yoniidiir (29).

Bununla beraber doksorubisin transkripsiyonda DNA ipliklerini kiran
topoizomeraz 2 enzimini inhibe eder. Doksorubisin DNA-topoizomeraz 2

enzimlerine baglanarak kompleks olusturur. DNA replikasyonu durur (30).



Doksorubisin maksimum etkisini hiicre boliinmesinin S fazinda gostermesine
ragmen hiicre siklusu agisindan non-spesifik olarak degerlendirilir. G; fazindan S
fazina gecen hiicreler bu fazda bloke olurlar ve G, fazinda 6liirler (31).

Doksorubisin rezistans birka¢ farkli mekanizma ile gelisir. Bunlardan en
onemlisi P170 glikoproteininin asir1 ekspresyonuna bagl ¢oklu ilag direncidir. Bu
membran proteini direngli hiicrelerde enerji bagimli ila¢ efflux pompasi gibi calisir.
Siklosporin, siklosporin analoglar1 ve verapamil bu proteini bloke ederek direnci
engeller. Bunun disinda topoizomeraz 2 ve glutatyon aktivitelerindeki degisiklikler

diger diren¢ mekanizmalaridir (26).

1.1.2.2. Adriamisinin Farmakokinetigi

Doksorubisin  kemoterapdtik  olarak  intravendéz  yolla  uygulanur,
gastrointestinal yoldan emilmez. Viicutta dokulara dagilimmi dokunun DNA igerigi
belirler. DNA’ya giiclii bir sekilde baglanir. Karaciger, lenf nodlari, kas, kemik iligi,
yag dokusu ve ciltte yiiksek konsantrasyonda saptanirken; kan beyin bariyerini
gecmez. Plazma proteinlerine (konsantrasyondan bagimsiz olarak) %75 oraninda
baglanir. Plasentay1 gecmez ancak siite gecer. Cogunlukla karacigerde glukronide ve
hidroksile konjugatlarina parcalanir. Doksorubisinol primer metaboliti olup
doksorubisinin  kardiyotoksisitesinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir (32).
Adriamisinin plazma klirensi 24-35 L/h/m® olup yarilanma 6mrii 12 ile 18,5 saat
arasinda degismektedir (33). Ila¢ kalmtilar1 ve metabolitleri primer olarak safra
(%50) ve feges ile ekskrete edilir. Az miktarda metabolit ise (%10’dan az) idrarla
atilir. DNA’ya siddetli baglanmanin uzamis yarilanma zamanina, genislemis dagilim
hacmine (700-1214 L/m?) ve idrar ile safradan kismi atilima neden oldugu diisiiniiliir
(34) (35). Adriamisin sitokrom P450 izoenzimleri olan CYP,Ds, CYP3A4 ve coklu
ila¢ direng proteini olan P-glikoprotein i¢cin major substrattir (36).

Doksorubisin primer olarak karacigerde metabolize edilir ve safra ile atilir.
Serum bilirubin degerleri yiikselen hastalarda adriamisin klirensi azalmigtir. Serum
bilirubin degerleri 1.2 mg/dl iistiine ¢ikan hastalarda doz %50 azaltilmalidir. Serum
bilirubin degerleri 3-5 mg/dl arasinda olan hastada tedavi i¢in 6nerilen dozun %75
azaltilmasi gerekir. Ciddi karaciger yetmezligi olan hastalarda (Child Pugh Smif C
ya da serum bilirubin degeri 5 mg/dl iizerinde olan hastalar) adriamisin

kontraendikedir (35). Geriatrik hastalarda klirensi azaldigindan plazma pik
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konsantrasyonu artabilir. Obez kisilerde yarilanma omrii 20 saate kadar uzayabilir.

Renal yetmezlik ile ilgili spesifik kilavuz bilgisi bulunamamistir.

1.1.2.3. Adriamisinin Yan Etkileri

Hizli intravendz uygulanmasi fasyal flusing ve damar trasesinde eriteme
neden olabilir. Doz bagimli olarak kemik iligi supresyonu yaparak notropeniye yol
agabilir. N6trofil degeri 1500/mm’‘iin iistiine ¢ikmadik¢a kullanimi 6nerilmez (26).
Viral enfeksiyonlara yol acabilir, gecirilmis varicella zoster ya da herpes
enfeksiyonlarinin reaktivasyonuna yol agabilir. Fotosensitiviteye, tirnak yataginda
hiperpigmentasyona, alopesiye (¢ogunlukla reversible) yol acabilir (37). Sik
karsilasilan yan etkileri mukozit (stomatit ve 6zefajit), bulanti, kusma, kemik iligi
supresyonu, damar digina ekstravazasyon, gastrointestinal toksisite, nefrotoksisite ve
kardiyotoksisitedir (38).

Doz bagimmli olarak ciddi myelosupresyon (pansitopeni), geri doniisli
lokopeni veya graniilositopeni (ndtropeni), trombositopeni ve anemi intravendz
doksorubisin kullaniminda goriilebilir. Kemik 1ligi supresyonuna sekonder 16kopeni
cogunlukla ikinci haftada goriilir. Beraberinde trombositopeni ve anemi de sik
rastlanilir ve yirmibirinci giinde ¢ogunlukla diizelir (39). Akut miyelositer 16semi
(AML) ve miyelodisplastik sendrom (MDS) gibi sekonder malignite siklig1 artmistir.
Ozellikle yiiksek doz siklofosfamid alan, radyoterapi tedavisi alan, 50 yas ve iistii
kisilerde sekonder AML ve MDS riski daha ytiksektir (26). Ciddi myelosupresyona
sekonder ates, enfeksiyon, sepsis/septisemi, septik sok, kanama, doku hipoksisi ve
oliim gorilebilir. Erken meme kanseri tanist olan kadinlarda yapilan bir caliymada 4
kiirliik adriamisin ve siklofosfamid adjuvan kemoterapisinden sonra %1.5 oraninda
sepsis/sok, %2.4 oraninda sistemik enfeksiyon siklig1 belirtilmistir (40).

Adriamisine bagli hipersensitivite siklig1 %3-21 arasinda bildirilmistir (41).
Pek cok kemoterapdtik gibi adriamisin de gonadlar1 baskilayabilir. Erkeklerde
oligospermi, azospermi, kadinlarda amenoreye yol agabilir. Bulant1 ve ishal
gastrointestinal yan etkileri arasinda olup, uzamis gastrointestinal yan etkilere baglh
istah kayb1 ve anoreksiye yol agabilir. Kolonda nekroz ve iilserasyona yol acabilir

(37).
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Ekstravazasyon denilen ilacin damar disma kacisi yanma, agri ve
hassasiyetten baslayip iilserasyon ve nekroza varabilen geri doniisii olmayan doku
degisikliklerine sebep olabilir. Bu durum olusmasi halinde farkedilir edilmez
inflizyonun kesilmesi gerekir. Sonrasinda ekstremitenin elevasyonu ve soguk
uygulama  Onerilir. Tedavinin bagska bir damardan devami  gerekir.
Ekstravazasyondan sonraki ilk 6 saatte deksrazoksan uygulamas diisiintilebilir (26).
Soguk uygulamanin doksorubisin ekstravazasyonu iligkili cilt lezyonlarmin
tedavisinde etkili oldugu gdsterilmistir. Topikal soguk uygulama adriamisinin ciltteki
konsantrasyonunu diistirmez ancak hiicresel emilimini azaltarak sitotoksik etkisini
azaltmaktadir (42).

Idrar renginde kirmizi renk degisikligi goriilebilir. Ilacin tatbikinden 1-2 giin
sonrasina kadar devam edebilir. Adriamisin gebelik kategorisi D olan bir ilagtir.
Gebelikte kullanimi 6nerilmez teratojenik ve embriyotoksiktir. Ozefageal ve
intestinal atrezi, trakea-Ozefageal fistiil mesane hipoplazisi ve kardiyovaskiiler
anomaliler hayvan deneylerinde tespit edilmis olan anomalilerdir. Siite gectigi i¢in
emzirme Onerilmez. ilacin alimindan 72 saat sonra dahi anne siitiinde tespit
edilmistir. Adriamsin tedavisi alan erkek hastalarda adriamisinin kromozomal hasara

yol agmasi sebebiyle etkili kontrasepsiyon yontemleri 6nerilir (40).

1.1.2.3.1. Adriamisin Kardiyotoksisitesi

Kardiyotoksisite adriamisin kullanimini sinirlayan yan etkilerden biridir.
Doksorubisinin tetikledigi serbest radikal olusumu kardiyotoksisiteye neden olur.
Doksorubisinin kardiyak hiicrelere girisinden sonra antrasiklin serbest radikaline
indirgenir. Antrasiklin serbest radikali hizla oksijen ile reaksiyona girerek siiperoksit
anyon ve aktif ila¢ formuna doniisiir. Normalde bu siiperoksit radikaller glutatyon
peroksidaz ile oksijene geri donistiiriilir. Ancak kalp dokusu bu enzimden
yoksundur. Adriamisin tatbikinden sonra kalp hiicreleri hasar goriir. Ayrica bir diger
reaktif oksijen tiirevi olan H,O, (hidrojen peroksit) ferroz (Fe™)  iyonlar ile
reaksiyona girerek oldukca toksik siiperhidroksit serbest radikaller olusturur. Bu
radikaller de ciddi lipit peroksidasyonuna yol agarak mitokondrial hasara yol agar.
Hem kardiyak hiicreler hem de malign hiicreler mitokondriden yana zengindirler.
Buna ek olarak bu serbest radikaller kalsiyum kanallarinin stilfidril guruplari ile bag

kurarak Ca-ATPaz’m inhibisyonuna yol agarlar (26).
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Konjestif kalp yetmezligi ve/veya kardiyak aritmiler adriamisin tedavisini
alirken ya da tedaviden aylar hatta yillar sonra bile goriilebilmektedir. Yakin
zamanda (4-6 hafta icinde) miyokardiyal infarktiis ve/veya ciddi miyokardiyal
yetmezlik Oykiisii olan hastalarda kullanimi kontraendikedir. Kalp yetmezligi riski
doz ile iliskili olup total kiimiilatif doz 400 mg/m”yi gectiginde risk artar. Ug
haftada bir verilen yiiksek doz adiamsin tedavisine gore; dozun boliinerek haftalik
uygulanmasinda kalp yetmezligi riskinde azalma saptanmistir (43). Ayrica dozun
bolus olarak verilmesine gore 48-96 saatten uzun siiren siirekli inflizyonun
kardiyotoksisiteyi  azaltabilecegi ile iligkili ¢aligmalar mevcuttur (44).
Kardiyotoksisitenin arastirildigi bir rat calismasinda ise tek doz 10 mg/kg
intraperitoneal adriamisin uygulanan ratlarda calismanm 28. giinliniin sonunda
mortalitenin %80 diizeyinde oldugu; yine ayni ¢alismada 10 giin boyunca giinliik 1
mg/kg adriamisin verilen hayvanlarda ayni diizeydeki mortaliteye ancak 107 giinde
ulasgildig1 bildirilmistir. Tek doz uygulanan hayvanlarda deneyin ikinci haftasinda
ejeksiyon fraksiyonunda %30’luk bir azalma tespit edilmistir (45).

Verilecek dozun uzun siirede yavas inflizyon ile verilmesi disinda
antioksidanlar ve demir selatorlerinin tatbiki de diger kardiyotoksisite Onleyici
stratejiler arasinda yer alir (45). Probukol bu ajanlardan biridir (46). Yapilan bir
hayvan c¢alismasinda ardisik 6 kez verilen kiimiilatif 15 mg/kg adriamisin tedavisine
baglh gelisen kardiyotoksisitenin probukol uygulamasi ile Onlenebilecegi
belirtilmistir (47). Bir demir selatorii olan deksrazoksan ise -simdilik- onaylanan tek
ilagtir (48). Deferroksamin adli bagka bir demir selatoriiniin de benzer etkiye sahip
oldugunu hatta hepatik ve renal yan etkileri de azaltabilecegini belirten bir aragtirma
da literatiirde mevcuttur (49).

Kardiyak hastalik oykiisii, antrasiklinlerle daha 6nceden tedavi Oykiisii ve
diger kardiyotoksik ilaglarm konkomitant kullanimi (trastuzumab gibi) doksorubisin
iligkili kardiyotoksisite riskini arttirabilir. Ekokardiyografi ile sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonunun baslangicta ve adriamisin tedavisi siiresince takibi 300 mg/m’ den
fazla doz alan hastalarda Onerilmektedir. Deksrazoksan antrasiklinlerin
kardiyotoksisitesinde kullanilabilen bir ajandir. 300 mg/m’den fazla doz alan
hastalarda Onerilebilmektedir. Kardiyak fonksiyon bozuklugu gelisen hastalarda kar

zarar hesab1 yapilarak devam karar1 alinmalidir (26). Total kiimiilatif dozun 550
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mg/m’ den fazla olamamasi; mediastinal radyasyon Oykiisii olan hastalarda 400
mg/m’ den fazla olamamasi onerilir (39). Antrasiklin verilen hastalarda konjestif
kalp yetmezligi gelisme riski; toplam dozun 500-550 mg/m? arasinda olmasi
durumunda % 4, 551-600 mg/m?* dozda % 18 ve 601 mg/m*’nin iizerindeki dozlarda
ise % 36’ya ¢ikmaktadir (50).

1.1.2.3.2. Adriamisin Nefrotoksisitesi

Adriamisin genellikle belirgin bir renal fonksiyon bozukluguna yol agmadan
histopatolojik diizeyde renal yetmezlik olusturur. Hiperkalemi, hiperfosfatemi,
hiperiirisemi, hipokalsemi ve idrar ¢ikisinda azalma doksorubisin iliskili timor lizis
sendomunu diisiindiiriir. Renal fonksiyonlara destek olmak amaciyla yapilan agressif
hidrasyon ve allopurinol kullaniminda da ciddi elektrolit imbalans1 gelisebilir.
Losemi lenfoma kiiciik hiicreli akciger kanseri tanisi olan hastalarda tiimor lizis
sendomuna kars1 dikkatli olunmasi, tedavide adriamisin kullanan hastalarda yakin
renal fonksiyon, idrar miktar1 ve serum elektrolit takibi gereklidir (26).

Adriamisine bagli nefrotoksisiteyi inceleyen cesitli ¢alismalar mevcuttur.
Bunlardan birinde adriamisin uygulamasindan sonra ortaya ¢ikan serbest radikal
driinlerinin nefrotoksisite patogenezinde yer aldigi ileri siiriilmektedir. 5 mg/kg
dozda verilen adriamisinin, glomeriiler ATP’az aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir.
Adriamsin verilen hayvanlarin karaciger bobrek ve kalp dokusunda bulunan ve bir
antioksidan olan glutatyon diizeylerinin azaldig1 oksidatif stres kaynagi olan lipid
peroksit diizeyinin ise arttig1 tespit edilmistir (51).

Adriamisin iliskili nefropatinin ilk bulgular1 glomerulde epitelyal hasar ve
proteiniiridir. Daha ileri evrelerde tiibiiler birikim olusur. Bu birikim ise tiibiiler
obstriiksiyon ve tiibiil basal membran hasar1 ile karakterize interstitial hasara sebep
olur. Bunun ardindan ise interstitial inflamasyon goriliir. Bertani ve ark. yaptigi
calismada uzun siiren siddetli proteiniiriye ragmen fokal segmental glomeriiloskleroz
gelisimi  oldukca diisiik saptanmistir. Tiibiilointerstisyal hasarin adriamisin
nefrotoksisitesinde 6nemli bir determinant oldugu belirtilmistir (52).

Adriamisinin nefrotik sendroma yol ac¢tig1 bilinmektedir. Adriamisin verilen
ratlarda 4-5. giinlerde proteiniirinin bagladigi ve 13-15. giinlerde ise nefrotik
sendromun tamamen gelistigi gozlemlenmistir. Isik mikroskobisinde minimal

degisiklikler, negatif immiinfloresans ve elektron mikroskobunda ise podositlerde

14



fokal fiizyon adriamisinin enjeksiyonundan 28 saat sonra godzlemlenen bazi
degisikliklerdir. On {i¢iincli giin sonunda ise epitelyal sitoplazmadaki degisikliklerle
podosit mimarisinde kayip saptanir. Renal biyopsilerde ise adriamisin
enjeksiyonunda sonraki 3. saatte glomertiler polianyon kayb1 gézlemlenir. On {i¢iincii
glinde ise polianyonlarin total kaybi1 goriiliir. Sonucta ise sarj bariyer kaybi
gozlemlenir (53). Adriamisinin, glomeriiler bariyerin sadece ylik (sarj) degil ayni
zamanda boyut (size) se¢iciliginin kaybina neden oldugu tespit edilmistir. Hayvan
modellerindeki bu degisiklikler, insanlarda goriilen podosit flizyonunun eslik ettigi
fokal segmental glomeriiloskleroz, global glomeriiloskleroz, tiibiilointersitisyel
inflamasyon ve fibrozis ile benzerdir (54). Normal hayvanlarin renal dokusu ile
karsilastirildiginda adriamisine maruz kalan hayvanlarin, glomeriiler endotelyal
ylizey tabakasi veya glikokaliksinin normal hayvanlarin ancak % 20’si kadar kaldig1
saptanmistir. Adriamisinin, proteoglikan sentezini azaltarak glomertiler glikokaliksin
kalinligmi ve glomeriiler seciciligi degistirdigi belirtilmistir. Bu bulgular esliginde
proteiniirik renal hastaliklarin patogenezinde glomeriiler endotelin rol oynadig: ifade
edilmistir. Adriamisin, glomeriiler endotelyumun incelmesine neden olurken,
podositlerin yok olmasi ile plazma proteinlerinin siiziilmesini engelleyecek olan
boyut ve yiik segici bariyerlerin kaybi1 da bu duruma eslik etmektedir. Ratlarda
kreatinin klirensindeki diisiis, serum kreatinindeki artig, serum albiimininde diisme,
dislipidemi ve proteiniiri ile goriilen renal fonksiyon kaybmin, kronik bdbrek
hastalig1 ve nefrotik sendromla tutarl oldugu bulunmustur (55).

Glikokaliks kalinlig1 azaldiginda, glomeriiler endotelyal hiicre por genisligi
arttiginda; glomeriiler sarj selektivite azalir ve podosit ayaks: ¢ikintilar birlesir. Bu
degisiklikler glomeriiler endotelyal hiicreler tarafindan {iretilen, glikokaliksin
icerdigi, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlarin glomeriiler hiicrede liretiminde
azalmasi ile iligkilidir (55).

Ayrica adriamisinin, hepatotoksisite ve kardiyotoksisite gibi diger organlara
olan etkisi de nefropatiye katkida bulunur. Saglam glomeriillerde hiicresel degisim
hizi oldukca disiiktiir. Baker ve ark. yaptiklar1 bir c¢aliygmada rat bobrek
glomertillerinde %0,01 oraninda apoptotik hiicrelerin bulundugu gdésterilmistir (56).
Bobreklerin  hasarlanmasi siirecinde apopitoz glomeriiler hiicre ve 16kositlerin

kaybma katkida bulunmaktadir (57). Renal ve hepatik dokularda doksorubisinin
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olusturdugu apoptozisi azaltmada antioksidan maddelerin etkili oldugu gosterilmistir
(58). Adriamisin verilen ratlarm renal dokularini incelendiginde, antioksidan tedavi
oncesi lipid peroksidasyonunda artis oldugu, antioksidan tedavi sonrasinda ise
oksidatif hasarin geriledigi gostermistir (59).

Gebelikte kullanilan adriamisin annenin renal dokularina zarar verdigi kadar
fetlis renal yapilarina da zarar verir. Gebelikten 4 hafta once verilen adriamisin
fetiisiin renal dokularinda PAS pozitif mesengiyal matriks artisi, glomeriiloskleroz,
tiibiiler hasar ve dilatasyona sebep olur (60). Gebelikten 2 hafta 6nce adriamisin
verilen ratlarda gebelikte daha ciddi proteiniiri ve daha yiiksek kan basinci degerleri
elde edilmistir. Bu durum insanda goriilen preeklampsiye benzer sekilde tromboksan
B2 (vazokonstriiktor) ve prostaglandin Fla (vazodilator) sentezindeki degisikliklere
baglanmistir (61, 62). Erken gestasyonel donemde (rat gebeliginin 7-9. giiniinde)
adriamisin uygulamasi Tlriner traktus gelisiminde anomalilere neden olur. Bu
anomalilerin en ¢ok bilineni ise hipoplastik mesane ile beraber gozlemlenen bilateral
megalireter olusumudur.

Insan fokal segmental glomerulosklerozise benzer olusturulan rodent
modelinde, adriamisin nefropatisi, glomerul filtrasyon hizinda azalma, proteiniiri,
glomerul filtrasyon bariyerinde degisimle iliskili  glomeruloskleroz  ve
tubulointertisyel fibrozisle karakterizedir (63). Ratlarda, adriamisinin indiikledigi
nefrozis swrasinda, renal anjiyotensin II, muhtemelen anjiyotensin I reseptor
araciligiyla hiicre i¢ci adhezyon molekiili-1 (ICAM-1) ekspresyonunda artis,
monosit/makrofaj infiltrasyonu, oksidatif stres ve proteiniiri ile Onemli

proinflamatuar etkilere sahiptir (64).

1.1.2.4. Deneysel Model Olarak Adriamisin

Adriamisin ilk defa 1969 yilinda Streptomyces peucetius var. caesius
ATCC27952 susundan izole edilmistir (65). Antrasiklinlerin renal hasara sebep
oldugunu bildiren ilk yaym 1970 yilinda Sternberg tarafindan yayimlanmistir (66).
Kemoterapdtik bir ajan olan adriamisin hafif derecede renal yetmezlikle birlikte
seyreden nefrotik sendroma benzer bir tabloya neden olmaktadir (53, 67). Renal
fonksiyonlarmm korundugu, uzun siiren proteiniirinin etkisi ile FSGS tablosu
olugsmasma yol agar (68, 69). Adriamisin ya da diger adiyla doksorubisin nefropati

olusumu ve sonrasinda tedavisi i¢in kullanilan ajanlari bobrek iizerindeki etkilerini
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ortaya koymak icin ideal bir deney modeli olusturur. Bir ksenobiyotik (viicut i¢in
yabanci madde) olan adriamisinin renal glomeriilde podosit hasar1 olusturucu etkisi

vardir. Tablo-2’de baz1 ksenobiyotikler ve etki mekanizmalar1 gosterilmistir (70).

Tablo 2. Baz1 Hastaliklar ve Ksenobiyotik Iliskili Hayvan Modelleri

INDUKLEYICI AJAN BOBREK HASTALIK MODELI
2-Amino-4, 5-difenil tiazol Polikistik bobrek hastaligi
2-Bromoetilamin hidrobromit Renal papiller nekroz
Adriamisin Podositopati
Anti-glomerular endotel antikoru Hemolitik iiremik sendrom, mesenjiolizis
Hidralazin Lupus eritematozus
Maleik asid Tibiiler proteiniiri
Polivinil alkol Mesengiyal mikrograniilomlar

Podositopatilerde glomeriiler hiicrelerde pek ¢ok molekiil ve proteinin
karsilikli etkilesimi s6z konusudur. Bu sayede baslangigtaki lokal podosit hasari
saglikli podositlere yayilir ve hem endotelyal hem de mezengial hiicrelere etki ederek
kismi podosit hasarindan siddetli glomeriiler hasara yol agar. Hasarli podositlerde
ayaksi c¢ikimtilarda silinme, slit diyafram degisiklikleri etkilenmenin erken dénem
manifestasyonu olup; sonrasinda ise hiicrelerde ayrilma, apopitoz ve diferansiasyon
kaybi goriiliir (70).

Kronik bobrek yetmezliginin (KBY) pek ¢ok tiirii glomeriiloskleroz,
tiibiilointerstisyal inflamasyon ve fibrozis gelisimi ile karakterizedir. Rodentlerde iy1
bir renal hasar indiikleyici olarak bilinen adriamisin insanda primer fokal segmental
glomertiloskleroza baglh gelisen KBY” yi taklit eder (63).

Adriamisin ayrica apopitozu indiikleyerek sitotoksik etki gdsteren bir
kemoterapotiktir. Tiim hiicrelerde oldugu gibi renal hiicrelerde de apoptozu arttirdig:
gosterilmistir (71). Artmug tiibiiler apopitoz, kronik bobrek hastaliklarinda tiibtiler
atrofinin 6nemli bir gostergesidir (70). Apopitozun 2 farkli fazda gergeklestigine
inanilir. Bunlardan biri intrinsik yol olup mitokondri, lizozom yada endoplazmik
retikulum gibi organelleri etkiler. Ekstensek yol ise 6liim reseptor yolu adi ile anilir.
Bu yol 6liim reseptoriiniin ligant baglanmasi ile aktiflesmesi ile calisir. Her iki yolda

sonugta kaspaz-3, kaspaz-7 gibi spesifik proteaz aktivasyonu ile sonuglanir. Bu
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proteazlar ise membran sigsmesi, hiicre biiziismesi, DNA fragmantasyonuna yol acar.
Baz1 nefrotoksik ajanlar ve etkiledikleri hiicre organelleri asagidaki tabloda

verilmistir (70).

Tablo 3. Bobrekte ilag iliskili Tiibuler Epitelyal Apopitoz Ve Etkilenen Organeller

PRIMER ETKILENEN ORGANEL TERAPOTIK AJAN
Mitokondri Adriamisin, Sisplatin, Siklosporin A, Gentamisin
Lizozom Gentamisin, iyotlu contrast maddeler
Endoplazmik Retikulum Sisplatin, Siklosporin A, Tunikamisin,

Asetaminofen

Adriamisin nefropatisi bobrek yetmezligi deneysel modelinde pek ¢ok
avantaja sahiptir. Ciddi doku hasarmma yol agmasi ile giicli bir model
olusturmaktadir. Ilag verilmesinden giinler sonra renal hasarin goriilmesi ile
hasarlanma zamani tutarli ve tahmin edilebilir diizeydedir. Yapisal ve fonksiyonel
hasar insandaki kronik proteiniirik renal hastalikla benzerdir. Pek ¢ok rat tiirii
adriamisinin renal etkilerine tamamiyla sensitiftir. Baz1 kaynaklarda erkek Wistar
tiirli rat icin verilen adriamisin doz arahigi 1.5 ile 7.5mg/kg arasindadir (63). On
miligram/kilogram’a (72) hatta 20 mg/kg’a kadar verilen yaymlar mevcuttur (73).
Verilis yolu olarak segilen intravendz yolda goriilebilen cilt nekrozu, substernal,
intrakardiyak ve renal yolun ise uygulamadaki invazifligi ve tecriibe gerektirmesi
sebebiyle daha ¢ok tercih edilen yol intraperitoneal yoldur (63). Intraperitoneal yolun
intravendz ya da intrakardiyak yola gére uygulamadaki kolaylig1 (6zellikle farede)
bu metodun uygulanabilirligini de arttirmaktadir.

Erkek ratlar disi ratlara gore renal hasar gelisimi yoniinden daha sensitiftirler.
Sham operasyonu geciren ratlarla karilastirildiginda kastrasyon yapilan erkek ratlarin
daha az duyarli olmasi, adriamisinin yol agtig1 renal hasarin patogenezine cinsiyet
hormonlarmin katkida bulundugunun gostergesidir. Adriamisin nefrotoksisitesi ile
ilgili deneylerde cinsiyet se¢imi Onemlidir. Ciinkii renal hasar siddetinde fark
olugmaktadir (74).

Deneysel model olarak adriamisin nefropatisinin kullanilmasmin bazi

dezavantajlar1 da mevcuttur. Bazi ratlarda digerlerinden daha diistik siddette renal
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hasar meydana geldiginden grup i¢inde ve gruplar arasinda degiskenlikler olusabilir.
Adriamisin dar bir terapdtik indekse sahiptir, bu nedenle ideal dozdan daha az
verilmesi renal hasarin olugsmamasina yani deney modelin gerceklesmemesine
bununla birlikte daha fazla verilmesi ise 6liimle sonuclanan yiiksek toksisiteye yol
acabilir. Tutarli ve kolay iretilebilen bir model olmasma ragmen, ilaca verilen
cevapta bazi bireysel degisiklikler ayni tiir kemiricilerde dahi olusabilir (75).

Bu deneysel modelde boyut (size) ve yiik (sarj) seciciligi (selektivite) tizerine
etkiler konusunda literatiirde ¢eliskili bilgiler bildirilmektedir. Ancak ¢ogunluk boyut
secici bariyerdeki kayba bagli oldugunu kabul etmektedir (76). Morfolojik
incelemelerde ise heparan siilfatta azalma olmaksizin epiteliyal ayrismanin olmasi
dikkati ¢ekmektedir (77). Proteinden yana fakir diyet ve ACE (anjiyotensin
doniistiirtici  enzim) inhibitorii kullanimi  bu modelde glomeriiler hasarin

progresyonunu engelleyebilmektedir (78).

1.1.3. irisin

1.1.3.1. irisin Nedir?

Irisin, 112 aminoasitten olusan 12,5 kilodalton’luk kiitleye sahip, enerji
metabolizmasimi regiile eden, yeni kesfedilmis bir proteindir (Sekil 2). Temel olarak
kalp kas1 gibi kas dokulardan sentezlenmekle birlikte tiikriik bezi, bobrek karaciger
gibi periferik dokularda da bulunur. Irisin bir anti-diyabetik ve anti-obezitik hormon
olup bu etkisini adipoz doku metabolizmas1 {izerine etki ederek ve glukoz
homeostaz1 saglayarak gerceklestirir. Adipoz dokuda beyaz adipoz dokuyu
kahverengi adipoz dokuya ¢evirerek etki eder (79).

Enerji homeostazi kavram olarak enerji harcanmasi, sindirim durumu ve
enerjinin adipoz dokuda depolanmasi olaylarinin biitiiniinii icerir (80). Organizmada
enerji homeostazinin idamesi oreksijenik (istah arttiric1 6rnegin noropeptit y, ghrelin,
galanin gibi) ve anoreksijenik (istah baskilayict 6rnegin leptin, nesfatin gibi) pek ¢cok
molekiiliin dengesini igerir (79).

Yapilan caligmalardan elde edilen kanitlara gore iskelet kast metabolik
islevleri diizenleyebilen sitokin ve benzeri baska peptitleri sekrete edebilir. Bununla
beraber iskelet kas1 endokrin, parakrin, otokrin organ gibi davranip diger organlarda

hormon benzeri etki gostererek spesifik endokrin etkiler ortaya ¢ikarabildigi
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belirtilmistir (81). Miyokin olarak adlandirilan bu peptit molekiilleri lokal etki
edebilir yada uzak organlar1 hedef olarak alabilir (82).

Bu molekiillerden biri olan irisin molekiilii, Bostrom ve ark. tarafindan 2012
yilinda kas hiicrelerinden izole edilmistir. Bu molekiil enerji dengesini beyaz adipoz
dokuyu kahverengi adipoz dokuya déniistiirerek etkiler. Irisin kelimesi Iris adindan
koken alir (3). Yunan mitolojisinde iris, Thamus ve Electra’nin kiz1 olup gékkusagini

sembolize eder ve tanrilardan insanlara iyi haber getirdigine inanilir (83).
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(Insan, fare ve rat irisini %100 benzerdir.)
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Cagmmizin 6nemli saglik problemlerinden biri olan obezitede irisinin rolii ve
obezitenin engellenmesindeki etkisini arastiran ¢ok sayida yaym literatiirde
mevecuttur. Irisin beyaz adipoz dokuyu kahverengi yag dokusuna cevirirken 1s1 agiga
cikartir (84).

Termojenik etkisini memelilerdeki enerji deposu olan beyaz yag dokusunda
gosteren irisin trigliserid ve yagdan zengin, mitokondri sayis1 agisindan fakir olan
beyaz adipoz dokuyu (85), bol miktarda lipit damlacik ve mitokondri iceren
kahverengi adipoz dokuya doniistiiriir (86).

Adipoz dokunun mitokodrial i¢ membran1 Uncoupling Protein-1(UCP-1) ad1
verilen protein pompa icerir. Bu pompa protonlart intermembran bosluktan
mitokondrial matrikse pompalar. UCP-1 aktiflestiginde mitokondride protonlarin
olusturdugu potansiyel fark ile iiretilen ATP (adenozintrifosfat) potansiyel fark
ortadan kalktig1 i¢in iiretilemez. Bu durumda mitokondride sadece 1s1 iiretimi
gerceklesir (87).

Irisin, insan ve fare kas dokusundaki Fibronektin tip III bolgesi iceren protein
5’in (FNDCS5- fibronectin type III domain-containing 5) bilinmeyen bir proteaz ile
parcalanmasi ile olusur (3). Faredeki FNDC5 ii¢ bolimden meydana gelir. 29
aminoasit dizisi i¢eren sinyal peptidi, 94 aminoasitlik tekli fibronektin III fibronektin
bolgesi ve C-terminal bolgesi (88). Otuziki kilodaltonluk transmembranéz FNDCS,
hiicre ici FNDC5’den daha biiyiiktiir. Bu farkliliga bagli olarak FNDCS5’in hiicreden
sekrete edilmeden once C-terminal bolgesinden pargalandigi diistiniilmektedir (3)
(88).

Irisin yapica bazi hormonlarla da benzerdir. Ornegin irisinin yapis1 %85
oraninda insiiline, %90 oraninda glukagona ve %83 oraninda leptine benzermektedir.
Ayrica insan ve fare dokularndan izole edilen irisin molekiilleri de %100 oraninda
ozdestir (Sekil-2) (3).

Fibronektin tip III bdlgesi iceren protein 5 geni ekspresyonu, kas dokusunda
egzersizle indiiklenen ve enerji tiikketimine yol acan peroksizom proliferator-aktive
reseptor y (perokxisome proliferator —activated receptor y [PPAR y]) ve PPAR y
koaktivator a (PGC1 a) araciliginda artar. PGC1 a biyolojik sistemlerdeki enerji
metabolizmasimin programlanmasima aracilik eder. Ayrica PGC1 a pek cok hiicre

tiirlinde mitokondrial biyogenezi ve oksidatif metabolizmay1 kontrol eder. Kas
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dokusu PGCI1 a ekspresyonu ile iligkili 5 farkli protein ihtiva eder. Bunlar FNDCS,
IL-15(Interlokin-15), VEGFB (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktor B), Lrgl (Ldsin-
zengin alfa-2-glikoprotein 1) ve TIMP4 (Metalloproteinaz Doku Inhibitorii 4) olup
muhtemelen PGC1 a sekresyonu ile iliskilidirler. Yirmi nanomolar FNDCS5, UCP1
mRNA (mesajct riboniikleik asit) ekspresyonunu 7-1500 kat arttirmaktadir. Artan
UCP1 diizeyi ATP sentezini engelleyerek 1s1 liretiminde artisa ve enerji tiiketimine
neden olur (3). Tiim bu bilgiler 1s181inda kahverengi adipoz dokudaki termogenez

artisinin FNDCS diizeyi ile iliskili oldugu sonucuna varilir.

1.1.3.2. Metabolizma, Egzersiz ve Irisin

Yapilan bir ¢calismada fare ve insan kas dokusunda egzersizden sonra FNDC5
mRNA diizeyinde artis saptanmistir. Bu arastrmada yag destriiksiyonu sonucu
ortaya ATP c¢ikmasi beklenirken 1s1 aciga ¢iktig1 saptanmustir (3). Bu Oncii
calismadan sonra irisin ve egzersiz arasindaki iliski irdelenmis olup 24 sedanter geng
erkegin katildig1 bir arastrmada denekler 6 haftalik yogun egzersiz programi
boyunca incelenmistir. Timmons ve ark. yaptig1 bu caligmada iskelet kasi
biyopsilerinde FNDC5 mRNA diizeyinde artis saptanmamistir. Yine ayni
arastirmacmin c¢alismasinda 10 geng ve 10 yash denekte dayaniklilik egzersizi
yaptirilarak elde edilen egzersiz sonrasi FNDCS5 mRNA diizeyinde %30’luk bir artis
saptanmistir (89). Bununla birlikte 3 hafta boyunca serbest tekerlek kosu bandinda
kosan farelerde egzersiz sonrasi irisin konsantrasyonunda %65 oraninda artig
saptanmistir (90).

Yapilan bir diger arastirmada 1s1 ve egzersizin irisin iizerine etkileri
incelenmistir. Obez ve saglikli yetiskinler gruplara ayrilip bir grup 45 dakika
boyunca kosturuldu. Diger grup ise 50 oC sicaklikta Tiirk hamaminda 45 dakikalik
dus aldi. Arastirmaci tarafindan elde edilen sonuglarda her iki grupta irisin
miktarinda artis tespit edilmistir. Ayrica dolasima salinan ve tiikiiriikte tespit edilen
irisin miktar1 Tiirk hamamindaki grupta daha fazla oldugu tespit edilmistir (91).

Tam tersi durumda yani soguk maruziyeti degerlendirildiginde sogugun irisin
sekresyonu icin bir afferent sinyal oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligmada irisin aracil
kas- adipoz doku etkilesiminin termojenik etkiye sahip oldugu ve sogugun tetikledigi

endokrin aksin obezite tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir (92).
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Akut egzersize verilen hizl irisin cevabi yani sira irisinin fare kas dokusunda
ve serumunda egzersizden bagimsiz olarak bulundugu tespit edilmistir (93). Bir diger
arastirmada genc ve yash farelerde yiizme egzersizi sonrasinda dolasimdaki irisin
seviyelerinin artmis oldugu tespit edilmistir. Geng ve yash fareler karsilastirildiginda
geng farelerin dokularinda daha fazla irisin tespit edilmistir. Geng jenerasyondaki bu
farkliligin sebebi hizlanmis adipoz doku yikimindan oldugu diistiniilmiistiir. Bununla
birlikte yine ayni ¢aligmada dinlenim aninda iskelet kas dokusunun perimisyumunda
immiinhistokimyasal olarak irisin tespit edilmis olup egzersizle birlikte arttig1 tespit
edilmistir. Yani irisin varlig1 i¢in egzersiz sart olmamakta ancak dinlenimde de
dokular arasinda irisin farkh diizeylerde bulunmaktadir. Bu ¢alismada elde edilen
ilging bir bilgi de iskelet kaslarinin periferik sinirlerinde yogun irisin
immiinreaktivitesinin varhigidir. Hatta bu immiinreaktivite kasin kendi dokusundan

daha fazla saptanmistir (94).

1.1.3.3. Irisin ile Ilgili Baz1 Calismalar

Yeni kesfedilmis bir protein olan irisin hakkinda literatiirde pek ¢ok caligma
mevcuttur. Bunlarin bir kismi irisinin organizmadaki etkilerini incelerken, bir kismi
hastaliklarla olan iligkisini, bir kism1 ise organizmadaki irisin miktarinm tayinini
konu almustir.

Organizmadaki irisin diizeyini saptamaya yonelik bir calismada obez
yetigkinlerde irisin seviyeleri 353.1£18,6 ng/ml saptanmistir. Ayni calismada kontrol
deneklerinde 198,4+7,8 ng/ml saptanmustir. Irisin seviyeleri erkeklerde 353,1+18,6
ng/ml olarak, kadinlarda ise 267,612 ng/ml saptanmistir. Bu sonuglara gore irisin
diizeyleri cinsiyete bagimli olarak degisebilmektedir. Ayni calismada dolasimdaki
irisin  seviyesinin obezitedeki hiperglisemiye kompansatuar olarak arttig1
bildirilmistir (95). Kilo kayb1 ile birlikte irisin seviyeleri diistiiglinden dolagimdaki
irisin diizeyinin viicut yag kiitlesinin indikatorii olabilecegi belirtilmistir (96).
Bariatrik cerrahi sonras1 6. ayda iskelet kasi biyosisi ve kan Ornekleri alinan
hastalarda iskelet kasinda FNDC5 mRNA ve kan oOrneklerinde dolasan irisin
seviyelerinin diistiigli tespit edilmistir. Enerji kisitlamasinin ve kilo kaybinm irisin
diizeyini diistirdiigii saptanmistir. Viicut kitle indeksi ile irisin arasinda pozitif
korelasyonun saptandigi bu ¢alismada ayrica kas kitlesinin geng saglikl yetiskinlerde

irisin seviyesinin prediktorii olabilecegi belirtilmistir (97).
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Yapilan baska bir arastirmada metabolik sendromlu obez kisilerde glukoz
homeostazi ile irisin seviyeleri arasinda iliski saptanmustir. Etkili diyete baglh kilo
kayb1 olan obez kisilerde glukoz metabolizmasindaki diizelmeye, irisin seviyesinde
diismenin eslik ettigi saptanmistir (98).

Viicut kitle indeksi ile irisin arasinda net bir iligki saptanamamistir. Bazi
calismalarda pozitif korelasyon saptanirken bazilarinda ise negatif korelasyon
saptanmistir (96,99).

Bununla beraber irisin total enerji tikketimini artttirir, viicut agriligini azaltir,
diyet aracilikli insiilin rezistansini azaltir. Bu sayede obeziteye engel olur (3). Choi
ve ark. yapmis oldugu bir calismada irisin ve Hbalc arasinda negatif korelasyon
saptanmistir (100).

Irisinin hipoglisemik etkisi ve potansiyel antidiyabetik etkisi ile ilgili yapilan
bir calismada streptozotosin ile diyabetin indiiklendigi farelere rekombinant irisin
verilmis ve farelerde yiyecek ve su aliminin azaldigi tespit edilmistir. Yine bu
calismada intraperitoneal olarak verilen irisinin farelerde kan glukoz diizeyini
disiirdiigli, glukoz toleransimin arttig1 tespit edilmistir. Diyabetik farelere oral yolla
uygulanan irisinin kan glukoz diizeyini azalttig1 saptanmustir (101).

Irisinin metabolizmaya olan etkileri incelendiginde metabolizmanin hizini
belirleyen 6nemli bir hormon olan tiroid hormonu ile olan iliskisi irdelenmistir.
Samy ve ark. yapmis olduklar1 bir arastirmada sedanter hipotiroidik ve hipertiroidik
ratlar, otiroild kontrol gurubu ile karsilastirildiginda serum irisin diizeyi bu iki
gurupta daha yliksek saptanmistir. Bu ilging bilgiyle birlikte akut egzersizin serum
irisin diizeyini arttirdigr ancak kronik egzersiz i¢in ayni durumun sz konusu
olmadig1 bilgisi elde edilmistir. Bir kas enzimi olarak tanimlanabilen serum CK
(kreatin kinaz) diizeyi ile irisin korelasyonunu degerlendiren bu arastirmada pozitif
korelasyon saptanmis olup; serum irisin diizeyi ile kas kitlesi, lipit diizeyleri, TSH
(tiroid stimulan hormon) diizeyleri arasinda iliski saptanmamistir (102).

Serum irisin seviyeleri ve tiroid fonksiyon testleri arasindaki iligkiy1 arastiran
2014 yilinda yaymnlanan bir diger ¢aligmada ise 20 kisilik kiigiik bir grupta
degerlendirme yapilmistir. Tiroid hormon diizeylerine goére 10 hipotiroidik ve 10
hipertiroidik hastada serbest T4 diizeyi ile irisin diizeyleri arasinda pozitif korelasyon

saptanmistir. Serum TSH ve serum CK diizeyileri ile serum irisin diizeyi arasinda ise
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negatif korelasyon tespit edilmistir. Goriinen o ki tiroid hormonu ile irisinin
iligkisinin aydmlatilmasi i¢in daha biiylik guruplarda daha ¢ok calisma yapilmasi
gerekmektedir (103).

Kronik bobrek yetmezliginde dolasimdaki irisin seviyesinin diistiigi
belirtilmistir (11-14). 532 hastada yapilan bir ¢aligmada hastalar KBY evrelerine
gore smiflandirilmis olup KBY evreleri arttikga serum irisin seviyelerinin azaldigi
tespit edilmistir. En diisiik irisin diizeyi ise evre 5 kronik bobrek yetmezlikli
hastalarda tespit edilmistir. Bununla birlikte bu ¢alismada KBY’li hastalarda plazma
irisin seviyesinin sigara i¢gimi ve eslik eden diyabetes mellitus varligi ile iligkisinin
olmadig: bildirilmistir. Bu ¢aligmada kronik bobrek yetmezliginde irisin seviyesinin
diismesinin bir nedeninin de bu hastalarda goriilen sarkopeninin olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Ayrica diyaliz dncesi ve sonrasinda karsilastirildiginda serum irisin
seviyelerinde %23 diisiis tespit edilmis olup bu sonuca gore irisinin diyaliz edilebilir
bir madde olabilecegi diistintilmiistiir (11).

Otuz sekiz son donem bobrek yetmezlikli hasta ve 19 saglikli erigskinde
yapilan baska bir ¢alismada yine renal fonksiyon kaybi olan hastalarda plazma irisin
diizeyinin diistiigii tespit edilmistir. BUN (kan {ire nitrojeni), kreatinin diizeyi ile
irisin diizeyleri arasinda negatif korelasyon saptanmustir (14). Indoksil siilfat bir
iremik toksin olup renal fonksiyon bozuklugunda diizeyi artar (104). Yine yukarida
belirtilen KBY-irisin iliskisini irdeleyen g¢alismada insan kas hiicrelerine verilen
farkli konsantrasyonlarda indoksil siilfata bagli olarak irisin konsantrasyonunda
negatif korelasyon tespit edilmistir. Bununla birlikte KBY’li hastalarda bakilan HDL
diizeyi ile irisin diizeyi arasinda anlamli bir iliskinin oldugu tespit edilmis bunun
terapotik potansiyeli olabilecegi belirtilmistir (14).

Ayrica non-alkolik yagl karaciger hastaliginda (105) ve tip 2 diabetes
mellitusta da irisin seviyelerinin diistiigli gézlemlenmistir. 104 tip 2 diyabetli ve 104
kontrol denegin olusturdugu bir ¢alismada irisin diizeyinin diyabetik grupta belirgin
bir sekilde diistiigli tespit edilmistir (100).

Irisinin hepatositteki roliinii inceleyen bir arastirmada irisinin hepatositte
gerceklesen lipogenezi azalttigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada lipogenez ve oksidatif
strese kars1 irisinin etkisinin protein arjinin metiltransferaz-3 inhibisyonu iizerinden

etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica irisinin hepatositte lipojenik genlerin
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ekspresyonu iizerinde degisiklik yaparak hepatosteatozu engelleyici o6zelligi
olabilecegi belirtilmistir (106).

Miyokard infarktiisii ile irisin arasindaki iliskiye bakildiginda ise miyokard
infarktiisii geciren ratlarda kontrol gurubu ile karsilastirildiginda serum irisin
diizeylerinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir (107).

Bir baska caligmada ise irisinin damar endoteli {izerine olan etkileri
incelenmis ve endotelde anti-apopitotik etkisi oldugu hatta aterosklerotik plak
gelisimini azalttig1 tespit edilmistir (108).

Fare mezenterik arteri ile yapilan bir bagka arastirmada vaskiiler etkileri
irdelenen irisinin konsantrasyon bagimli olarak vaskiiler relaksasyona yol actigi
tespit edilmistir. Ayrica ekstraselliiler kalsiyum girisi ve intraselliiler kalsiyum
salinimma bagli vazokonstruksiyonun da irisin tarafindan inhibe edildigi
gosterilmigtir (109).

Gebelik stirecinde bakildiginda gebe olmayan bir kadinla karsilastirildiginda
gebelik boyunca irisin seviyesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica gebe
olmayan kadmlarda ise mensturasyonun Iuteal fazinda, follikiiler faz ile
karsilastirildiginda irisin seviyelerinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. insan
plasentasinda 1se FNDC5 protein ekspresyonu immunhistokimyasal olarak
gosterilmistir (110). Baska bir calismada ise idiopatik intrauterin gelisme geriligi
olan fetiislerin plesentasinin uterin arterlerinde irisin seviyesinin normal fetiislara

gore daha diistik oldugu tespit edilmistir (111).

1.1.3.3. irisinin Sentezlendigi Dokular ve Etkileri

Irisinin egzersiz sonrasinda kas dokusundan sentezlendigi Bostrom ve
arkadaslar1 tarafindan kesfi sirasinda ortaya konulmustur (3). Kas dokusunun gorevi
organizmanin hareketini saglamak ve kimyasal enerjiyi hareket enerjisine
doniistiirmekle smnirliyken irisin gibi myokinlerin kesfinden sonra endokrin etkisi de
tartisilmaya baslanmistir.

Irisin iizerinde yapilan ¢alismalarm sonucunda iskelet kas dokusu disinda
pekcok dokudan sentezlendigi tespit edilmistir. Asagidaki sekilde (Sekil 3) irisinin
sentezlendigi  dokular ve primer etkileri ozetlenmistir  (112). Irisin

immiinreaktivitesine pankreas, yag bezleri, kalp kasi, perimisyum, endomisyum (94),
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tikkriik bezleri (91), bobrek, ovaryum, testis, rektum, kalp, intrakranial arterler, dil,
optik sinir, mide (88) gibi organ ve dokularda rastlanilmustir. Ozellikle periferik sinir

kiliflarinda irisin antikoruna kars1 yliksek immiinreaktivite saptanmistir (94).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
tarafindan Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan onay alindiktan
sonra Ekim 2015-Kasim 2015 tarihleri arasinda Firat Universitesi Deneysel
Arastirmalar Merkezi'nde gerceklestirilmistir. Calisma icin Firat Universitesi
bilimsel arastirma projeleri biriminden TF.15.32 proje numarasiyla onay alinmis ve

gerekli maddi destek saglanmustir.

2.1. Deney Hayvanlan

Caligmada 182 - 290 gr agrrhiginda 28 adet Wistar Albino cinsi erkek rat
kullanilmigtir. Ratlar 21 + 2 0C oda 1sisinda 12 saat 151k (7: 00-19: 00) ve 12 saat
karanlikta (19: 00-7: 00) tutulup 6zel olarak yaptirilan kafeslerde beslenmistir.
Yemler; celik kaplarda, su; cam biberonlarda (normal ¢esme suyu) verilmistir.

Biitiin gruplardaki hayvanlar deneye baslanmadan Once hassas terazi ile
daras1 alinmig plastik kapta tartilmis olup haftalik tartimlari1 yapilmistir. Gruplarda
bulunan biitiin ratlar ayni1 ortamda gozetim altinda tutulmus olup hayvanlara add-
libitum su verilip, yiyecek alimlar1 saglanmis ve hayvanlarin giinliik olarak altlar:

temizlenerek bakimlar1 yapilmistir.

2.2. Cahsma gruplan
Grup I (n=7) (kontrol grubu): Standart diyet verildi. Herhangi bir

enjeksiyon yapilmadi.

Grup II (n=7) (irisin grubu): Irisin ratlara intraperitoneal olarak 3 giinde 1
kez 80,65 pmol/kg dozunda olacak sekilde toplamda 5 kez uygulandi 14. giinde

sakrifasyon uyguland.

Grup III (n=7) (adriamisin grubu): 10 mg/kg dozunda adriamisin
calismanin ilk giiniinde intraperitoneal olarak 1 kez uygulandi. 14.glinde sakrifasyon

uygulandu.

Grup IV (n=7) (adriamisin+irisin grubu): 10 mg/kg dozunda adriamisin

calismanm ilk giiniinde intraperitoneal olarak 1 kez uygulandi. Irisin ratlara
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intraperitoneal olarak 3 giinde 1 kez 80,65 pmol/kg dozunda olacak sekilde toplamda
5 kez uygulandi 14. giinde sakrifasyon uygulandu.

2.3. Nefropati Indiiksiyonu
Deney hayvanlari tartildiktan sonra Adriamisin (Adriablastina Deva) %0.9

luk NaCl soliisyonunda ¢oziildiikten sonra intraperitoneal olarak uygulanda.

2.4. Irisinin Uygulanmasi
Irisin (Phoenix Pharmaceuticals, Inc 067-29A) soguk zincir korunarak tedarik
edildikten sonra PBS ile iiretici firmanin 6nerdigi sekilde ¢oziilerek ratlara 80,65

pmol/kg dozundan intraperitoneal yolla toplam beser kez verildi.

2.5. Sakrifasyon

Deney protokolii tamamlandiktan sonra gruplardaki ratlar sakrifasyon
zamaninda ketamin (75mg/kg) + ksilazine (5mg/kg) 1.p uygulanarak anestezi altinda
dekapite edildi. Abdominal boslugu agilan ratlarin bobrek dokular1 ¢ikartilarak
uygun fiksatiflerle tespit edilip ardindan histopatolojik ve immiinohistokimyasal
incelemeler icin bobrek doku ornekleri ve biyokimyasal incelemeler i¢in kan

ornekleri alind.

2.6. Orneklerin Hazirlanmas: Ve Saklanmasi

Steril cerrahi araclarla dekapite edilen ratlardan almman plazma ve serum
ornekleri, yapilacak olan analizler i¢in sirasiyla aprotininli tiiplere ve diiz biyokimya
tiiplerine konuldu. Alinan kanlar 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek serum ve
plazmalar1 ayrildi. Bu numuler daha onceden numaralandirilmis olan eppendorf
tiiplere yerlestirildi. Aprotininli tiiplere alman serum ornekleri ELISA (Enzyme-
Linked Immunsorbent Assay) caligmasi i¢in ayrildi ve tiim numuneler c¢alisma
giinline kadar -80 °C*‘de saklandi. ELISA caligmalarinda kullanilmak iizere ratlardan
alman bobrek dokular1 fosfat tamponu igeren ¢ozeltiden gecirilip kan artiklarindan
arndirildiktan ve tartildiktan hemen sonra hizli bir sekilde donduruldu. Calisma

giinline kadar -80 °C’de sakland:.

2.7. Dokularin Homojenizasyonu
Calismaya baslamadan 6nce dort grup i¢in toplamda 28 adet eppendorf tiipti

her bir grup i¢in ayr1 ayr1 numaralandirildi. Daha sonra numaralandirilmis eppendorf
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tiiplerine 900 puL fosfat tamponu koyuldu. Dort gruba ait dokular -80°C’den
alindiktan sonra her bir ratin bobrek dokusu 100 mg olacak sekilde tartildi. Bu
dokular steril bistiiriler ile ince parcalar halinde kesildikten sonra numaralandirilmis
eppendorf tiiplerine yerlestirildi. Bunlarin iizerine de 100 pL 0,5 mm zirkonyum
oksit boncuklar1 konuldu. Hazirlanan numuneler Bullet Blender homojenizasyon
cihazinda cihazin hiz1 8 olacak sekilde 3 dakika siire ile isleme alind1. Ug dakikanin
sonunda gorsel olarak bakildiginda yeterli homojenizasyon olmadigi diisiiniilerek,
cthazin hiz1 9 olacak sekilde 3 dakika daha isleme alindi. Bu siirenin sonunda
cthazdan alinan Ornekler +4°C’de 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Stipernatantlar sirasi ile ependorflarina alind1 ve ELISA ¢alismasi i¢in kullanilda.

2.8. Biyokimyasal Parametrelerin Olciimii
Rutin  biyokimyasal analizler Firat Universitesi Hastanesi merkez
laboratuarinda gerceklestirildi. Serum iire ve serum kreatinin degerleri Siemens

Advia 2400 otoanalizorii ile ¢alisildi.

2.9. ELISA (Enzyme-Linked Immunsorbent Assay) Yonteminin Temel
Prensibi Ve Orneklerin Degerlendirilmesi

ELISA (Enzyme-Linked Immunsorbent Assay) serum, plazma, idrar, tiikriik,
perikard, periton sivist gibi viicut sivilarinda ve doku homojenizatlarindan elde
edilen silipernatantlarda antijenik yapida olan ya da bir nedenle antijenik yapi
kazandirilan biyolojik materyallerin seviyesinin tespiti i¢in kullanilan bir yontemdir.
ELISA’nin temel c¢alisma prensibi, antijen-antikor etkilesimine baglh olarak
olusabilen bir renk reaksiyonuna dayanir. Bu renk reaksiyonu ELISA okuyucusu ad1
verilen bir cihaz tarafindan degerlendirilmektedir. Olgiilen absorbsiyon degerleri ile
numunelerin igerdikleri madde konsantrasyonu otomatik olarak hesaplanmaktadir.

Ratlardan saglanan serum ve doku silipernatantlar -80 °C’den c¢ikartildiktan
sonra, Phoenix Pharmaceuticals, Inc tarafindan iiretilen EK-067-29 katalog numarali

ELISA kiti ile kit igerisinden ¢ikan kullanim kilavuzuna uygun olarak caligilmistir.
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2.10. immiinohistokimya

Parafin bloklardan 4-6 pm kalinliginda almnan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilip antigen
retrieval icin sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5
dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda 1sisinda yaklagik 20 dakika sogutmak i¢in
bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA)
ile 3x5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini Onlemek i¢in
hidrojen peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide
Block , TA-125-HP, Lab Vision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanan
dokulara zemin boyasini engellemek i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab
Vision Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra 1/200 oraninda dilue
edilen Irisin primary antibody (Rabbit Irisin primary antibody, H-067-17, Phoenix
Pharmaceuticals, Inc., California, USA) ile 60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildi. Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikandiktan sonra sekonder antikor (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-
mouse/rabbit 1gG), TP—125-BN, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli
ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular, sekonder antikor uygulanmasidan
sonra PBS ile 3x5 dakika yikanip Streptavidin Peroxidase (TS—125-HR, Lab Vision
Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra
PBS igerisine alindi. Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC
Chromogen (AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab
Vision Corporation, USA) solusyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali
alindiktan sonra es zamanl olarak PBS ile yikamaya alindi. Negatif kontrol i¢in
Rabbit IgG kullanildi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular PBS
ve distile sudan gegirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount,
TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
Leica DM500 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi (Leica
DFC295). Skala bar: 20pm.

Boyamada immiinreaktivitenin yaygmligir (0.1: <%?25, 0.4:%26-50,
0.6:%51-75, 0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok, +0.5: ¢ok az, +l:az, +2: orta,
+3:siddetli) esas almarak histoskor olusturuldu. (Histoskor= yayginlik x siddet)
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Elde edilen veriler ortalama =+ standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢cin SPSS for Windows version 21 (SPSS Inc, Chicago, IL) programi
kullanildi. Gruplar aras1 2’li degerlendirmelerde Independent samples-T testi
digerleri i¢in ise One-way ANOVA ve posthoc tukey testi ile yapildi. p<0.05

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

2.11. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alman kesitler polilizinli lamlara alindi.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrmntili olarak
verilmistir (Tablo 4). Hazirlanan preparatlar arastrma mikroskobunda (Leica
DMS500) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik Indeks (AlI)’i hesaplandi. Skala bar: 50pum.
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Tablo 4. TUNEL boyama prosediirii

islem Siire

1 60°C etiiv Bir gece

2 Xylol 3X15 dakika

3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika

4 PBS 5 dakika

5 Kesitlerin gevreleri sinirlayict kalem ile ¢iziliee. ™

6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika

7 PBS 3X5 dakika

8  Endojen peroksidaz blokaji (% 3 H,O,) 3 dakika

9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Caligsma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 37°C’de .
12  Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21  Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. .
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2.12. istatistiksel Analiz Yontemleri

Calismamizdaki biitlin istatistiksel veriler SPSS for Windows version 21.0
(SPSS Inc, Chicago, IL) programi kullanilarak yapilmistir. Sayisal veriler ortalama +
standart sapma olarak ifade edildi. Gruplar arasi degerlendirme i¢in tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Post hoc degerlendirme icin Tukey’s testi
uygulandi. Ayrica gruplar arasi ikili karsilastirmalar Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik igin p<0.05 olarak kabul edildi.

36



3. BULGULAR

Adriamisin ile olusturulan deneysel nefropatide irisinin etkisinini arastiran
calismamizda hayvanlarin agirlik degisimi, bobrek agirliklari, serum iire ve kreatinin
degerleri, serum ve doku irisin diizeyleri, histopatolojik ve immunhistokimyasal

inceleme sonuglar1 asagida verilmistir:

3.1. Agirhk degisimi

Calismada 182-290 gram agirliginda 28 adet Wistar Albino cinsi erkek rat
kullanilmistir. 4 ayr1 gruba ayrilan ratlarda gruplar homojen olarak dagitilmislardir.
Calismamizin baslangicindaki ortalama hayvan agirhigi 224 gram olup, hayvanlarin
agirliklar kiyaslandiginda olusturulan 4 grup arasinda anlamli fark saptanmamustir
(p>0.05) (Tablo 5).

Calismanin devaminda kontrol grubu agirliklarinda 1. haftada ortalama 1,43
gram, 2. haftanin sonunda ise ortalama 6,42 gramlik bir agirlik artis1 oldu. Bu artis 1.
ile 2. hafta arasinda ve baslangi¢ ile 2. hafta agirliklar1 kiyaslamasi yapildiginda
istatistiksel anlamlilik tasimaktadir. (her iki karsilastirma i¢in p<0.05). Tablo-5
degerlendirildiginde intraperitoneal olarak irisin verilen grupta birinci haftada
belirgin bir agirlik degisimi olmamisken birinci ile ikinci hafta arasinda ise yaklagik
2 gramlik bir agirlik kaybi1 gelismistir. Birinci hafta ile ikinci hafta arasinda olan bu
agirhk kaybi istatistiki deger tasimaktadir (p<0.05). Ancak ¢alismanin
baslangicindaki irisin gurubu ortalama agirlig1 ile sonundaki (ikinci hafta) agirliklar
istatistiki olarak karsilastirildiginda bu agirlik farkinin anlamli olmadig1 saptanmistir

(p>0.05).
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Tablo 5. Adriamisin ile nefropati olusturulan ratlarda irisinin hayvan agirliklar1 izerine etkisi

Gruplar
Parametreler
Kontrol irisin Adriamisin Adriamisin + irisin --P--
1 212,86+25,84 234,29+31,42 224,86+22,59 226,71+£17,47 0,459
Baslangic Agirhig, gr
o1 214,29427,27% 234,43+28,75° 196,33+36,4° 182,67+15,31¢ 0,017
1. Hafta Agirhig, gr
220,71£25,24 232,14+27,5 203,8+35,15 196+17,80 0,125

2. Hafta Agirhig, gr

a-d: Ayni satirda farkli harfi tasiyan ortalamalar arasi fark istatistiksel olarak anlamlhidir. (p < 0.05). Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur.

38



Sadece adriamisin verilen gurupta calismanin 1. haftasinda yaklasik %12.6 lik
bir agrilik kayb1 gelismis olup (p<0.05) 2. haftasinda ise ortalama 7.5 gramlik bir
agirhik artis1 gelisti. Ayrica calismanin baglanci ile sonundaki adriamisin gurubu
ortalama agrliklar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Adriamisin uygulamasi1 sonrasinda irisin verilen grupta ise ¢alismanin ilk
haftasinda ortalama 44.04 gramlik agrilik kaybi tespit edildi. Kaybedilen agriligin
13.33 grammin ikinci haftada geri alindig1 saptandi. Baslangi¢-birinci hafta ve
baslangi¢c-deney sonu arasindaki agirlik kaybi istatistiksel olarak anlamli oldugu

tespit edilmistir (siras1 ile p<0,01 ve p<0,05).

245

235

225

)15 /.
== Adriamisin

205
\\/< == Adriamisin+irisin

175 T T )
Baslangi¢ 1.hafta Bitis

== Kontrol

irisin

Sekil 4. Gruplarin ortalama agirlik degisiminin ¢izgi grafik ile gosterimi
Gruplar arasindaki agirlik farkina bakildiginda baslangic agirliklart agisindan
tiim gruplar arasinda anlamli farklilik yokken (p>0.05) birinci haftadaki irisin grubu
ile adriamisint+irisin grubu agirliklar1 arasinda istatistiksel fark goézlemlenmistir

(p<0.05). Bu fark ¢alismanin ikinci yani son haftasinda tekrar istatistiki anlamini
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kaybetmekle (p=0.135) birlikte calismanin baslangi¢ haftasindaki 7,58 gramlik fark

calismanin sonunda 36.14 grama kadar ytlikselmistir.

3.2. Bobrek Agirhklan
Calismada yer alan gruplarin bobrek agirliklar1 ortalamasi ve gruplar arasi

farklar asagida gosterilmistir (Sekil-4).

Ortalama Bobrek Agirliklari (gram)

7

6

- \

4

3

2

1

0 . . . i | |
Kontrol Irisin Adriamisin Adriamisin+irisin

Sekil 5. Gruplarin ortalama bobrek agirliklari

Hayvanlardan ¢ikarilan bobreklerin  agirliklarmin  ortalamast  kontrol
gurubunda 5,07+£0,47 gram, irisin gurubunda 5,61+0,55 gram, adriamisin gurubunda
4,98+1.65 gram, adriamisin+tirisin verilen gurupta ise 4,74+0.81 gram olarak
saptanmistir. Bobrek agirliklart agisindan en diisiik deger adriamisin grubunda elde
edilmis olup tiim guruplar arasinda ortalama bobrek agirligi agisindan anlamli bir

fark yoktur (p>0.05)
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3.3. ELISA ile Degerlendirilen Serum Irisin Diizeyleri Ortalamalan

Ratlardan elde edilen serumlarin ELISA ile degerlendirilmesi sonucunda elde
edilen ortalama degerler standart sapmalar ile birlikte asagida gosterilmistir.

Serum irisin Diizeyleri (ELISA)
35

30

25

i \ I

15 \

10

Kontrol irisin Adriamisin Adriamisin+irisin

Sekil 6. ELISA ile Degerlendirilen Serum irisin Diizeyleri Ortalamalari

Serumdaki irisin diizeylerine ELISA testi ile bakildiginda ortalama degerler
kontrol grubunda 18,19+6,84, irisin gurubunda 24,94+7,6, adriamisin gurubunda
16,11+£3,97, adriamisin+irisin verilen gurupta ise 17,91+1,38dir.

Serumdaki irisin diizeyleri ortalamalar1 tiim guruplar ikili olarak birbirleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklhilik saptanamamis olmakla
beraber serumdaki en diislik irisin diizeyi adriamisin gurubuna aittir. Adriamisin+

irisin grubu ortalamasi kontrol gurubuna oldukca yakin saptanmastir.
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3.4. ELISA 1le Degerlendirilen Doku Irisin Diizeyleri Ortalamalar
Homojenize edilen bobrek dokularindaki ELISA ile 6lciilen irisin diizeyleri

standart sapma degerleri ile asagida belirtilmistir.

Doku irisin Diizeyleri (ELISA)

40

35

30 T
25 \\ I

20
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0 T T e T 1
Kontrol irisin Adriamisin Adriamisin+irisin

Sekil 7. ELISA ile Degerlendirilen Doku irisin Diizeyleri Ortalamalan

Dokuda irisin diizeylerine bakildiginda kontrol gurubunun ortalamasi
26,84+5,35, i1risin gurubunun ortalamast 31,934+5,28, adriamisin gurubunun
ortalamasi 13,27+1,04, adriamisin+irisin gurubunun ortalamasi ise 26,33+2,35 olarak
saptanmistir.

Kontrol gurubu ile irisin gurubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsizdir (p>0.05). Kontrol gurubu ile adriamisin gurubu arasindaki fark ise
istatistiksel olarak anlamlidir (p<<0.05). Kontrol gurubu ile adriamisin+irisin gurubu
arasindaki fark ise istatistiksel olarak iliskisizdir (p>0.05). Irisin ile adriamisin
guruplar1 arasindaki doku irisin diizeyi farki ise istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05). Adriamisin ve adriamisin+irisin guruplar1 arasindaki fark da istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0.05). Irisin gurubu ile adriamisin+irisin gurubu arasmdaki fark

ise istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0.05).
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3.5. Serum Ure Diizeyleri
Calismada mevcut olan 4 grubun, calisilan biyokimyasal parametrelerinden
serum Ure Olclimiiniin (mg/dL cinsinden) ortalamalar1 ve gruplar arasindaki

degisimini gosteren Sekil-7 asagida verilmistir.

Serum Ure Diizeyleri (mg/dL)

180
160
140
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0 . . D . .

Kontrol Irisin Adriamisin Adriamisin+irisin

HH

Sekil 8. Guruplarin Serum Ure Diizeyleri

Serum iire degerleri ortalamasinda bakildiginda kontrol gurubunda
48,14+5,58 mg/dL, irisin gurubunda 54,14+3,67 mg/dL adriamisin gurubunda
101,6+ 58,93 mg/dL, adriamisin+irisin gurubunda ise 61,6+16,46 mg/dL olarak

saptanmuistir.

Serum {ire diizeyleri ortalamalar1 guruplar arasinda karsilastirildiginda kontrol
gurubu ile irisin gurubu arasinda istatistiksel farkliligin olmadigi saptanmistir
(p>0.05). Kontrol gurubu ile adriamisin gurubu arasinda ise 2 kata yakin bir fark
bulunmakla birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Kontrol gurubu
ile adriamisin+irisin gurubu karsilastirildiginda ise aradaki farkin istatistiki anlami
olmadig1 saptanmustir (p>0.05). Irisin gurubu serum iire diizeyi ile adriamisin gurubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Irisin ile adriamisin+irisin
guruplar1 serum lire diizeyi ortalamalar1 arasinda istatistiksel fark yoktur (p>0.05).
Sadece adriamisin verilen gurup ile adriamisin+irisin verilen gurup arasinda 40

mg/dL’lik bir fark olmakla beraber bu fark istatistiksel olarak anlamsizdir.

43



3.6. Serum Kreatinin Diizeyleri
Galismadaki guruplarin serum kreatinin degerleri ve standart sapmalar (mg/dL

cinsinden) asagidaki sekil-8’de gosterilmistir.

Serum Kreatinin Diizeyleri (mg/dL)
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Kontrol Irisin Adriamisin Adriamisin+irisin

Sekil 9. Guruplarin Serum Kreatinin Diizeyleri

Guruplarin serum kreatinin diizeyi ortalamalarma bakildiginda kontrol
gurubunun serum kreatinin degeri 0.2+0,13 mg/dL, irisin gurubunun 0,29+0,039
mg/dL, adriamisin gurubunun 0.43+0,21 mg/dL, adriamisint+irisin gurubunun ise
0,34+0,01 mg/dL olarak saptanmustir.

Bu degerler guruplar arasmna karsilastirildiginda kontrol gurubu serum
kreatinin diizeyi ile irisin ve adriamisin+irisin guruplar1 arasindaki farkin istatistiksel
anlam tagimadig1 saptanmistir (p>0.05). Ancak kontrol gurubu ile adriamisin gurubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Irisin gurubu ile adriamisin ve
adriamsin+irisin guruplar1 arasinda fark olmakla birlikte bu farklar istatistiki deger
tasimamaktadir (p>0.05). Bununla birlikte adriamisin gurubu serum kreatinin

ortalamasi ile adriamisin+irisin gurubu ortalamasi arasinda da istatistiki fark yoktur.
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3.7. Immiinhistokimyasal Bulgular (irisin Immiinreaktivitesi)

Irisin immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 151k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; Irisin immiinreaktivitesi bobrek dokusunda
tiibiil hiicrelerinin sitoplazmalarinda (kirmizi ok) gézlendi.

Bobrek dokusunda irisin immiinreaktivitesi degerlendirildiginde kontrol
(Sekil 9) ve irisin (Sekil 10) gruplarinda immiinreaktivite benzerdi. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda irisin immiinreaktivitesi adriamisin grubunda (Sekil 11) istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalmigs bulundu (p<0.05). Adriamisin grubuyla
kiyaslandiginda ise irisin immiinreaktivitesi adriamisintirisin grubunda (Sekil 12)
belirgin olarak artmist1 (p<0.05) ve kontrole yakin gozlendi. Tablo 6’da irisin

histoskor gosterilmistir.

Tablo 6. Irisin histoskor

GRUP Histoskor
Kontrol 0.98+0.18
Irisin 1.03+0.42
Adriamisin 0.41+0.32*
Adriamisin +irisin 0.90:0.15"

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® Adriamisin grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).
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L=50.000um

L=50.200um

Sekil 11. Irisin grubuna ait bobrek dokusunda irisin immiinreaktivitesi (kirmiz1 ok).
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L=50.200um

___ L=50.402um

Sekil 13. Adriamisin+irisin grubuna ait bobrek dokusunda irisin immiinreaktivitesi (kirmizi ok).
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3.8. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi bobrekte tiibiil
hiicrelerinde (kirmiz1 ok) gozlendi.

Bobrek dokusunda TUNEL pozitifligi; kontrol (Sekil 13) ve irisin (Sekil 14)
gruplarinda benzerdi. Kontrol gurubuyla karsilastirildiginda TUNEL pozitifligi
adriamisin grubunda (Sekil 15) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmus
bulundu (p<0.05). Adriamisin grubuyla kiyaslandiginda ise TUNEL pozitifligi
adriamisin+irisin grubunda (Sekil 16) belirgin olarak azalmist1 (p<0.05) ve kontrole

yakin gozlendi. Tablo 7 de apoptotik indeks gosterilmistir.

Tablo 7. Apoptotik indeks (%)

GRUP Apoptotik indeks (%)
Kontrol 2.33+1.03
Irisin 2.83+0.75
Adriamisin 13.50+3.27*
Adriamisin +irisin 3.16+1.32°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® Adriamisin grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 15. Irisin grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 17. Adriamisin +irisin grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (kirmiz1 ok).
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4. TARTISMA

Bobrek yetmezligi, yol agtigi mortalite ve morbiditeyle tiim diinyada ve
iilkemizde 6nemli bir saglik sorunudur. Bobrek yetmezliginin sebeplerini 6grenmek,
bu sebepleri ortadan kaldirmaya calismak, katastrofik bir siire¢ olan son donem
bobrek yetmezligine olan gidisati engellemek ve gelistikten sonra son donem bobrek
yetmezligini tedavi edebilmek tiim diinyada yapilan ¢alismalarmn ilgi alanlarinin bir
kismin1 olusturmaktadir.

Yapilan caligmada irisin adi verilen yeni kesfedilmis peptit yapida bir
hormonun renal fonksiyonlarin bozulma siirecine olan etkilerini arastirildi.
Kardiyotoksik ve nefrotoksik etkisi oldugu bilinen bir ajan olan adriamisin
nefrotoksisite indiiksiyonunda kullanildi. Yapilan ¢alismanin sonucunda irisin
molekiiliiniin nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkilerinin olabilecegi saptandi.

Bobrek yetmezligi ile irisinin iligskisini arastiran caligmalarda bobrek
yetmezliginde dolasimdaki irisin diizeyinde azalmanin oldugu tespit edilmistir.
Ornegin Ebert ve ark. yapmis oldugu bir calismada KBY’li hastalarda hastaligin
evresi ilerledik¢e serum irisin seviyesinin daha fazla diistiigii saptanmistir (11).

Organizmada bobrek yetmezligi sonucunda viicutta agirhik kaybi goriilmesi
beklenen bir durumdur. Doksorubisin kardiyotoksisitesini arastiran bir yayinda tek
seferde 10 mg/kg dozunda verilen ajanin ¢alismanin ilk 2 haftasinda hayvanlarda
baslangica gore %10’luk bir agirhik kaybimna yol agtig1 gosterilmistir (45). Yapilan
calismada da calismanm ilk haftalik siirecinde intraperitoneal olarak 10 mg/kg
adriamisin uygulanan ratlarda %12,6 lik bir agirlik kayb1 s6z konusuydu. Mukayese
edilen calismada 2. haftanin sonunda hayvan agirliklarinda artis gozlemlenirken
yapilan caligmada ise 2. haftada rat ortalama agirliklarinda 7,5 gramlik bir artig
saptand1. Ilgingtir ki yapilan ¢alismanin sonunda sakrifiye edilen ratlarin renal
dokular1 ¢ikarilirken adriamisin gurubunda daha belirgin olmakla birlikte sadece
adriamisin verilen gurup ile adriamsin ve irisin birlikte verilen guruplarda assit mayi
gelistigi tespit edilmistir. Ratlarda salt inspeksiyon ile organlara bakildiginda kontrol
gurubu ile karsilastirildiginda organlarin 6demli olduklar1 saptanmistir. Enjektor
araciligi ile dlgiilmeye ¢alisilan s1vi hacimleri yaklasik olarak 20-45 cc olarak tespit

edilmistir. Dolayis1 ile hayvanlardaki bu agrirlik artisinin sebebinin renal ve/veya
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muhtemel kardiyak yetmezlige sekonder gelisen assit-0deme bagli olabilecegi
diistiniildi.

Yine agirlikla ilgili olarak irisin gurubuna bakildiginda deneyin ilk haftasinda
bu gurupta beligin bir agirlik degisimi olmazken 2. haftasinda ortalama 2 gramlik bir
agirlik kaybi tespit edildi. Irisin termojenik etkisi oldugu belirtilen ve anti-obezite
etkisi oldugu distiniilen bir peptittir (79). Beyaz adipoz dokuyu kahverengi adipoz
dokuya doniistiiren irisinin (3), bu etkisi sirasinda 1s1 agiga ¢ikarttigir bilinmektedir
(84). Organizmada artan irisin miktarmin UCP-1 {izerinden direkt olarak
mitokondriye etki ettigi; bu etki sayesinde mitokodride ATP iiretiminin aksadigi
bilinmektedir. Yapilan arastirmalarin sonucunda irisinin aktiflestirdigi UCP-1’in
mitokondride pompa gorevi aldigi ve protonlar1 intermembran bogluktan
mitokondrial matrikse pompaladig1 tespit edilmistir. Bu etkiye bagli olarak ATP
sentezinde kullanilacak olan potansiyel farkin ortadan kalktigi tespit edilmistir (3).

Bunun bir sonucu olarak obezitede tedavisinde etkili olabilecegi diisiiniilen
irisin aragtirmamiz siirecinde 5 kez ratlara intraperitoneal olarak verildi. Bu siirecin
sonunda birinci ve ikinci haftalar arasinda 2 gramlik istatistiki acidan da anlaml bir
agirhik kaybi tespit edildi. Bu siiregte kontrol grubunda ise agirlik kazang stireci
devam etmekteydi. Bu yOniiyle irisinin anti-obezitik etkisinin olabilecegine dair
yorumda bulunuldu. Irisinin grubundaki hayvanlardaki agirlik kaybinm &zellikle
ikinci haftada gelismis olmasi irisinin kiimiilatif etkisinin tekrarlayan doz
uygulamalarindan sonra gelistigini diisiindiirmiistiir Adriamisin ve irisin verilen
gurupta 1. haftadaki agirlik kaybmin daha sert fakat sonrasinda ise daha hizli bir
kazancin oldugu saptandi.

Bobrek agirlhiklarma bakildiginda ise intraperitoneal irisin verilen guruptaki
bobrek agirliginin daha fazla oldugu goriilmekle beraber istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadig1 tespit edilmistir. Ilgingtir ki yine bobrek agirlig1 agisindan en diisiik
deger adriamisin gurubunda beklenirken adriamisintirisin gurubunda tespit
edilmistir.

Serum irisin diizeylerine bakildiginda guruplar arasinda istatistiksel fark
saptanmamis olmakla beraber en diisiik diizey adriamisin gurubunda en yiiksek
diizey ise beklenildigi lizere irisin gurubunda elde edilmistir. Bu konuda Wen ve ark.

yaptig1 bir caligmada ise bu ¢alismaya kiyasla daha net sonuglar alinmistir (14).
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Yapilan caligmalara bakildiginda irisinin plazmada yarilanma zamanu ile ilgili
bir veriye saptanmamuistir. Yapilan ¢alismanin sonucu irisinin renal klirensi hakkinda
sorular da dogurmaktadir. Diyaliz edilebilir bir madde oldugu ile ilgili bir arastirma
(11) bulunsa da organizmadaki irisin diizeyinin tam olarak tespiti ile ilgili sikintilar
da mevcuttur. Giinlimiiz gelisen tibbina ragmen insan serumundaki irisin diizeyinin
normal degerleri halen kesin olarak tespit edilememistir (79).

Bu duruma bir alternatif olarak calismamizda ELISA yontemi ile dokulardan
homojenizasyon ile elde edilen supernatantlarda irisin diizeyi g¢alisilmistir. Bunun
sonucunda adriamisin verilen gurupta doku irisin diizeyinde kontrol gurubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir dislis saptanmistir. Buna bagli olarak bobrek
yetmezliginde doku diizeyinde irisin seviyesinde diigmelerin oldugu tespit edilmistir.
Renal yetmezlikte plazma irisin seviyelerinde diisiikliik tespit edilmis olmakla
beraber (14) doku diizeyinde de diismenin saptanmasi irisinin bu hastaliktaki roliinii
destekler niteliktedir.

Serum iire ve kreatinin diizeylerine bakildiginda, serum irisin diizeyi ile
negatif korelasyonun oldugu bildirilmistir (14). Adriamisin renal fonksiyonlarda
belirgin bozulma yapmaksizin nefropati yapan bir ajandir (26, 113). Calismada ise
serum iire diizeyleri ortalamalar1 guruplar arasinda karsilastirildiginda kontrol gurubu
ile adriamisin gurubu arasinda 2 kata yakin bir fark bulunmaktadir ve bu fark
istatistiksel olarak anlamlidir. Kontrol gurubu ile adriamisintirisin gurubu
karsilastirildiginda ise aradaki farkin istatistiki anlami olmadigi saptanmistir. Buna
bagl olarak adriamisin ile nefropati olusturulan ratlarda irisin desteginin bobregin
renal fonksiyonlarini olumlu yonde etkileyebilecegi diisiiniildii. Serum kreatinin
diizeyine baklidiginda ise adriamisin gurubu ile kontrol gurubu arasindaki anlamli
fark varken adriamisin gurubu ile adriamisin+irisin gurubu arasinda istatistiksel fark
saptanmamistir.

Immiinhistokimyasal agidan bakildiginda ise adriamisin gurubu kontrol
gurubu ile karsilastirildiginda anlamh bir disiikliik tespit edildi. Adriamisin+irisin
gurubunda ise adriamisin grubuna goére immiinreaktivite fazla saptandi. Buna bagl
olarak renal yetmezlikte doku diizeyinde de irisin seviyesinde azalma oldugu birkez

daha tespit edildi.
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Adriamisin  apoptozu indiikleyerek  sitotoksik etki  gosteren  bir
kemoterapoétiktir. Tiim hiicrelerde oldugu gibi renal hiicrelerde de apoptozu arttirdig:
gosterilmistir (71). Bunlarla beraber TUNEL pozitifligine bakildiginda irisin ve
kontrol gurubunda benzerken, adriamisin gurubunda belirgin olarak artmis
diizeydeydi. Adriamisin ile birlikte irisin verilen gurupta ise, sadece adriamisin
verilen guruba nazaran anlamli bir azalma olup bu azalmanin kontrol gurubu ile
benzer degerlerde olmasi irisinin adriamisinin yol agtig1 apopitotik etkiyi engelleyici
ozellikte oldugunu gostermistir.

Sonug olarak bu caligmada, bobrek yetmezliginde irisin diizeyinde azalma
oldugu saptanmis ve disaridan verilen irisinin gelisen renal hasara karsi koruyucu

etkisinin olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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