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1. OZET

Adriamisin (ADR), ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan antrasiklin tipi
kemoterapotik (antineoplastik veya sitostatik) bir ajandir. Kanser hiicrelerini yok
etmek tiizere iiretilen bir¢ok antineoplastik ilag, saglikli hiicrelere de dogrudan etki
gostermektedir. Bu etkiler antineoplastik ilaglarin toksik etkilerini ortaya
cikarmaktadir. N-asetil sistein (NAS); mukolitik bir ajan olup, etkili bir antioksidan
olan glutatyon olusumunda rol oynamaktadir. Antioksidanlarin, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, c¢esitli kanser tiirleri ve oksidatif stres ile iliskili cesitli
hastaliklarin  6nlenmesinde etkili olduklar1 bilinmektedir. Yakin zamanda
tanimlanan speksin (SPX) hormonunun viicut enerji metabolizmasini ve
homeostazi diizenleyici rolil vardir.

Bu calismada ADR uygulamasinin sican bdbrek dokularinda SPX
immiinreaktivitesi tizerine NAS’1n etkisinin incelenmesi amaglanmustir.

Bu amagla, ¢alismada 28 adet Spraque-Dawley cinsi (8-10 haftalik) erkek
sigan esit sayida rastgele dagitilarak 4 gruba ayrildi (n=7). 14 giin boyunca kontrol
grubuna herhangi bir uygulama yapilmazken NAS ve ADR+NAS gruplarina 14 giin
siireyle 150 mg/kg/giin dozunda NAS intraperitoneal (i.p) uygulanmistir. ADR ve
ADR+NAS gruplarinda deneyin baslangicinda tek doz 15mg/kg ADR ip
uygulandi.

Deney sonunda siganlar dekapite edildi ve biyokimyasal analiz ve histolojik
degerlendirmeler i¢in kan 6rnekleri ve bobrek dokulart alindi.

Total oksidan diizeyleri (TOS) ve total antioksidan diizeyleri (TAS) ile
serum SPX diizeyi Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemiyle

belirlendi. Bobrek dokusunda SPX immiinreaktivitesi i¢in immunohistokimyasal



boyamalar, apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in de TUNEL boyamasi uygulandi.
Ayrica tim sicanlarin bobrek dokular1 rutin hematoksilen ve eosin boyamasi
uygulanarak histolojik acidan degerlendirildi.

Kontrol grubuna gére ADR grubu bobrek dokusunda, 6dem, hiyalin kast
olusumu, tubuler dilatasyon, fibrozis, tubiiler vakuolizasyon ve eritrosit
ekstravazasyonu gibi ¢esitli histopatolojik degisiklikler, serum/doku TOS ve SPX
diizeylerinde artis ve TAS diizeylerinde azalma tespit edildi. NAS tedavisi
sonrasinda bu bulgularda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde iyilesme goriildii.

Sonug¢ olarak, Adriamisin uygulamasinin TOS, apoptozis ve SPX
seviyelerini arttirdifi, Tedavi olarak verilen NAS’in TOS, apoptozis ve SPX
seviyelerini azalttigi, SPX nin ADR ye baglhh olusabilen bdbrek hasarinin
patognezinde roliiniin olabilecegi, gelecekte daha ileri ve ayrintili caligsmalarla,
ADR ye bagl olusabilen bobrek hasari ile iligkili patofizyolojik mekanizmalar
aydinlatilabildigi taktirde, bobrek hasarinin olusumunu onlemek ve/veya tedavi
etmek amaciyla SPX ile iligkili yeni tedavi yaklagimlari da denenebilecegi

kanaatindeyiz.



2. ABSTRACT

Effect of N-acetylcysteine on Speksin Immunoreactivity in Kidney Tissues of

Rats Treated with Adriamycin

Adriamycin (ADR) is an anthracycline type chemotherapeutic
(antineoplastic or cytostatic) agent used in the treatment of various types of cancer.
Many antineoplastic drugs produced to destroy cancer cells also have a direct effect
on healthy cells. These effects reveal the toxic effects of antineoplastic drugs. N-
acetyl cysteine (NAC); is a mucolytic agent and plays a role in the formation of
glutathione, an effective antioxidant. It is known that antioxidants are effective in
preventing cardiovascular diseases, diabetes, various types of cancer, and various
diseases associated with oxidative stress. Spexin (SPX), recently identified

hormone, has a regulatory role in body, energy metabolism and homeostasis.

This study was aimed to investigate the effect of NAC administration on
SPX immunoreactivity in rat kidney tissues. For this purpose, 28 Spraque-Dawley
male rats (8-10 weeks old) were randomly distributed in equal numbers and divided
into 4 groups (n=7). While no administration was made to the control group for 14
days, NAC was administered intraperitoneally (i.p) at a dose of 150 mg/kg/day to
the NAC and ADR+NAC groups for 14 days. A single dose of 15mg/kg ADR was
administered i.p to the ADR and ADR+NAC groups at the beginning of the
experiment. At the end of the experiment, rats were decapitated and blood samples
and kidney tissues were taken for biochemical analysis and histological evaluations.
Total oxidant levels (TOS), total antioxidant levels (TAS), and serum SPX levels

were determined by Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) method.



Immunohistochemical staining was used for detection of SPX immunoreactivity in
kidney tissue and TUNEL staining was applied to detect apoptotic cells. In addition,
kidney tissues of all rats were evaluated histologically by routine hematoxylin and
eosin staining. Various histopathological changes in kidney tissues such as edema,
hyaline cast formation, tubular dilatation, fibrosis, tubular vacuolization, and
erythrocyte extravasation, increase in serum/tissue TOS and SPX levels, and
decrease in serum/tissue TAS levels was detected in ADR group compared to the
control group. A statistically significant improvement was observed in all of these

findings after NAC treatment in ADR+NAC group.

As aresult, it has been determined that adriamycin administration increases
TOS, apoptosis, and SPX levels, NAC was given as treatment to decrease TOS,
apoptosis, and SPX levels, and SPX may have a role in the pathogenesis of ADR-
related kidney damage, with further and detailed studies in the future. We believe
that if the pathophysiological mechanisms associated with kidney damage can be
clarified, new treatment approaches related to SPX can be tried to prevent and/or

treat the formation of kidney damage.



3. GIRIS

3.1. Bobrek

Insan viicudundaki yapisal ve islevsel olarak en karmasik organlardan biri
olan bobrekler (1) lireterler, mesane ve iiretra ile birlikte tiriner sistemi olusturarak;
cesitli metabolik artiklar1 igeren idrar1 olusturup viicut digina atilmasini saglarlar.

Ayrica erkek iiretrasi liriner ve genital sistemin ortak elemanlaridir (2).

3.1.1. Bobrek Anatomisi

Retroperitoneal yerlesimli olan bobrekler; 12. sirt (torakal) omuru ile 3. bel
(lumbar) omurlari arasinda bulunur. Sol bobrek 12.sirt omuru ile 2. bel omuru, sag
bobrek 12.sirt ile 3. bel omurlari arasinda bulunur. Sag bobregin, karaciger
lokalizasyonu sebebiyle sol bobrege gore asag1 pozisyonda bulunmaktadir. ince
fibroz bag doku yapisinda kapsiil ile sarili, kuru fasulye seklinde bilateral bulunan
organlardir (3). Yetiskin bir insanda her bir bébregin ortalama agirligr 150 gr dir.
Fibroblast ve kollajen lifler kapsiiliin dig boliimiinde, miyofibroblastlar ise kapsiiliin
i¢ kisminda oldukc¢a fazla bulunmaktadir. Kapsiilin bag dokusu septum

olusturmadigindan dolay1 organin i¢inde bag dokusu ince ve belirsizdir (2,4).

Her bir bobregin i¢ kenarinda (viicuda bakan kenar1) hilus olarak
adlandirilan bir girinti bulunur. Bobrege ait arter, ven, sinir ve pelvis yapilari
hilustan bdbrege girer veya ¢ikarlar. Medulla ve korteks olmak iizere bobrek
yiizeyinde iki boliim izlenmektedir (5). Korteks ve medulla boliimii; nefron,
lenfatik damarlar, kan damarlar1 ve renal piramit ad1 verilen sayilar1 8-18 arasinda
degisen piramitlerden olusmaktadir. Bobrek piramidinin tepesine renal papilla

denir. Her renal papilla, piramitlerden idrar toplayan mindr kaliks olarak bilinen bir



yapi ile iliskilendirilir. Birkag kiiciik kaliks (minor kaliks), biiytlik bir kaliks (major
kaliks) olusturmak igin birlesir. Idrar, biiyiik kalikslerden diizlestirilmis ve huni
seklindeki bir yap1 olan ve iireterin iist-genis bolgesini olusturan renal pelvise geger.

Renal pelvisten iiretere akan idrar depolanmak i¢in mesaneye tasinir (6,7).

3.1.2. Bobrek Embriyolojisi

Intrauterin yasam boyunca, kranialden- kaudale dogru pronefroz,
mezonefroz ve metanefroz olmak tizere farkli ti¢ bobrek sistemi ard arda ve kismen
de iist liste olacak bicimde olugmaktadir (8). Pronefroz, ilk temel bobregi olusturur
ve yapilari islevsel degildir. Kismen gelismis olan mezonefroz bobrekler kisa siire

islev gordiikten sonra kalict metanefroz bobrekler olusur (9).

3.1.2.1 Ara Mezoderm

Gelisme sag-sol yonde yanal olarak simetrik gergeklesmektedir. Dorsal
aortun yaninda bulunan orta mezoderm baslangicta mezonefrik tiibiilleri olusturur.
Bu tiibiiller ortak bir kanala, mezoneftrik kanala baglanir. Mezonefrik kanal daha

sonra mezoderm i¢inde rostro-kaudal yonde uzanir. Sonunda kloak ile temas kurar

(10).

3.1.2.2 Mezonefrik Kanal

Gelisimin sonraki asamasinda, hem mezonefrik kanal hem de kloaka

farklilagsmaya ve kapsamli olarak yeniden sekillenmeye devam eder (10).

3.1.2.3 Pronefroz

Bu iki tarafli gecici ve islevsel olmayan yapilar dordiincii haftanin

baslarinda ortaya ¢ikmaktadir (11). Boyun bolgesinde birkag¢ hiicre kiimeleri ve



tiibiiler yapilarla temsil edilirler. Bu hiicre gruplar1 daha kaudaldekiler olusmadan
gerileyerek islevsiz bosaltim birimlerini, nefrotomlar1, olustururlar. Pronefrik
kanallar kaudal tarafa uzanir ve kloaka agilir. Pronefroz kisa siirede dejenere olur.
Pronefrik kanallarin uzunlugunun c¢ogu devam eder ve sonraki bobrek grubu

tarafindan kullanilir (10).

3.1.2.4 Mezonefroz

Bu biiyiik, uzun bosaltim organlari dordiincii haftanin sonlarina dogru
rudimenter olan pronefrozlarin kaudal kisminda ortaya cikar. Mezonefroz iyi
gelismistir. Daimi bobrekler meydana gelene kadar ara bobrek olarak fonksiyon
goriirler.  Mezonefrik bobrek yapisi; tiibiillerden ve glomerullardan olusur.
Mezonefrik tiibiiller, baslangigta pronefrik kanallar olan bilateral mezonefrik
kanallara a¢ilir. Bu kanallar ise kloakaya agilir. Mezonefroz ilk trimester sonuna
dogru dejenere olur. Ancak erkeklerde, mezonefrik tiibiiller testislerin efferent

kanallarin1 meydana getirir. Kadinlarda ise bu kanal dejenere olur (12).

3.1.2.5 Metanefroz: Kalic1 Bobrek

Kalic1 bobreklerin ilk hali olan metanefroz, besinci haftanin baslarinda
gelismeye ve yaklasik 4 hafta sonra islev gdrmeye baslar. Idrar, fetal yasam
siiresince olusmaya devam eder. Idrar amniyotik bosluga atilir ve amniyon sivist ile
karisir. Fetiis her gilin bagirsaklarindan emilen birkag yiiz mililitre amniyon s1visini
yutar. Fetal atik {rlinler, maternal bobrekler tarafindan elimine edilmek tizere
plasental membrandan anne kanina aktarilir. Kalic1 bobrekler, metanefrik divertikiil
(iireter tomurcugu) ve metanefrojenik blastema veya metanefrik mezensim olmak

tizere iki kaynaktan gelisir (13).



Metanefrik divertikiil, kloaka girisine yakin bir yerde mezonefrik kanaldan
cikan bir ¢ikintidan gelisir. Ureter tomurcugu; iireter, renal pelvis, mindr ve majdr
kaliksler ve toplayici tiibiilleri olusturur (14). Metanefrojenik blastema, nefrojenik
kordun kaudal kismindan tiiretilir. Metanefrik divertikiil, uzadik¢a mezensim
kiitlesi olan metanefrojenik blastemaya niifuz eder. Metanefrik divertikiiliin sap1
iireteri olusturur. Divertikiiliin kraniyal kismi, metanefrozun toplama tiibiillerine
farklilasan dallarin1 olusturmak i¢in tekrarlayan dallanma olaylarina maruz kalir.
[k dért yeni tiibiiller biiyiir ve ana kaliksleri olusturmak icin birlesirler. Ikinci dort
yeni tiibiil birleserek kiiciik kaliksleri olustururlar. Her bir toplayici tiibiiliin sonu,
metanefrik mezodermde bulunan mezodermal hiicrelerin uyarilmasiyla metanefrik
vezikiilleri olusturur. Bu vezikiiller uzar ve metanefrik tiibiiller haline gelir. Bu
tiibiillerin proksimal uglar1 glomeriiller tarafindan kaplanir. Glomerulus ve kapsiilii
ile birlikte henle kulpu, distal ve proksimal tiibiiller bir nefronu meydana getirir.
Her bir distal kivriml tiibiil, kavisli bir toplama tiibiilii ile temas ederek tiibiiller
birlesir. Fetal bobrekler lobludur. Lobiilasyon genellikle bebeklik doneminde
nefronlar arttik¢a ve biiylidiikce kaybolur. Zamanla nefron olusumu tamamlanir ve
her bobrek 400.000 ila 2.000.000 nefron bulunur. Dogumdan sonra bobrek
boyutundaki artis, esas olarak proksimal kivrimli tiibiillerin uzamasinin yani sira
interstisyel dokunun artmasindan kaynaklanmaktadir. Prematiire bebekler disinda
nefron olusumu dogumda tamamlanir. Glomertiiler filtrasyon yaklasik olarak
dokuzuncu fetal haftada baslamasina ragmen, bobreklerin fonksiyonel
olgunlagmas1 ve filtrasyon oranlarinin artmasi dogumdan sonra meydana gelir

(15,16).



3.1.2.6 Bobregin Pozisyonu

Baslangicta pelviste, sakrumun ventralinde birbirine yakin uzanan
metanefrik bobrekler karin ve pelvis biiyiidiik¢e yavas yavas karin i¢inde uzanarak
birbirinden uzaklasirlar. Dokuzuncu haftada bobrekler son pozisyonlarina ulasirlar.
Bu goreceli yiikselme, esas olarak embriyonun kaudalinin bdbreklere dogru
bliylimesinden kaynaklanir. Gergekte, embriyonun kaudal kismi bobreklerden
uzaklagsir ve boylelikle giderek daha fazla kraniyal seviyeye yerlesirler. Baslangicta,
damarlarin ve sinirlerin girip ¢iktig1 bobregin hilusu ventrale bakar; ancak bobrek
yer degistirdikge (ylikseldikce), medialde neredeyse 90 derece doner. Dokuzuncu
haftada hilum orta ¢izgi yoniindedir. Sonunda, bdbrekler arka karin duvarinda

retroperitoneal bolgede yerlesirler (9,15).

3.1.2.7 Bobrek Kanlanmasindaki Degisiklikler

Bobrek pozisyonundaki degisiklikler sirasinda kanlarini1 kendilerine yakin
damarlardan alirlar. Tlk asamada ana iliak arterlerin dallar1, renal arterlerdir. Sonra
bobrekler kan akisini aortun uzak ucundan alir. Daha iist seviyede bulunduklarinda
aortun yeni dallarindan kan alirlar. Normalde bobrek damarlarinin kaudal dallar
gerileyerek kaybolur. Dokuzuncu haftada bobrek iistii bezlerle temas ettiklerinde
bobreklerin pozisyonu sabit hale gelir. Bobrekler en kraniyal arter dallarimi
abdominal aorttan alirlar; bu dallar kalici renal arterler haline gelir. Sol renal arter

sag renal artere gore daha kisa ve daha asagida yer almaktadir (13,15).

3.1.3. Bobrek Histolojisi

Bobrekler birlesik tiibiiler bezlerdir. Parankimanin  kapsiile yakin  dis

kismina korteks adi verilir ve bu kisim renal korpiiskiilleri, kivrimli ve diiz tiibiilleri,



toplama tiibiillerini ve kanallar1 igerir. Parankimanin i¢ kismi ise medulla olarak
adlandirilir ve diiz tiibiiller ile toplama kanallarin1 igeren bu kisimda renal
korpiiskiiller bulunmaz. Bobrekte hilum ad1 verilen bobregin yatay eksenine dik ve

derin bir ¢ukur mediyal kisminda bulunmaktadir (17).

Hilum renaliste iireter yapilar1 genisleyerek pelvisi olusturur ve renal pelvis
dallanarak renal kaliksleri meydana getirir. Major kaliksler mindr kaliksleri
olusturur. Minor kalikslerin u¢ boliimlerine papilla denir. Her papillanin ug
boliimlerinde agikliklar vardir ve bunlara area cribrosa denir. Vertikal kesitlerde her
papillanin piramidal sekilli bir bobrek dokusunun tepe noktasinda bulundugu
goriilir. Bu alanlar, meduller piramid seklinde isimlendirilip diiz seyirli tiibiil
yapilar1 ve bunlara paralel kan damarlarindan dolay1 ¢izgili olarak goriiliirler. Her
piramidin, dig ve i¢ medulla olmak tizere iki boliimii vardir. D1s medulla boliimii de
dis ve i¢ bolge olmak tizere ikiye ayrilir (18). Bu farkli boliimler nefronun farkli
boliimlerinin farkli seviyelerde yerlesmesinden kaynaklanmaktadir. Dis meduller
bolgenin dis zonunda proksimal diiz tiibiiller, i¢ zonunda inen ince parga, ¢ikan
kalin parga (distal diiz tiibiil), toplama tiibiilii, i¢ medullar bolgede inen ince parca,
¢ikan ince parga ve toplama kanali bulunur. Medullar piramidlerin kortekse bakan
tabanlarindan korteks dokusuna dogru 400-500 adet tiibiil demeti uzanir. Bunlara
mediiller 1s1nlar veya Ferrein’in mediiller 1s1nlar1 da denir. Korteks dokuda medulla
piramidleri arasindan medullaya ilerleyerek Bertini siitunlarini olusturur. Medulla
piramidlerin tabam i¢ korteks ile dis medulla arasindaki sinirdir. Korteks dokusu
medullaya Bertini siitunlar1 ile medulla dokusu ise kortekse medulla kordonlari ile

uzanir (19).
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Bir medulla piramidi ve piramidin tabanini saran korteks dokusuna bébrek
lobu denir. Bobrek lobiil yapisi ise medulla 151m1 ve ¢evresindeki korteks
dokusundan ibarettir. Bir grup nefronun drene oldugu toplama kanallarin i¢eren

medulla 15101 renal sekratuar tiniteyi olusturur (18,19).

3.1.3.1 Nefron

Idrar olusumundan sorumlu olan nefronlar, korteks ve medullada yerlesmis

farkl1 yap1 ve fonksiyona sahip birbiri ile baglantili béliimlerden olusur (20).

3.1.3.2. Nefronun boliimleri

Renal korpiiskiil (Malpighi’nin renal korpiiskiilii): Kortekste yer alan,
nefronun baslangici olarak kabul edilir ve iki tabakali Bowman kapsiilii ile sarili

glomeriil yumagindan olusur (20).

Proksimal kivrimh tiibiil: Malpighi’nin renal korpiiskiiliin idrar
kutbundan baslayarak kivrimli olarak devam edip medulla 1sinlarina girer

diizleserek proksimal diiz tiibiile doniisiir (20).

Proksimal diiz parca: Medullaya dogru inen par¢a Henle’ nin kalin inen

pargasini olusturur (20).

Ince inen parga: Proksimal diiz tiibiilin medulladaki devami olup,

kivrilarak kortekse dogru doner (20).
Ince cikan parca: Ince parcanin kortekse dogru gikan boliimiidiir (20).

Distal diiz tiibiil: Henle’nin kalin ¢ikan parcasini olusturur. Medullada bir

miktar yol aldiktan sonra medulla 1sinlarinda kortekse girer. Medulla 1sinlarini terk
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ettikten sonra renal korpiiskiiliin vaskiiler kutbu ile temas kurar. Burada glomeriiliin
afferent arteriyoline yakin konumda bulunan distal tiibiil epitel hiicreleri sikica bir

araya gelir, boylar1 uzar. Boylece 6zel bir yap1 olan makula densa olusur (20).

Distal kivriml tiibiil: Korpiiskiil bolgesini terk eden tiibiil, kivrimli bir hal
alarak bu parcay1 olusturur. Bu parca toplayict tiibiili takiben, toplayici kanala

acilir. Toplayici kanal medulla 1s1nlarinda yer alir (20).

Sekil 1: Bobrek histolojisi, (H&E x10).

3.1.3.2.1 Nefron tipleri

Renal  korpiskiillerinin ~ korteks  igindeki  yerlesimlerine  gore

tanimlanmislardir (21).

Subkapsiiler veya kortikal nefronlar: Renal korpiiskiilleri korteksin dis
bolimiinde yer alir. Henle kulpu kisa olup, medullanin dis boliimiine kadar

uzanabilir. Henle’nin kivrimi distal diiz tiibiile denk gelir (21).
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Jukstameduller nefronlar: Renal korpiiskiilleri medullar piramidlerin
bazalinin proksimalinde yer alir. Henle kulpu uzundur, uzun inen segment

piramidin i¢ boliimiine kadar uzanir. Henle’nin kivrimi ince parcaya denk gelir (21).

Intermediyer veya midkortikal nefronlar: Renal korpiiskiilleri korteksin

ortalarinda yer alir. Henle kulpu orta uzunluktadir (21).

Malpighi’nin renal korpiiskiilii: Nefronun ilk parcasi olarak kortekste
bulunur. Renal korpiiskiiller glomeriil ve Bowman kapsiiliinden olusur. Glomeriil
kapillerine kan arteiyollerle gelerek drene olur. Her renal korpiiskiiliin glomeriile
giren afferent arteriyolii, glomeriilii terk eden efferent arteriyolii ve proksimal
tiibiille agilan bir idrar kutbu bulunmaktadir (22). Bowman kapsiilii visseral ve
pariyetal olmak iizere iki tabakaya ayrilmistir. Bowman kapsiiliiniin pariyetal
tabakas1 bazal membrana yaslanmis tek sira yass1 hiicrelerinden olusur. Glomeriiliin
lizerini saran visseral yapragin hiicreleri ise yildiz sekilli uzantili hiicrelerdir. Bu
hiicrelere podosit denir. Podositler uzantili hiicreler oldugundan dolay1 hiicre
govdeleri ile bazal membran arasinda dar bir aralik kalir. Podositlerin hiicre
govdesinden ¢ikan primer uzantilar dallanarak, bazal membrana temas eden pedisel
ad1 verilen sekonder uzantilart olusturur. Sekonder uzantilar arasinda kalan
mesafeye filtrasyon yarig1 denir (20,23) Pariyetal tabaka ile visseral tabaka
arasindaki bosluga Bowman aralig1 (idrar boslugu) olarak bilinir. Bowman araligi
proksimal tiibiiliin ltimeni ile devamlilik gosterir. Pariyetal tabakanin epiteli idrar
kutbunda birbirileri ile devam ederler. Proksimal tiibiiliin sirasiyla kivriml ve diiz
parcasini ince parca takip edereken, ince parcadan sonra sirastyla distal tiibiiliin diiz,
kivrimli pargalar: gelir. Kesitlerde proksimal ve distal tiibiiliin kivrimli pargalari

kortekste renal korpiiskiil ¢evresinde goriilmektedir (19).
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Filtrasyonun olusmasini saglayan elemanlar

Glomeriil kapillerin endoteli: Diyaframsiz pencereli kapiller tipindedir

(24).

Glomeriiler bazal membran: Bazal lamina kalindir. Tip IV kollajenden,
siyaloglikoproteinlerden, laminin, fibronektin gibi glikoproteinlerden, heparan
stilfat gibi glikozaminoglikanlardan zengindir. Lamina rara interna ve eksterna ile
lamina densa olmak {iizere {li¢ tabakal1 bir yap1 gosterir. Kapiller endoteline bitisik
lamina rara interna ile Bowman kapsiiliiniin visseral tabakasindaki hiicrelere komsu
lamina rara eksterna tabakasi yap1 olarak birbirine benzer. Lamina rara interna ve

eksterna arasinda yer alan lamina densa ise tip IV kolajenden zengindir (24).

Bowman Kkapsiiliiniin visseral yapragi: Bowman kapsiiliiniin pariyetal
yapragi tek katli yassi hiicrelerden olusurken, visseral yapragi hiicreleri oldukca
0zel hiicrelerdir. Podosit olarak isimlendirilen bu hiicreler glomeriiller kapillerleri
saran uzantilar gonderir. Primer sitoplazmik uzantilar dallanarak sekonder
uzantilar1 yapar. Bunlara pedisel veya ayaksi ¢ikintilar denir. Pediseller komsu
hiicrelerin pedisellerinin aralarina sokulurlar. Ayakg¢iklar arasinda kalan mesafe
filtrasyon yar1g1 olarak bilirnir. Filtrasyon yarigimin gegirgenligini kontrol eden bir
faktor burada bulunan ince bir membrandir. Bu membrana filtrasyon yarigi

membrani denir (24).

Renal tiibiil (iirinifer tiibiil): Nefronun tiibiillerine ilaveten toplama

tiibiilleri ve toplama kanallarin1 kapsar (24).
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Mezengiyal hiicreler: Mezengiyal hiicreler ve {rettikleri matriks
mezengiyum olarak isimlendirilir. Renal korpiiskiilde yerlesimlerine gore iki tip

mezengiyal hiicre tanimlanmistir (24).

Intraglomeriiler mezengiyal hiicreler: Glomeriiler kapiller ile podositler
arasinda bulunan kontraktil hiicrelerdir. Ozellesmis perisit olarak kabul edilebilirler

(24).

Ekstraglomeriiler mezengiyal hiicreler (Lacis hiicreleri, Polkissen
hiicreleri): Glomertiliin vaskiiler kutbunda, glomeriil disinda bulunan hiicrelerdir.
Bu hiicrelerin fagositoz yetenekleri sayesinde glomeriil bazal membranindaki

artiklar1 ve burada biriken proteinleri temizledikleri gosterilmistir (24).

Juksta glomeriiler aparatus: Sivi-elektrolit dengesinin ve kan basincinin
diizenlenmesinde gorev alan juksta glomeriiler aparat asagidaki ii¢ hiicre grubundan

olusur:

Makula densa: Distal tiibiil ile afferent arteriyolun komsu epitel
hiicrelerinin degisiklige ugrayarak olusturdugu yapidir. Kesitlerde bu bolgede ¢ok
sayida uzun boylu epitel hiicresi ve iist liste konumlanmis ¢ok sayida niikleus
izlenir. Makula densa tiibiil liimenindeki Na* miktarina duyarhidir. Bu hiicreler hem
jukstaglomertiler hiicrelerin renin salinimini hemde glomeriiler filtrasyon oranini

diizenler (24).

Jukstaglomeriiler hiicreler: Makula densa bdlgesinde afferent arteriyoliin
duvarinda yer alan diiz kas hiicreleri de degisime ugrayarak jukstaglomeriiler

hiicreleri olusturur. Yuvarlak cekirdekleri olan bu hiicrelerin sitoplazmalarinda
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PAS pozitif boyanan graniiller bulunur. Renin salgilayarak kan basincini

diizenlerler (24).

Ekstraglomeriiler mezengiyal hiicreler: Afferent ve efferent arteriyol
arasinda yer alan ekstraglomeriiler mezengiyal hiicreler daha dnce belirtildigi gibi
fagositozla glomertiiler bazal membranda birirken artik {iriinleri, ortadan kaldirirlar

(24).

3.1.3.2.2 Proksimal tiibiil

Nefronun en uzun ve genis pargast olan proksimal tiibiiliin yapisinin
kivrimli parcast kortekste seyrederken, diiz parcasi ise medullaya dogru inerek
Henle’nin kalin inen pargasini olusturur. Korteks i¢ginde proksimal tiibiiliin kivrimli
pargasina ait cok sayida enine ve oblik kesitlerine rastlanir. Proksimal tiibiiliin
ltimeni belirgin degildir. Bowman kapsiiliiniin tek katli yass1 epitele sahip pariyetal
yapragi, idrar kutbunda proksimal kivrimli tiibiiliin tek katl kiibik veya prizmatik
epiteline dontisiir. Genellikle bir proksimal tiibiiliin enine kesitinde 6-12 adet koyu
asidofil sitoplazmali epitel hiicresi bulunur. Hiicrelerin ortasinda yuvarlak bir
niikleus, belirgin bir niikleolus goriiliir (25). Hiicrelerin apikal yiiziinde yer alan ¢ok
sayidaki mikrovilluslar nedeniyle, 151k mikroskobik diizeyde fircams1 kenar izlenir.
Fir¢ams1 kenar1 parmak seklindeki plazma membran katlantilart olan mikrovilluslar
olusturur. Fircamsi kenar, miikrovilluslar iizerinde yer alan kalin glikokaliks
tabakasi1 nedeni ile periyodik asit-schiff (PAS) pozitif boyanir. Bu 6zellik proksimal
tiibiiliin  diger tlbiillerden kolay ayrimini saglar. Bazal plazma membram
katlantilar1 arasinda kalan sitoplazmada mitokondriyonlar dizilmistir (26).

Proksimal tiibiiliin kuvrimli ve diiz pargalarinin 6zellikleri bir dl¢iide farklidir. Diiz
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pargas1 daha kisa ve yiizeyinde proksimal tiibiile kiyasla az gelismis bir fircams1
kenar bulunur. Fazla belirgin olmayan bazal ve lateral membran katlantilari, az
sayida mitokondriyon, daha az lizozom ve endozom igerir. Bu bdlgenin

absorbsiyon yetenegi kivrimli tiibiil kadar gelismemistir (27).
3.1.3.2.3 Henle kulpu

Proksimal kivrimli tlibiilden sonra gelen boliimdiir. Jukstamedullar
nefronlarda uzun, kortikal nefronlarda kisa seyirlidir. Henle kulpu; inen kalin ve
ince kollar ile ¢ikan ince ve kalin kollardan olusmaktadir. Inen kalm kol proksimal
tiibiiliin diiz pargasindan, ¢ikan kalin kol ise distal tiibiiliin diiz par¢asindan olusur.
Henle kulpu, korteks dokusu i¢inde baslar, medullanin derinlerine dogru Henle’ nin
inen pargasi olarak devam eder. Distal kivrimli tiibiile dontismeden Henle’nin ¢ikan
pargasi olarak medulladan kortekse geri doner. Bu nedenle kesitlerde Henle kulpu
en iyl medullada izlenir. Medullanin dis zonunda proksimal tiibiiliin diiz parcasi
aniden ince segmente doniisiir. Proksimal tiibiiliin tek katl kiibik epitelinin yerini
ince segmentin epiteli alir. Isik mikroskobik diizeyde ayirt edilmesi zor olsada
Henle kulpunun ince pargasinda bazi boliimlerde uzun boylu hiicrelerden veya
kiibik hiicrelerden olusan epitel tiplerine rastlanabilir. Bu epitellerdeki hiicrenin

ince yapilari da birbirlerinden farklidir (28).
3.1.3.2.4 Distal tiibiil

Ince segmentten distal tiibiiliin diiz parcasina gecis ani olur. Ince segmentin
tek katli yassi epiteli, tek katli kiibiik epitele doniisiir. Distal tiibiil, proksimal
tiibiilden daha kisadir. Distal tiibiiliin ltimeni proksimal tiibiiliin liimeninden daha

genistir. Proksimal ve distal tiibiiller arasinda ayrim yapmak kolaydir. Proksimal
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tiibiil hiicreleri distal tiibiil hiicrelerndendaha biiyiik ve asidofiliktir. Proksimal
tiibiil hiicrelerinin apikalinde firgams1 kenar bulunur. Ayrica PAS ile boyanmis
kesitlerde proksimal tiibiiliin apikalinde pozitif boyanan firgamsi kenarin bulunmasi
da kolay ayrim saglar. Diiz ve kivrimli distal tiibiillerin epitel hiicrelerinin
Ozellikleri birbirine benzer. Distal tiibiiliin epiteli fircams1 kenar icermeyen tek kath
kiibik epiteldir. Proksimal tiibiil epitelinden daha soluk boyanmas1 6grenciler i¢in
ayit edici bir ozelliktir. Epitel hiicreleri genistir, lateral sinirlar1 belirgin degildir.
Ancak bazal ¢izgilenme belirgin olarak izlenir. Epitel hiicrelerinin niikleuslar
apikal sitoplazmaya yakin bulunma egilimindedir. Niikleuslar zaman zaman
liimene dogru ¢ikint1 yaparlar. Daha 6nce belirtildigi gibi makula densa, distal tiibiil
ile afferent arteriyolun komsu epitel hiicrelerinin degisiklige ugramasi sonucu
olusur. Kesitlerde bu bolgede cok sayida uzun boylu epitel hiicresi ve list iiste

konumlanmis ¢ok sayida niikleus izlenir (29).

3.1.3.2.5 Toplama borulari

Distal kivrimli tiiblillerden gecen idrar, diiz toplama tiibiilleri ve
kanallarindan devam ederek idrar toplayici tiibiillere bosalmaktadir. Toplama
tiibtilleri ve korteksin toplama kanallar1 genellikle tek katli kiibik epitelle doselidir
ve medullaya dogru toplama kanallari kiibik epitelle, medullanin derinliklerine
dogru inen daha genis kanallar ise tek katl prizmatik epitelle doselidir. Bu kanallar
hiicreler arasindaki smirin belirgin olmasindan dolayr proksimal ve distal
tiibiillerden kolayca ayrilmasini saglar. Toplama tiibiilleri ve kanallarinin epitelinde
koyu ve agik hiicreler olmak iizere iki tip hiicre bulunur. Acik hiicreler bazal plazma
membran katlantilari, monosilyum, mikrovillus igerir, sitoplazmalarinda kiiciik,

kiire sekilli mitokondriler ve az sayida organel yer alir. Daha az sayida goriilen koyu
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hiicreler (Interkalat hiicreler) ¢ok miktarda mitokondriler bulunur. Apikallerinde
mikrovillus ve mikroplikalar yer alir ve bazal plazma membran katlantilari

bulunmaz (19,29).
3.1.3.2.6 Renal intertisyum

Renal intertisyum korteks ve medulla olmak iizere iki kisimdan olusur.
Kortekste bag dokusu azdir, kollajen lifler ancak damarlar c¢evresinde izlenir.
Intertisyel bag dokusu medullada, papilla bdlgesinde daha fazladir. Korteksin
intertisyel bag dokusu icinde fibroblasta benzer intertisyel hiicreler ve makrofajlar

bulunur. Medullada intertisyumun primer hiicreleri miyofibroblastlardir (18).

3.1.4. Bobrek Fizyolojisi
3.1.4.1. Bobreklerin Kanlanmasi ve inervasyonu

Bobregin islevinin kam filtre etmek oldugu diisiiniildiiglinde, bu organ
organizmanin diger boliimlerine kiyasla orantisiz bir sekilde yiiksek miktarda kan
almaktadir. Viicut agirliginin yalnzca yaklasik% 0,4'tinii olusturan bu organ,
kalpten ¢ikan kanin % 20 ile 25'ini almaktadir. Bobreklerde kan arterler yoluyla
ulasir ve venler araciliiyla organi terk eder. Renal arter, bobregin hilus denilen
kismindan renal siniise girer ve sirayla interlober artere daha sonra yatay olarak
uzanan arkuat arterlere doniiserek birkag¢ segmental artere boliiniir. Buradan ayrilan
ve ince dallar halinde kortekse uzanan interlobiiler arterler, her bir renal korpuskiil
icindeki glomertiler kilcal damarlari1 olusturan her glomeriile kani tasiyarak birgok
dala ayrilaran glomeriiler kilcal damarlar1 olusturan son arter segmenti olan afferent
arteriole boliiniir. Renal korpiiskiilden ¢ikarken, glomertiler kilcal damarlar

birleserek efferent arteriyolu olusturarak nefronlara yakindan iliskili olan ve kan
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saglayan, nefronun proksimal ve distal kivrimh tiibiilleri ile yakin konumda
bulunan peritiibiiler kilcal olusturmak icin tekar dallara ayrilir. Jukstamediiller
nefronlarin uzun henle kulpu ile peritiibiiler kilcal damarlar daha sonra medullaya
dogru ilerleryerek vasa recta ya doniisiir. Son olarak, vasa recta birleserek
interlobiiler vene déniisiir. Interlobiiler venlerin birkac1 bir araya gelerek arkuat
venlere dokiiliir. Birka¢ arkuat ven, renal kolondan renal vene dogru ilerleyen
interlober veni olusturur. Interlober ven, renal vene drene olduktan sonra bobregi
renal siniis yoluyla terk eder ve inferior vena kavadan bir baglant1 yoluyla genel

dolasima katilir (30).

Bobregin ana inervasyonu, celiac plexustan kaynaklanan sempatik
sinirlerden olusur. Esas olarak kiiclik arterler ve afferent arteriyoller,
juxtaglomerular aparatus ve bobrek tiibiilleriyle baglanti halindedirler. Sempatik
uyarinin temel amaci, bu damarlarin vazokonstriksiyonuna neden olarak siddetli
stres altindayken siiziintii ve idrar olusumunu azaltmaktir. Ayrica dopamin ve
norepinefrini sempatik sinirler salgilar. Bu sinirlerin islevlerinin artmasiyla da renin
salgilanir. Bobrek glomertiler filtrasyon hizi, kan akimi, nefronlarda tuz ve su

reabsorpsiyonu bobrekteki sinirler tarafindan diizenlenir (31).

3.1.4.2 Nefronun Yapisi ve Fonksiyonlari

Nefronlar bobregin en kiiciik islevsel birimleridir. Insanin her iki
bobreginde yaklasik 2-2,5 milyon kadar nefron bulunur. Bir nefron; Bowman
kapsiilii, glomerulus, glomerulusa kan getiren (afferent) damar, glomerulden kani
uzaklagstiran gotiiren (efferent) damar, Tiibiiller; proksimal ve distal tiibiil, henle

kulbu ve kollektorlerden (toplayici) olusur. Kortikal ve jukstaglomeriile nefron
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olmak tizere baglica iki tip nefron bulunur. Her nefron, bobregin korteksinde yer
alan bir renal korpiiskiilden ve jukstamediiller nefronlarda bobrek piramidinin
ucuna dogru bobregin medullasinin derinliklerine uzanan tiibiiler bir bilesenden
olusmaktadir (30,32). Kortikal nefronlarda tiibiiler bilesenin ¢ogu bdbregin
korteksinde bulunur. Renal korpiiskiil, glomerulus ve glomerulusu cevreleyen
Bowman kapsiiliinden olusur. Tiibiiler bilesen, proksimal kivrimli tiibiil ile baslar,
arkasindan henle kulpu gelir. Kortekste henle kulpu, hem afferent hem de efferent
arteriyoller ile renal kapsiiliin girisinden gegerek distal kivrimli tiibiile doniisiir.
Daha sonra bu tiibiil, medulladan bobrek piramidinin ucuna dogru ilerlerken bir¢ok
nefronun icerigini alan ve c¢api artan toplama kanalim1 olusturur. Bu noktada,
toplama kanali papiller kanal haline gelir ve daha sonra renal papillada bosaltilir ve
bu da kiiciik bir kalikse doniisiir. Renal korpiiskiiliin dist Bowman kapsiilii veya
kapsiil glomeriilleri olarak adlandirilan yapilar yer alir. Bu yapi, agz1 vaskiiler kutup
olarak da bilinen, afferent arteriyoliin girdigi ve efferent arteriyoliin renal
korpiiskiilii terk ettigi, kiiresel bir huni gibidir. Huninin ¢ikist proksimal kivrimli
tiibiil ile birlesir. Bowman kapstiliiniin dis duvari, siizlintiiyii boru seklindeki uca
dogru yonlendirmek i¢in bir tutma duvar1 gorevi goriir. Sonra siliziintiiyii toplayan
bir idrar boslugu veya kapsiiler bosluk bulunur. Bowman kapsiiliiniin i¢ duvarinda
podosit adi verilen ¢ok ©zel hiicreler yer alir. Bu hiicreler, glomeriiler kilcal
damarlarin disin1 kaplayan glomeriiler taban zarinin iistiinde uzanan parmak benzeri
cikintilardan olusur. Podositler, parmaklar arasinda filtrasyon yariklar1 birakarak
kalin bir hiicre tabakasi olusturur. Bu yariklar, siiziintiiniin glomeriiler kilcal
damarlardan kapsiiler bosluga gecisine izin verir. Glomeriiler kilcal damarlar, renal

korpiiskiiliin vaskiiler yapisin1 olusturur. Glomeriil giriste daha sonra bir pleksus
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olusturan ¢ok sayida damara boliinen ve daha sonra efferent kilcal damar
olusturmak icin kapsiiliin ¢ikisinda birlesen afferent kilcal damar bulunur.
Glomerulustaki kilcal damarlarin tamami pencerelidir, yani filtrat1 yapacak olan
tiim molekiillerin gecisine izin veren ¢oklu porlara sahiptirler. Her bir kilcal damar,

podositlerden dnce bazal membran ile sarilidir (Sekil 2) (31,33).

Sekil 2: Renal korpiiskiil ve glomeriiler kapiller yapisi (33).

3.2.Serbest Radikaller

Bir serbest radikal, atomik yoriingesinde eslesmemis elektron igeren ve
bagimsiz olarak var olabilen herhangi bir molekiiler tiir olarak
tanimlanabilmektedir. Egslesmemis bir elektronun varligi, ¢ogu radikal taratindan
paylasilan bazi ortak Ozelliklerle sonuglanir. Birgok radikal kararsiz ve oldukca

reaktiftir. Diger molekiillere ya bir elektron vererek ya da onlardan bir elektron
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alarak, oksidan veya indirgeyici olarak davranirlar. Oksijen igeren en Onemli
serbest radikaller; hidroksil radikali (OH"), siiperoksit radikali (O>"), hidrojen
peroksit (H202), oksijen singleti (O2), hipoklorit (C10"), nitrik oksit radikali (NO")
ve peroksinitrit (ONOO") radikali gibi serbest radikaller oksidatif stresin en 6nemli
nedenleri olarak bilinir ve birgok hastaligin patolojisinde rol oynamaktadir. Serbest
radikaller; c¢ekirdek, DNA, proteinler, karbonhidratlar ve lipidler gibi biyolojik
molekiillere zarar veren ve hiicrelerin zarlarinda bulunan oldukga reaktif tiirlerdir.
Serbest radikaller, hiicre hasarina ve homeostatik bozulmaya yol agan 6nemli
makromolekiillere saldirir. Viicuttaki her tiirlii molekiil serbest radikallerin
hedefleridir. Bunlarin arasinda lipitler, niikleik asitler ve proteinler esas hedefleridir

(34).

3.2.1. Serbest Radikal Uretimi

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri (ROS), ozon (O3), sigara
tiketimi, hava kirliligi, X 1sinlar1 ve endiistriyel kimyasallara maruz kalma gibi
digsal faktorlerden veya insan viicudundaki normal temel metabolik siireglerden
meydana gelir. Hem enzimatik olmayan hem de enzimatik reaksiyonlarin bir
sonucu olarak hiicrelerde stirekli serbest radikal tiretimi olur. Solunum zincirinde,
fagositozda, prostaglandin sentezinde ve sitokrom P-450 sisteminde yer alan
reaksiyonlar serbest radikallerin kaynagi olarak gorev yapan enzimatik reaksiyonlar
iginde yer alir. Oksijenin organik bilesiklerle enzimatik olmayan reaksiyonlarinda
oldugu gibi iyonlastirici reaksiyonlarla baslatilanlarda da serbest radikaller
olusabilir. Mitokondri, ksantin oksidaz, peroksizomlar, inflamasyon, fagositoz,
arasidonat yollar1, egzersiz yapmak ve iskemi / reperfiizyon hasari hiicre kendi

igyapist yollarinda serbest radikal kaynaklari arasinda sayilabilir. Ayrica hiicre
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disindan alinan sigara i¢gmek, radyasyon, bazi ilaclar, endiistriyel ¢dziiciiler,
cevresel Kkirleticiler, bocek ilaclar1 ve Oz serbest radikal kaynaklari arasinda

sayilabilir (Sekil 3).

Serbest radikal reaksiyonlarin, viicutta yasla birlikte artan hiicre hasarini
olusturur ve yagla birlikte bu tiir "normal" adledilen degisiklikler viicudumuzda
olusumu yayginlasir. Bununla birlikte, bu normal degisikliklerin yaninda genetik
ve ¢evresel farkliliklar da serbest radikal hasarint meydana getirir. Bunlar, genetik
ve cevresel faktorlerin belirledigi belirli yaslarda kanser, ateroskleroz gibi

hastaliklar1 ortaya cikarir (34).

[ Endojen Kaynaklar | [ Ekzojen Kaynaklar ]

Mitokondri 3 Ultraviyole 1smlar
Peroksizomlar Iyonize radyasyon
Lipoksijenazlar Sigara ve hava kirliligi

NADPH oksidaz gibi gevresel toksinler
Sitokrom p450 i inflamatuar sitokinler

Sekil 3: Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklar1 (35).

Tablo 1: Reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve serbest radikal

olmayan tiirler (36).

Reaktif Oksijen Tiirleri Radikal Olmayan Tiirler
Hidroksil radikali HO Hidrojen peroksit H,0»
Siiperoksit radikali Oy~ Singlet Oksijen 0,
Hidroperoksil radikali HOO Ozon O3
Lipid radikali L Lipid hidroperoksit LOOH
Lipid peroksil radikali LOO Hipoklorit HOCI
Peroksil radikali ROO Peroksinitrit ONOO
Lipid alkoksi radikali LO Dinitrojen dioksit N>O3
Nitrojen dioksit NO» Nitroz asit HNO;
radikali
Nitrik oksit radikali NO Nitril klorit NO-CI
Nitrosil katyon NO* Nitroksil anyonu NO
Til radikali RS Peroksinitroz asit ONOOH
Protein radikali P Azot Protoksit N0

24



3.2.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres terimi, serbest radikal (ROS olusumu) ve antioksidan
savunma sistemi arasindaki kritik dengenin ROS’un veya reaktif nitrojen tiirlerinin
(RNS) lehine bozulmas1 yoniinde ortaya ¢ikan oksidatif hasar1 tanimlamak igin
kullanilmaktadir. Serbest radikal iiretimi ile antioksidan savunma sisteminin
arasindaki dengesizligin bir sonucu olarak olusan oksidatif stres (Sekil 5); lipidler,
proteinler ve niikleik asitlerde dahil olmak tizere c¢ok ¢esitli molekiiler tiirlere
verilen hasarla iliskilidir. Travma, enfeksiyon, 1s1 yaralanmasi, hipertoksi, toksinler
ve asir1 egzersiz sonucu yaralanan dokularda kisa siireli bir oksidatif stres meydana
gelebilir. Bu hasarli dokular, fagositlerin artis gdsteren radikal iireten enzimlerin
(6rnegin, ksantin oksidaz, lipojenaz, siklooksijenaz) aktivasyonu, bakir iyonlari,
serbest demir salinimi, veya oksidatif fosforilasyonun elektron tasima zincirlerinde
bir bozulma meydana getirerek asir1 ROS iiretimini olusturur. Kanser olusumu,
ilerlemesi, ilerlemesi ile birlikte yapilan radyasyon ve kemoterapi tedavilerinde
kullanilan sisplatin, adriamisin ve metotreksat gibi ilaglarin yan etkileri sonucunda
ROS ve antioksidan savunma sistemi arasinda dengesizlige yol agarak oksidatif

strese neden olur (Sekil 4) (34).
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DENGE
ADS= ADT

OKMDATIF STRES
ADS > AOT

ANTIONII DANTLAR

OKSIDANTLAR

Sekil 4: Antioksidant sistem ve aktif oksijen tlirleri arasindaki denge (37).

3.3.Antioksidanlar

Antioksidanlar; gida ve farmasétik tirlinlerde oksidatif hasara kars1 oksidatif
stresin aracilik ettigi patolojik siireglerde koruyucu rolleri nedeniyle artan bir
oneme sahiptir. Antioksidanlarin faydalar1 saglimiz i¢in inanilmaz derecede
onemlidir. Insan viicudu, gesitli fizyolojik siiregleri sirasinda dogal olarak g¢ok
sayida serbest radikal {iiretir. Serbest radikallere zamaninda miidehale edilmezse
alzheimer,  kanser, diyabet, romatoid artrit gibi birgok hastaliga neden
olabilmektedir. Yani serbest radikal iiretimi ile antioksidan savunma sistemi
arasinda bir denge s6z konusudur. Bu dengenin korunmasinda serbest radikallerin
zararl etkilerini azaltma ve 6nlemede antioksidan savunma mekanizmalar1 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ancak ¢ogu zaman serbest radikallerin sayis1 dogal olarak
olusan antioksidanlardan ¢ok daha fazla artarak bu hassas dengeyi istemedigimiz

bir yonde bozmaktadir. Bu hassas dengeyi korumak icin antioksidanlardan
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maksimum fayda saglamamiz gerekmektedir. Bunun igin de siirekli bir disaridan
antioksidan kaynagina ihtiya¢ vardir. Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize
etmesi ve kan dolagimindan uzaklastirmasi viicudumuza fayda saglamanin yollar1

arasinda yer almaktadir (38).

Antioksidanlar, faaliyetlerine bagli olarak enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak ikiye ayrabiliriz. Enzimatik antioksidanlar, lipid
peroksidasyonunu (LOQO-¢) inhibe etmesi, serbest radikallerin pargalanmasini ve
uzaklastirilmasin1 katalize edilmesi islevlerindendir. Bunlar ayrica oksidatif
tiriinlerin H>O» ‘e doniistiiriilmesinde de rol oynarlar. H-O> daha sonra bakir (Cu),
¢inko (Zn), manganez (Mn) ve demir (Fe) gibi kofaktorlerin varliginda ¢ok asamali
bir islemle suya doniistiiriilmesini saglayarak detoksifikasyonunu saglamaktadir.
Ote yandan en 6nemlileri arasinda yer alan A, E ve C vitaminleri karotenoidler ve
bilirubin, ferritin, glutatyon (GSH) gibi enzimatik olmayan antioksidanlar serbest
radikal zincir reaksiyonlarini kesintiye ugratirlar. Gliniimiizde diinyasinda kisinin
antioksidan alimini artirmak optimum saglik i¢in vazge¢ilmez bir unsurdur. Bunun
temel nedeni viicudun antioksidan iretimine ayak uyduramamasidir. Bu
antioksidanlarin 6nemli kismi; vitaminler, mineraller, fitokimyasallar ve enzimler

seklinde giinliik diyetten kazanilmaktadir (36).

Kisi antioksidan alimini artirabilirse ilag toksisiteleri, duygu durum
bozukluklari, géz sorunlari, kalp sorunlari, hafiza sorunlar1 ve bagisiklik sistemi
sorunlarina karst viicut icin ek koruma saglayarak yardimci olabilir. Oksidatif
durumun dengesini korumak ic¢in bitkiler ve hayvanlar dahil olmak {izere
yiyeceklerde bulunan antioksidanlar tarafindan iiretilen GSH, katalaz (CAT) ve

siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimler antioksidanlarin karmasik sistemlerini
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diizenlemektedirler (38). Ayrica, hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda
bulunan GSH, genellikle ROS tarafindan indiiklenen lipid peroksitler (LPO),
peroksitler, serbest radikaller ve agir metaller dahil olmak iizere hiicre hasarini
Onleyebilme anlaminda 6nemli bir antioksidandir. Glutatyonun ROS temizleme
yetenegi hem enzimatik hem de enzimatik olmayan yollarla olabilir. Glutatyonda
bulunan serbest tiyol grubu, enzimatik olmayan antioksidan aktivitesinden
sorumludur. Buna ek olarak oksidanlarin detoksifikasyonu, glutatyon rediiktaz
(GR), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon-S-transferazi (GST) igeren
cesitli enzimatik reaksiyonlar kullanilarak da miimkiindiir. Glutatyon viicutta L-
glutamik asit, L-sistein ve glisin gibi amino asitlerden sentezlenebilir. Glutatyon,
glutamat yan zincirinin karboksil fonksiyonel grubunu ve sisteinin amino
fonksiyonel grubunu igeren gama peptit baglantisina sahip bir tripeptitdir. Glisinin
amino fonksiyonel grubu, sistein kalintisinin serbest karboksil grubuna normal bir
peptid bagi olusturur. Sistein biriminin serbest siilthidril grubu proton vericisi
olarak gorev alir ve GSH’1n bir antioksidan islevi gérmesini saglar. Stlthidril
grubunda bulunan kiikiirt atomu bos bir 3 boyutlu yoriinge icerir ve diisiik
oksidasyon durumunda bulunur ve enzim olmadan bile oksidasyona asir1 duyarl

hale gelmesine olanak saglamaktadir (39-42).

3.4.Apoptozisin Biyolojik Siireclerdeki Rolii

Apoptozis kelimesi Yunanca’da agactan diisen yapraklardaki gibi "diisme"

anlamina gelen "apoptoz" olarak adlandirilmistir (43).

Apoptozis kelimesi ilk kez Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 tarihli bir

makalede morfolojik acidan farkli bir hiicre 6limii tiiriini tanimlamak ig¢in
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kullanilmistir (44). Apoptozis, hiicrenin biiylimesinin ve boliinmesinin durdugu,
bunun yerine hiicre i¢eriginin hiicre dis1 ortama dokiilmeden kontrollii sekilde hiicre
Olimiiyle sonuglanan bir siirece girdigi durumdur. Apoptozis ayni zamanda
programlanmis hiicre Oliimii (hiicre intihar1) olarak da adlandirilmaktadir.
Apoptozis silirecinin baslamasi, kaspazlar olarak bilinen bir dizi sistein-aspartik
proteazin aktivasyonuna baglidir. Baslatici kaspazlar ve uygulayict kaspazlar
olmak {izere iki kaspaz kategorisi bulunmaktadir (45). Hiicre hasar1 tespit
edildiginde, baslatic1 kaspazlar (8. ve 9. kaspazlar) inaktif olan prokaspazlar altive
eder ve bunlar akabinde uygulayici kaspazlar1 (3. 6. ve 7. kaspazlar) etkinlestirir.
Uygulayic1 kaspazlarin aktivasyonu, endoniikleazlarin aktivasyonundan niikleer
proteinlerin ve hiicre iskeletinin yikimina, proteinlerin c¢apraz baglanmasina,
ligandlarin fagositik hiicrelere yonelik ekspresyonuna, hiicrenin biiziilmesine,
apoptotik cisimlerin olusumu ve DNA kiriklarina neden olan bir dizi olay1 (43,46—
50). Apoptozis, genel olarak hem mikroskop altinda gorsel olarak TUNEL yontemi,
Anneksin V-FITC boyama ile akis sitometrisi ve DNA fragmantasyon testleri dahil
olmak tizere olmak iizere bir dizi molekiiler biyoloji teknigiyle programlanmamais
hiicre oliimii nekrozundan ayirt edilebilmektedir (51). Apoptoziste, 6l hiicre
icerigini muhafaza eden apoptotik cisimler, cevreleyen hiicreler tarafindan
fagositozlanabilir. Her ne kadar bu olay temelde hiicre kiiltiiriinde gdzlemlense,
makrofajlar gibi in vivo hiicreler genellikle pargalanmadan dnce apoptotik hiicreleri
fagosite eder. Bu bozulan dokunun c¢evrelenmesiyle sonuglanarak sonunda

cevresindeki hiicrelere ek hasar riskini azaltmaktadir (45).

Apoptozis siireci, ¢ok hiicreli organizmalar i¢inde yiiksek oranda bulunur ve

genetik olarak kontrol edilir (52). Apoptozis, bir dizi hiicre i¢i sinyal yolaklari ile
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hiicrede bir hasar1 tespit ettiginde hiicrenin kendisi tarafindan baslatilabilir ve bu
igsel yolak olarak bilinen bir mekanizmadir. Apoptozise, alternatif olarak bagisiklik
sisteminin bir hiicresi ile apoptozisin dissal yolagi olarak bilinen hasarli bir hiicre
arasindaki etkilesimden kaynaklanabilir (53,54). Apoptozisin hem igsel hem de
digsal yolaklari, ¢ok hiicreli organizmalarin saglikli kalmasini saglamak igin
sinerjik olarak calisir ve boylelikle kusurlu hiicreler viicutta atilmis olur.
Apoptozisin regiile edilmesindeki basarisizlik pek ¢ok hastalikta ortaya c¢ikan
patolojilere neden olur. Ornegin kaspazlarin aktivasyonuyla baslatildigi goriilen
noronal Olimiin gorildiigii Alzheimer gibi dejeneratif hastaliklarda anahtar bir
enzimler grubu apoptozis slirecinde yer alir (43,55). Cok az miktarda apoptozis ise
kanserde goriildiigi iizere hiicrelerin kontrolsiiz sekilde biiylimesine ve
boliinmesine neden olabilir hatta kanser tedavilerinde goriilen kemoterapotikler
kanserli olmayan doku hiicrelerinde apoptozisi arttirarak doku ve organ hasarina

neden olabilmektedir.
3.5. Adriamisin

Doksorubisin olarakta bilinen adriamisin (ADR) (Sekil 6), kemik tiimorleri,
akut 16semi, lenfomalar, mide, meme ve yumurtalik kanserleri gibi kanser
tedavisinde kullanilan genis spektrumlu, antrasiklin grubunda yer alan bir
antibiyotiktir (56,57). Antrasiklinler kansere karsi en etkili kemoterapatikler
arasindadir (46). Maalesef bu olduk¢a etkili antikanser ilacinin klinik kullanima,
toksisiteye sebep olmasindan dolayr kullanimimi sinirlandirmaktadir. ADR
uygulamasinin, bazilar1  kardiyomiyopati, dispne, egzersiz intoleransi,
hepatotoksisite, ve nefropati gelisimini igeren doza bagli, geri doniisiimsiiz yan

etkileri ile de sonuclanmaktadir (58). Bu antrasiklinler, bir hidroksi antrakinon
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aglikonuna bagli aminosugar daunosaminden olusan glikozit ilaglardandir. Bu
ilaglar tlimorleri; DNA-interkalasyonuna, oksidatif stresin  olusumuna ve

topoizomeraz II zehirlenmesi gibi ¢oklu mekanizmalarla etkilemektedirler (46).

Sekil 5: Adriamisinin kimyasal formiilii (46).

Sternberg tarafindan 1970 yilinda bobrek hasarina neden olan ilk antrasiklin
calismalar1 yaymlanmistir. Adriamisin’in neden oldugu bobrek hasarinin ilk tanimi
ise 1976'da sicanlarda ve 1998'de farelerde gosterilmistir. 1977 yilinda Burke ve
arkadaslar tarafindan ADR uygulamasindan sonra bobrek yetmezligi gelisen 78
yasindaki bir erkek olgusunu tanimlamiglardir.  Buda hastalarda bobrek
fonksiyonunun yakindan izlenmesi gerekliligini ve ilk olarak ADR tedavisinin
bobrek yetmezligi ile iliskili oldugunu gosteren bir vaka c¢aligmasi olarak
gdstermiglerdir (59). Insanlarda ve hayvanlarda bazi kiigiik farkliliklar gosteren
ayrintil farmakokinetik calismalar da yapilmustir. Insanlarda Adriamisin hizli
plazma klerensi gegirir ve dnemli miktarda doku baglanmasini olusturmaktadir.
Uygulanan dozun yaklasik% 4-5'inin idrarla atilimi1 5 giin i¢inde gergeklesmektedir.
Biliyer atilm 7 giin icinde uygulanan dozun% 40-50'sini olusturmaktadir.

Sicanlarda ve farelerde ise Adriamisinin intravendz uygulamasindan sonra
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plazmadan hizla temizlenir, dokuda birikerek yavas yavas idrar ve safrayla birlikte
atilmaktadir. Adriamisin 6nemli 6l¢iide metabolize olmaz. Adriamisin esas olarak
bobrekte birikir (6zellikle daunorubisin ile karsilastirildiginda), ayni zamanda
karaciger, kalp ve ince bagirsakta da bulunarak agirlikli olarak ta karaciger
tarafindan metabolize edilmektedir. Bu muhtemelen daunorubisin ile
karsilastirildiginda daha biiyiik nefrotoksisite ve daha genis ADR indeksine neden
olmaktadir (59). Adriamisin kaynakli tiimor lizizi ve bobrekler iginde toplanmast,
potasyum, fosfat ve iirik asidin bobrek tiibiillerine birikmesinin yani sira,
glomeriiller i¢inde fibrin trombiisiiniin birikmesine neden olmaktadir. Bu da bobrek
fonksiyonunu bozarak hastalarda bakim diyalizine ihtiya¢ duyulmasina neden

olabilir (60).

Hasta popiilasyonundaki bu bulgulara ek olarak, Doksorubisinin nefropatisi
olarak da bilinen ADR nefropatisi deney hayvanlarinda da bobrek yetmezligine
neden oldugu iyi bilinmektedir. Adriamisin tedavisinde bobrek hasarinin hizl
ortaya ¢ikmasi (giinler i¢inde) nedeniyle yaygin olarak kronik bobrek hastaliginin
(KBH) kemirgen modeli olarak kullanilmaktadir. Spesifik olarak, ¢aligmalar
ADR'in bobrekler tizerinde dogrudan toksisiteyi indiikledigini ve bunun sonucunda
da glomerulus, tubulointerstisyel inflamasyon ve fibroz, podosit efiizyonu, artmis
serum kreatinin, azalmis kreatinin klirensi, azalmis serum alblimin, dislipidemi ve

proteiniiri oldugunu gostermektedir (60).

Adriamisin, glomeriiler bazal membran1 ve epitelyal hiicre membran
bariyerini yok eden hiicre zarinin lipit peroksidasyonuna neden oldugundan, ¢ok
miktarda proteiniiri ile sonuglanan nefrin ve diger molekiillerin sentezini

engellemektedir. Bu modelde de bobrek hasarimin kronik ilerlemesini
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gostermektedir. ilerleyici bdbrek hasarmin patolojik ozellikleri arasinda; genis
glomertiler lezyon, tiibiiler dilatasyon ve interstisyel fibroz sayilabilir. Adriamisin,
kan dolasimina girdikten sonra bobregin dogal hiicrelerini dogrudan yok edebilir.
Bu da iltihaplanmayi indiikleyerek akut bobrek hasar1 ve son asamasinda da bobrek
hastaliginin siirekli ilerlemesine yol agabilir. P38 mitojenle aktiflestirilen protein
kinaz (MAPK), ADR nefropati (AN) inflamasyonunun olusumunda énemli bir rol
oynar. Aktif p38 MAPK, pro-enflamatuar sitokinlerin tiimor nekroz faktorii alfa
(TNF-0) ve interleukin 1 beta (IL-1B) salgilanmasin1 ve iiretimini
indiikleyebilirken, TNF-a ve IL-1B otokrin ve parakrin yoluyla p38 MAPK
aktivitesini artirabilir. Bu da AN inflamatuar yaniti artirarak glomeriiler hasari
artirmaktadir. Sitotoksisiteyle glomeriiler filtrasyon bariyerinin imhasi sirasinda
ADR tarafindan aktive edilen makrofajlar, monositler ve mezensimal hiicreler
ayrica TNF-a ve IL-1B'yi indiikleyebilir. Bu da epitelyal mezenkimal gecis (EMT)
ve hiicre dis1 matrisin (ECM) iiretimini tesvik ederek bobrek yapisini ve islevini
degistiren bobrek fibrozunun (RF) ilerlemesine neden olabilecegini soylemislerdir

(61).

Risk faktorlerini diizeltmek, daha az toksik tlirevler gelistirmek ve daha
once subklinik toksisiteyi saptamak i¢in calismalar yapilmis olsa da, su anda
antrasikline bagh sitotoksisiteyi onlemek i¢in heniiz bir alternatif bulunamamaistir.
Bu nedenle, onleyici stratejiler tiretmek icin ADR kaynakli patolojinin molekiiler

bazinda daha fazla ilerlemeye ihtiya¢ duyulmaktadir.
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3.5.1. Adriamisinin Enerji Metabolizmasindaki Rolii

Mitokondrinin birincil islevi, hiicrelere enerji saglanmasi i¢in oksidatif
fosforilasyondur (62). Doksorubisin, mitokondriyal membrana kars1 yiiksek bir
afiniteye sahip olmasi1 mitokondriyi hassaslastirarak azalmis ATPase aktivitesiyle

hiicrede enerji bozukluguna ve ultrastriiktiirel hasara neden olmaktadir (63).

Bobrek, mitokondri agisindan zengin, yiiksek oranda enerji ihtiyaci olan bir
organdir. Kronik bdbrek hastaligi patogenezinde mitokondriyal disfonksiyonuna
neden olmaktadir (64). Ayrica podosit yapisinin korunmasi ve fonksiyonu i¢in de
yiiksek bir ATP seviyesi gerekli oldugundan mitokondriyal disfonksiyonun

bobreklerde podosit hasarina da neden olmaktadir (62).

Bununla birlikte, bobrekte mitokondriyal disfonksiyonun altinda yatan
molekiiler mekanizmalar ve bobrek fonksiyonu {izerindeki etkisinin anlasilmasi
giictlir. ROS esas olarak mitokondri tarafindan iretilir ve hiicre sinyali ve
homeostazda onemli roller oynamaktadir. ROS’un, esas olarak mitokondriden
(ROS) kaynakl1 bobrek hasarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. H>O > gibi ROS ana
bilesenleri proteiniiriye ve glomerular bozukluklara da neden olabilir. Ayrica CAT,
H>02’1 suya (H20) ve oksijene (O2) parcalar. Bu nedenle CAT enzimindeki
eksiklikte oksidatif strese neden olabilmektedir. Bu eksiklikten kaynakli
bobreklerde hasara neden olarak proteiniiri ve tubulointerstisyel fibroza neden
olabilmektedir. Yapilan bir arastirmada, Akatalasemik farelerde adriamisin
nefropatiye duyarlilik gostererek artmig albiiminiliri ve glomeriiloskleroz

olusumunu gostermislerdir (64).
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Li ve ark. yaptiklar1 arastirmalarinda; doksorubisinin ile indiiklenen
siganlarda, insan nefrotik sendromun klinik bulgularima benzerlik gdstererek
glomertiler kilcal gegirgenlikteki artisa neden oldugunu ve bunu takiben proteiniiri,
hipoproteinemi ve hiperlipidemi ile karakterize edilen, ADR ’nin siganlarda bobrek
hasarma neden olabilecegini bildirilmislerdir (65). Buna ek olarak bagka bir
arastirmada da glomeriiler bariyerin 6nemli bir yiik yogunlugu kaybina ve boyut
seciciligine adriamisin sebep olmaktadir. Glomeriiler endotel yiizey tabakasinin
kalinligt ( 6rn.veya glikokaliks) acisindan da adriamisin ile tedavi edilen
hayvanlarda normal gruptaki hayvanlara gore artisin sadece % 20 oldugunu
sOylemislerdir. ADR, proteoglikan sentezini asagi regiile ederek glomertiler
glikokaliksi incelterek glomertiler yiik ve boyut se¢iciligini az da olsa degistirebilir

(66).

3.5.2. Adriamisin ve Apoptozis

Apoptozis, aga¢ yapraklarinin sararmasi veya ¢igek yapraklarinin kuruyup
dokiilmesiyle  iliskilendirilmesiyle  “dokiilme” olarak  tanmimlanmaktadir.
Programlanmis hiicre Oliimii veya apoptozis hiicrenin biizlismesiyle beraber
kromatin iplik¢ikler yogunlasir ve bunu takiben DNA kiriklar1 olusmasini takiben
apoptotik cisim olusumuyla ortaya ¢ikan kritik hiicresel bir siirectir. Apoptozis,
DNA, endoplazmik retikulum, mitokondri ve diger hiicre organellerinin ve
membran biitlinliigiinii bozmasi diger normal hiicreler i¢in kaynak enerjiyi ayirmak
ve komsu hiicrelerin 6liim sinyallerini dnlemek i¢in apoptozisi tetiklemektedir.
Apoptozis, sik sik digsal Oliim reseptdrii ve intrinsik mitokondriyal apoptoz
yollarinda ¢ok sayida sinyalleme kaskadi iceren siki bir sekilde diizenlenmis

stirectir. Genellikle apoptozisi hiicrelerin oksidatif stres, iyonlastirici radyasyon,
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kemoterapi ilaglari, hipoksi ve yiiksek sicaklik gibi stres kosullariyla karsi karsiya
gelmesiyle olusmaktadir. Apoptozis, igsel (intrinsik) veya dissal (ekstrinsik)

yollardaki bu uyari tipine bagl olarak olusabilir (67).

ADR nin hiicrelerdeki ilk hedefi boliinme safhasindaki DNA y1 denatiire
etmektir. Ayrica ADR, DNA hasar1 onarimint da zayiflatarak DNA polimeraz,
RNA polimeraz ve DNA topoizomeraz II gibi bazi niiklear proteinlerin
aktivasyonunu inhibe eder ve DNA ipliklerinden birini de kirarak G2/M fazindaki

hiicre dongiisiinii bloke ederek DNA hasarina yol agmaktadir (68,69).

Apoptoz bilesenleri, belirleyicileri ve apoptoz mekanizmalarini; TNF, Fas
ligand1 (FasL) reseptdrleri, Fas reseptorii ya da apoptoz antijen-1 (APO-1) olarak
adlanrilan CD95, TNF- a reseptorii (TNFR), Bcl-2 ailesi, apoptotik proteaz aktive
edici faktdr 1 (Apaf-1), fas adaptor proteini (FADD), 6liime neden olan sinyal
kompleksi (DISC=6liim baslatan sinyalleme yapis1), FLIP, kaspazlar, antiapoptotik

ve proapoptotik proteinleri olugturmaktadir (70-74).

3.6. N- Asetil sistein

N-asetil sistein (NAS) (Sekil 7); hiicreyi koruyucu etkisi olan bir
antioksidandir. Mukolitik bir ajan olan NAS antioksidan 6zelligini glutatyon
seviyelerini diizenleme, serbest oksijen radikallerini temizleme, nétrofil aktivitesini
ve TNF iretimini baskilama yoluyla gostermektedir. Ayrica NAS’1n, hiicre i¢i

protein aktivitelerini diizenleyerek apoptozisi engelledigi bildirilmistir (75).

N-asetil sistein kinik arastirmalarda; diyabete bagli meydana gelen
hipertansiyonda, kronik bronsitte, alkole bagli olmayan steatohepatitte, tekrarlanan

gebelik kayiplarinda, erkek infertilitesinde, polikistik over sendromunda, diyabetik
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retinopatide, yasa bagli makiiler dejenerasyon ve katarakt gibi patofizyolojilerde
faydalar1 belirtilmistir. NAS ayrica otizm, bipolar bozukluk, parkinson, sizofreni ve
davranis bozuklugu gibi psikiyatrik ve norolojik hastaliklarin tedavisinde

tamamlayici olarak kullanilmaktadir (76). (Sekil 10).

SH
O

P

H,
' 0
H.C” N
H

OH

Sekil 6: N-asetilsisteinin kimyasal formiilii (77).

3.7. Speksin

Speksin (SPX), Markov modelleme (78) kullanilarak tanimlanan 14 amino
asit uzunlugunda yeni tanimlanmis bir peptittir. Speksin beyin, kalp, akciger,
karaciger, bobrek, tiroid, adrenal bez, testis, yumurtalik, dalak, pankreas, iskelet
kasi, yag dokusu, mide ve gastrointestinal sistem yolunun farkli kisimlarini igeren
merkezi ve periferik dokularda yaygin olarak eksprese edilmektedir (73). Speksin,

sistemik dolasimda tespit edilebilir ve ndroendokrin sinyal olarak islev gorebilir.

Biyolojik aktivitesi Walewski ve arkadaslari tarafindan belirlenmistir (79).
Obezlerde, zayif yetiskinlere kiyasla anlamli olarak daha diisiik SPX diizeyleri
bulunmustur ve doygunluk hissine neden olan bir molekiil oldugu diisiiniilmektedir
(79). Speksin ayrica uzun zincirli yag asitlerinin adiposit igerisine aliminm

azaltmaktadir (79). Ek olarak, diyetle indiiklenen obeziteye sahip kemirgenlere
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SPX uygulanmasi sonucu kalori alimi1 azalip, hareket kabiliyetini artarak kilo kayb1
oldugu goriilmiistiir (79). Yag dokusu iizerinde yapilan in vitro ¢aligmalar SPX
geninin obezlerde obez olmayanlara gore daha az eksprese oldugu gosterilmistir
(79). Speksin’in etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte adrenokortikal hiicre
¢ogalmasinin diizenlenmesine dogrudan dahil oldugunu gosterilmis ve pankreastan

da salgilandig ispatlanmistir (80).

Balik ve memelilerde yapilan ¢alismalarda speksinin beyin, kalp, akciger,
karaciger, kas, adrenal bez, yag doku, bobrek, over, testis, pankreas, mide ve
gastrointestinal traktin degisik kisimlarindan eksprese edildigi goriilmistiir (79).
Speksin’in bu kadar farkli dokuda eksprese olmasi ¢esitli fizyolojik siireglerle
iligkili oldugunun gostergesidir (81). Sonmez ve ark. (82) insanlardaki prepro
NPQ/SPX mRNA’sin1 Northern Blot analizi ile arastirmis ve SPX’in yiiksek
ekspresyonlarindan birinin bdbreklerde oldugu saptanmis, ayrica su ve tuz
metabolizmasinda muhtemel rolii oldugu ifade edilmistir. Wang ve ark. nin (83)
yaptig1 calismada speksinin; Tip 2 diyabet, obezite, yagh karaciger hastaligi,
kabizlik, anksiyete ve depresyon dahil olmak tizere bir¢ok hastalikla iliskili oldugu
gosterilmistir.  Bu ¢alismanin  sonucunda speksin; obezite ve enerji
metabolizmasinda potansiyel bir diizenleyici faktor olarak bulunmugstur. Ratlarda
yapilan deneyler sonucunda speksinin kalp hizinda diisme, idrar ¢ikis hizinda
diisme, ortalama arteryel basingta artma, tiriner sodyum ekskresyonunda artma ve
antinosiseptif etkileri oldugu goriilmiistiir (73,84) Rucinski ve ark. (80) sicanlar
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada speksinin adrenal kortekste hormon salinimini
arttirdigini gostermistir. Liu ve ark. (85) ise baliklar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada

speksinin 1 uteinlestiricit hormon (LH) salimimimi azalttifin1 gostermistir. Bu
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caligmalar  bize speksinin  organizmadaki diger endokrin  organlari

etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Y apilan immunohistokimyasal boyamalar sonucu kas, retina, sinir hiicreleri,
bobrek, mide ve barsaklar gibi cok cesitli dokularda SPX immiinreaktivitesi tespit
edilmistir. Basit ve ¢ok katli epiteldeki SPX immiinreaktivitesi ise diger yapilara
kiyasla en yiiksek seviyede goriilmiistiir. Bu da sekresyon, transepitelyal tagima,
poliferasyon, hiicre farklilagmasi, hiicre 6limii ve epitelyal hiicre yenilenmesinde
SPX’in rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilan c¢aligmada, speksinin
adrenokortikal hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde de etkili oldugu
gosterilmistir (81). Ayrica yapilan bu arastirmada pozitif immiinreaktivite Henle

halkasinin epitelinde ve distal tiibiillerde gozenmistir.

3.8. Calismanin Amaci

Klinikte tek basina ve kombine halde diger antineoplastik ajanlarla siklikla
kullanilan ADR enerji metabolizmasinda, serbest radikal olusumunu ve apoptozisi
arttirarak bobrek hasarina neden olmaktadir. NAS, mukolitik bir ajan olup
L-sistein ve indirgenmis glutatyonun 6n maddesi olan ve etkili bir antioksidan olan
glutatyon olusumunda rol oynayan ve serbest oksijen radikalleri plazma diizeylerini
diizenleyici olarak rol oyanamaktadir. Ayrica klinikte sik kullanilan kemoterapatik
ajan olan ADR’ye bagli nefrotosisitenin patogenizinde olusum mekanizmalari
icinde speksin peptidinin olabilecegi ve olas1 speksin degisimlerinin ne oldugu tam
olarak bilinmemektedir. Bu c¢alismada ADR uygulanan sicanlarin bobrek
dokularinda SPX immiinreaktivitesi iizerine NAS’in etkilerinin incelenmesi

amaclanmustir.
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4. GEREC VE YONTEM

Calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

09.04.2020 tarih ve 2020/5 sayil1 karar1 geregince etik yonden uygun bulunmustur.

Calismanin deneysel kism1 Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi
(FUDAM) ile Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim

Dal1 laboratuvarlarinda yapildi.

Calismanin biitgesi TF. 21. 11. nolu proje kapsaminda Firat Universitesi

Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP) tarafindan karsilandi.

4.1. Deney Hayvanlarinin Beslenmeleri ve Barindirilmalari

Calismada, FUDAM’dan alian 28 adet 8-10 haftalik Sprague-Dawley cinsi
erkek si¢anlar kullanildi. 22-25°C oda 1s1sinda 12 saat aydinlik (07.00-19.00) ve 12
saat karanlik (19.00-07.00) bir ortamda bakildi. Beslenmelerinde pelet sigan yemi

kullanilarak ad-libitum olarak su ve besin alimi saglandi.

4.2. Deney Gruplari ve Uygulamalar

Calismada kullanilan siganlar, her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba

ayrild.

Grup I (Kontrol grubu); Bu gruptaki si¢anlara deney siiresi olan 14 giin

boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.

Grup II (N-asetil sistein grubu-NAS); Bu gruptaki sigcanlara
intraperitoneal (i.p.) 150 mg/kg/giin dozunda NAS (Asist, Hiisnii Arsan ilaglari

A.S., Tiirkiye) 14 giin boyunca uygulanda.
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Grup III (Adriamisin grubu-ADR): Bu gruptaki siganlara deneyin 1. glinii
i.p 15 mg/kg dozunda ADR (Adrimisin, Saba ilaglar1 A.S., Tiirkiye) tek doz

uygulandi.

Grup IV: (Adriamisin + N-Asetilsistein grubu-ADR+NAS); Bu gruptaki
sicanlara deneyin 1. giinii i.p tek doz 15 mg/kg ADR uygulandiktan sonra 14 giin

boyunca 150 mg/kg/gilin dozunda NAS i.p. uygulandi.

Dekapite ELISA Histolojik
(Tas, Tos, Spexin) degerlendirmeler

Kontrol A\
n=7 g, i r 4 U ,’r ""
s Wy 14 I~ =

Dekapite
N-Asetilsistein

N-Asetilsistein l I NI rEed v . o\ I
n=7 ? | ’ \J n
o, [ )
Ly 0 I~ =

Adriamisin Dekapite

Adriamisin l '4' l o\
n=7 ] § ‘ > J ,’.‘
h& 0 14 = —

N-Asetilsistein

28 erkek Sprague-Dawley
sigan

Nk

Dekapite

Adriamisin + L4400 7077)
iz N-Asetilsistein r » ()
n=7 > L]
i )
A I —
Lak’ 0 14

Adriamisin

Sekil 7: Calismada uygulanacak deneysel program.

4.3. Deneyin Sonlandirilmasi ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Deney sonunda tiim gruplardaki siganlara xylazine (10 mg/kg) ve ketamine
(75 mg/kg) anestezi altinda intrakardiak olarak kan alindiktan sonra dekapitasyon
yontemi ile calisma sonlandirildi. Alinan kanlar 4.000 rpm’de 5 dk. santrifiij
edilerek elde edilen serum ve alinan bobrek doku drnekleri -80°C’de calisma

giiniine kadar saklandi. Sicanlarin serum ve doku 6rneklerinden ELISA metoduyla
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TAS, TOS ve SPX miktarlarina bakildi. Bununla birlikte histolojik ¢alisma igin

alian bobrek dokular1 %10’luk formaldehit soliisyonunun i¢ine konuldu.

4.4. Histolojik Degerlendirmeler

Bobrek dokulart %10°luk formaldehit soliisyonunda yaklasik olarak 72
saatlik fiksasyon isleminden sonra doku takip kasetlerine alinarak ve musluk suyu
altinda gece boyu yikanarak fiksatiften arindirildi. Yikanan dokular dereceli artan
etanol (%70-80-90-96-100) serilerinden doku takip protokoliine uygun sekilde
gecirilerek dehidrate edildi. Dehidratasyondan sonra ksilolde parlatilip parafine
gomiildii (Tablo 2). Sonra rodajli ve polilizinli lamlara hazirlanan parafin
bloklardan mikrotom kullanilarak 5 pm kalinligindaki kesitler alindi. Alinan
kesitler rutin hematoksilen-eosin ile boyanarak 151k mikroskobunda (Leica DM500)

incelenip ve fotograflandi (DFC295; Leica, Wetzlar, Germany).

Tablo 2: Histolojik takip serisi prosediirii

Sira islem Siiresi
1 % 70 Alkol Gece boyu +4°C’de
2 % 80 Alkol 1 saat
3 % 90 Alkol 1 saat
4 % 96 Alkol 1 1 saat
5 % 96 Alkol I 1 saat
6 % 100 Alkol I 1 saat
7 % 100 Alkol 1T 1 saat
8 Xylol I 1 saat
9 Xylol IT 1 saat
10 Sert parafin Etiivde gece boyu
11 Gomme
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4.5. immiinohistokimyasal Calisma

Bobrek dokusunda SPX immiinreaktivitelerinin belirlenmesi i¢in Avidin-
Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. Polilizinli lamlara, parafin
bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler alinarak ksilol ile deparafinizasyon ve
seffaflastirma isleminden sonra dokular azalan dereceli etanol serilerinden gegirildi.
PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, ABD) ile preparatlar
yikandi. Preparatlar, sitrat tamponunda (pH:6) mikrodalga firinda (700W) 15
dakika kaynatildiktan sonra sogumaya birakildi. Daha sonra PBS ile yikanan
preparatlardaki kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izildikten sonra endojen
peroksidaz aktivitesini 6nlemek icin kesitlere H>O, (Hydrogen Peroxide Block,
TA-125-HP, Thermo Scientific, England) ile muamele edildi. Daha sonra PBS ile
yikanan preparatlara Ultra V Block (TA-125-UB, Thermo Scientific, England)
solisyonu damlatildi. Daha sonra preparatlar SPX primer antikoru (A04088-1,
Boster Biological Technology, Pleasanton, CA, USA) ile 60 dakika nemli ortamda
oda sicakliginda inkiibe edildi. PBS ile yikanan preparatlara anti polivalent
sekonder antikor (TP—060-BN, Thermo Scientific, England) damlatilarak 30 dakika
boyunca bekletildi. PBS ile yikanan dokulara karanlik ve nemli ortamda 30 dk
boyunca Strepavidin Peroksidaz (HRP) (TP-125-HR, Thermo Scientific, England)
enzimi uygulamasin takiben PBS ile yikanan dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole
(AEC) Substrate + AEC Chromogen soliisyonu (TA-125-HA, Thermo Scientific,
England) uygulandi. Isik mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra
reaksiyon es zamanli olarak sonlandirildi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyama
isleminden sonra preparatlar su bazli kapatma soliisyonu (TA-125-UG, Lab Vision

Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu (DM 500)
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altinda degerlendirilerek fotografland1i (DFC295; Leica, Wetzlar, Germany).
Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde; immiinreaktivitenin
yayginlig (0.1: <%25, 0.4: %26-50, 0.6: %51-75, 0.9: %76-00) ve Siddeti (0: yok,
+0.5: ¢cok az, +1: az, +2: orta, +3: Siddetli) esas alinarak histoskor hesaplandi

(Histoskor = siddet x yayginlik).

4.6. TUNEL Calismasi

Bobrek dokusundaki apoptotik hiicrelerin belirlenmesi amaciyla TUNEL

yontemi uygulandi.

In Situ Apoptozis tespit kiti (Chemicon, catno: S7101, USA) kullanild1 ve
TUNEL boyama prosediirii iiretici firmanin yonlendirmeleri dogrultusunda
uygulandi. Bobrek dokusunda TUNEL pozitif (apoptotik) hiicrelerin belirlenmesi
i¢in parafin bloklardan polilizinli lamlara alinan 5 pm’lik kesitler 58 °C’lik etiivde
tutularak parafini giderildi ve ardindan ksilol ile deparafinizasyon ve seffaflastirma
isleminden sonra dokular azalan dereceli etanol serilerinden gecirildi (sirasiyla
%100, %100, %96, %90, %70) ge¢irildikten sonra 3x5 dk PBS’de yikama yapildi.
Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izildikten sonra bu kesitler 15 dakika oda
1s1sinda proteinaz K soliisyonu uygulandi. Ardindan PBS ile yikanan kesitlere (3x5
dk) Equilibration tampon soliisyonu ile 6 dakika muamele edildi. Daha sonra
kesitler 37 °C’de calisma soliisyonunda (% 77 pl Reaction Buffer + % 33 TdT
Enzyme)) 1 saat bekletildi ve ardindan durdurma tamponuyla oda 1sisinda 10 dakika
bekletildi. PBS’de yikanan (3x5 dk) kesitlere oda 1sisinda 30 dakika anti-
digoksigenin-peroksidaz konjugat1 uygulandi ve PBS (3x5 dk) ile yikama yapildi.

3,3'Diaminobenzidine (DAB) kromojen soliisyonu uygulamasindan sonra PBS
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(3x5 dk) ve distile su (5 dk) uygulanarak yikama yapildi. Kesitler, Methyl green ile
zit boyama yapildiktan sonra distile ile yikanip dereceli etanol serilerinden

gecirilerilip ksilole alindi. Son asama olarak kapatma medyumu ile kapatildi.

Boyanan preparatlar 151tk mikroskobunda (Leica DMS500) mikroskop
degerlendirilerek  fotograflandi  (DFC295; Leica, Wetzlar, Germany).
Degerlendirmede, Methyl green ile yesile boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi
cekirdek boyamasi gosteren hiicreler ise apoptotik hiicreler olarak kabul edildi. Her
bir gruba ait kesitlerde x10'luk biiylitmede rastgele secilen alanlarda, toplam 500
hiicre sayildi ve apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere

oranlanmasi ile apoptotik indeks (AI) hesaplandi.

4.7. Enzyme- Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) Analizler

Serum ve bobrek doku oOrneklerinde TAS, TOS ve SPX (sirasiyla,
(AD3283Ra, AndyGene, TX75081, USA; AD3282Ra, AndyGene TX75081, USA;
Lot:2022105, Shanghai Coon Biotech, Shanghai, China) diizeylerinin tespiti i¢in

ELISA yontemi ile iiretici firmanin prosediiriine uygun bigimde yapildi.
4.8. Istatistiksel Analizler

Bu calismada elde edilen tiim verilerin istatistiksel agidan
degerlendirilmesinde SPSS 22.0 paket program kullanildi. Sayisal veriler median
(minimum — maksimum) olarak ifade edildi. Degiskenlerin normal dagilip
dagilmadigimi incelemek icin shapiro—wilk testi kullanildi. ikiden fazla grup
arasinda genel karsilastirmada Kruskal Wallis testi kullanildi. Ikili gruplar
arasindaki karsilastirmada Kruskal Wallis’ten sonra post-hoc Dunn testi kullanildi.

p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Biyokimyasal Bulgular

5.1.1. Serum ve Bobrek Dokusu Total Oksidan Status (TOS)

Diizeyleri

Tiim gruplara ait serum ve bobrek dokusu TOS diizeylerinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan biyokimyasal ¢alismada; Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda NAS (sirasiyla; p=0.474; p=0.404) grubunda TOS diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmezken, ADR grubunda TOS diizeylerinde
istatistiksel olarak anlaml bir artis izlendi (sirasiyla; p=0.001; p=0.032). ADR
grubu ile karsilastinldiginda ise ADR+NAS grubunda TOS diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi (sirasiyla; p=0.009; p=0.004). Tablo

3.

5.1.2. Serum ve Bobrek Dokusu Total Antioksidan Status (TAS)

Diizeyleri

Tim gruplara ait serum ve bdobrek dokusu TAS diizeylerinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan biyokimyasal ¢alismada; Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda NAS (sirasiyla; p=0.905; p=0.706) grubunda TAS diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmezken, ADR grubunda TAS diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma izlendi (sirasiyla; p=0.006; p=0.002). ADR
grubu ile karsilastirildiginda ise ADR+NAS grubunda TAS diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artig gozlendi (sirasiyla; p=0.010; p=0.010). Tablo 3.
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Tablo 3. Serum ve bobrek dokusu TOS ve TAS diizeyleri

TOS (pg/mL) TAS (U/mL)
Median (min-max) Median (min-max)

Serum Bobrek Dokusu Serum Bobrek Dokusu
KONTROL 51,15(45,62-56,38) 59,07(48,56-68,52) 5,35(4,03-7,30) 5,34(4,41-6,92)
NAS 55,12(39,69-61,25)b 55,00(38,96-62,10)b 5,53(4,58-6,81)b 5,00(4,35-7,85)b
ADR 118,85(117,35-123,67)a 120,32(118,45-122,45)a  0,98(0,35-1,32)a 0,74(0,45-1,21)a
ADR+NAS 56,80(48,65-65,23)b 56,07(42,56-68,78)b 5,23(4,35-6,92)b 4,80(4,09-6,58)b
p* 0.004 0.004 0.005 0.004

Degerler median, min-max olarak verilmistir.

2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

® ADR grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05)
* Kruskal Wallis

5.1.3. Serum ve Bobrek Dokusu Speksin Diizeyleri

Tim gruplara ait serum ve bdbrek dokusu SPX diizeylerinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan biyokimyasal calismada; Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda NAS (sirastyla; p=0.633; p=0.923) grubunda SPX diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmezken, ADR grubunda SPX diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi (sirasiyla; p=0.023; p=0.009). ADR
grubu ile karsilastinldiginda ise ADR+NAS grubunda SPX diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdzlendi (sirastyla; p=0.002; p=0. 005) Tablo

4.

Tablo 4. Serum ve bobrek dokusu speksin diizeyleri

Speksin (pg/mL)
Median (min-max)
Serum Bobrek Dokusu
KONTROL 478,27(451,48-598,65) 447,70(387,44-474,07)
NAS 461,19(419,46-490,08)° 443,00(381,79-475,96)°
ADR 1745,18(1598,63-2154,02)* 1548,62(1114,25-1993,12)?
ADR+NAS 449,39(365,23-574,83)° 443,47(391,21-494,79)°
p 0.005 0.006

Degerler median, min-max olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
> ADR grubu ile karsilagtirildiginda, (p<0.05)
* Kruskal Wallis
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5.2. Histolojik Bulgular

Hematoksilen-eosin ve masson trikrom ile boyamanin 1sik mikroskopi
altinda incelenmesi sonucu; tim gruptaki bobrek dokulari;; 6dem
(kahverengi yildiz), hiyalin kast olusumu (¢entikli siyah ok), tiibiiler dilatasyon
(siyah yildiz), fibrozis (kirmizi  yildiz), tiibiiler vakuolizasyon (siyah ok),
ve eritrosit ekstravazasyonu (kirmizi ok), acisindan incelenip her bir hayvan i¢in
histopatolojik degerlendirme skoru olusturularak (Tablo 5) istatistiksel analizleri

yapild1 (Tablo 6).

Histopatolojik toplam degerlendirme skoru (Tablo 7) sonrasi yapilan

istatistiksel analiz sonucu;

Kontrol (Sekil 8, 9) ve NAS (Sekil 10, 11) gruplarina ait bobrek dokular
normal olarak degerlendirildi ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

izlenmedi (p=1.000).

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda ADR (Sekil 12,13,14,15) grubunda
histopatolojik toplam degerlendirme skoru istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artmis olarak izlendi (p<0.001). ADR grubu ile kiyaslandiginda ise ADR+NAS
(Sekil 16,17) grubunda histopatolojik degerlendirme skorunda istatistiksel olarak

anlamli bir azalma gozlendi (p=0.001).
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Tablo 5. Histopatololojik degerlendirme

Kontrol NAS ADR ADR+NAS
*1-2-3 0 1 2 3 o 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Odem 5 2 6 1 2 1 4 4 2 1
Hiyalin kast olusumu 7 7 2 5 5 2
Tibiiler dilatasyon 7 7 3 02 2 6 1
Fibrozis 7 7 1 5 1 6 1
Tiibiiler vakuolizasyon 7 7 2 5 5 2
Eritrosit ekstravazasyonu 6 1 5 2 1 6 5 2
“(0): yok, *(1): hafif, *(2): orta, *(3): siddetli
Tablo 6. Histopatolojik degerlendirme skoru
s Hiyalin kast Tubiiler g q Tubiiler Eritrosit
Odem . Fibrozis .
olusumu dilatasyon vakuolizasyon ekstravazasyonu
0,00(0,00-
KONTROL L00) 0,00(0,00-0,00) 0,00(0,00-0,00)  0,00(0,00-0,00)  0,00(0,00-0,00) 0,00(0,00-1,00)
NAS 0’(;0(()%’)90' 0,000,00-0,00"  0,00(0,00-0,00)" O’%Ogg’)?‘)‘ 0,00(0,00-0,00)°  0,00(0,00-1,00)"
ADR 3000 ,)(30- 3.00(2.003.00¢  2.00(1,00-3,00)" 2’2053)90- 3,002,00-3,00¢  3,00(2,00-3,00)"
ADR+NAS O’goég’)ﬂo- 0,00(0,00-1,00)°  0,00(0,00-1,00)° o,(io(()g,)(go- 0,000,00-1,000°  0,00(0,00-1,00)°
P 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Degerler median, min-max olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® ADR grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05)
* Kruskal Wallis

Tablo 7. Histopatolojik toplam degerlendirme skoru

Histopatolojik toplam degerlendirme
skoru

KONTROL
NAS

ADR
ADR+NAS

0,00(0,00-2,00)

0,00(0,00-2,00)°
12,00(10,00-16,00)*

0,00(0,00-5,00)°

Degerler median, min-max olarak verilmistir.

2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

> ADR grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05)
* Kruskal Wallis

49



Sekil 9: Kontrol grubuna ait normal histolojik goriiniimlii bobrek dokusu, Masson
trikrom.

50



— — S N - 4 4
N A LY i V5

Sekil 11: NAS grubuna ait normal histolojik goriiniimlii bobrek dokusu, Masson trikrom.
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Sekil 12: ADR grubuna ait bobrek dokusu. Eritrosit ekstravazasyonu (kirmizi ok), tiibiiler
vakuolizasyon (siyah ok), 6dem (kahverengi yildiz), H&E.
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Sekil 13: ADR grubuna ait bobrek dokusu. Eritrosit ekstravazasyonu (kirmizi ok), H&E.
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Sekil 14: ADR grubuna ait bobrek dokusu. Tiibiiler dilatasyon (siyah yildiz), hiyalin kast
olusumu (¢entikli siyah ok), H&E.
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Sekil 15: ADR grubuna ait bobrek dokusu. Fibrozis (kirmizi yildiz), Masson trikrom.
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Sekil 16: ADR+NAS grubuna ait bobrek dokusu. H&E.

Sekil 17: ADR+NAS grubuna ait bobrek dokusu. Masson trikrom.
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5.3. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1sik
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi bobrek dokusunda

tiibiiler hiicrelerde (siyah ok) goézlendi.

Kontrol grubu (Sekil 18) ile karsilastirildiginda NAS (Sekil 19) (p=0.706)
grubunda TUNEL pozitifliginde istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmezken,
ADR grubunda (Sekil 20) TUNEL pozitifliginde istatistiksel olarak anlamli bir artis
izlendi (p=0.001). ADR grubu ile karsilastirildiginda ise ADR+NAS grubunda
(Sekil 21) TUNEL pozitifliginde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi

(p=0.006). Tablo 8.

Tablo 8. Apoptotik indeks (%)

Apoptotik Indeks (%)
Median (min-max)
KONTROL 1,50(1,00-3,00)
NAS 2,00(1,00-4,00)°
ADR 13,50(9,00-17,00)*
ADR+NAS 2,00(1,00-4,00)°
P 0.003

Degerler median, min-max olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
> ADR grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05)
* Kruskal Wallis
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Sekil 18: Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (siyah ok)

Sekil 19: NAS grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (siyah ok)
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Sekil 20: ADR grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (siyah ok)

Sekil 21: ADR+NAS grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (siyah ok)
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5.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

SPX immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; SPX immiinreaktivitesi bobrek dokusunda
tiibiiler hiicrelerde (siyah ok) gozlendi.

Kontrol grubu (Sekil 22) ile karsilastirildiginda NAS (Sekil 23) grubunda
fark izlenmezken (p=0,75), ADR grubunda (Sekil 24) SPX immiinreaktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi (p=0.004), ADR grubu ile
karsilastirildiginda ise ADR+NAS grubunda (Sekil 25) SPX immiinreaktivitesinde

istatistiksel olarak anlamli bir azalma goézlendi (p=0.004). Tablo 9.

Tablo 9. Speksin immiinreaktivitesi histoskoru

Tiibiil
KONTROL 0,40(0,30-0,60)
NAS 0,37(0,20-0,60)"
ADR 1,20(0,90-1,80)*
ADR+NAS 0,45(0,20-0,60)"
p* 0.003

Degerler median, min-max olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

> ADR grubu ile karsilagtirildiginda, (p<0.05)
* Kruskal Wallis

58



Sekil 23: NAS grubuna ait bobrek dokusunda Spexin immiinreaktivitesi (siyah ok)
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Sekil 25: ADR+NAS grubuna ait bébrek dokusunda Spexin immiinreaktivitesi (siyah ok)
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6. TARTISMA

Antrasiklin grubu gii¢lii bir ilag olan adriamisin (ADR), hematolojik
malignite, over kanseri, meme kanseri ve testis kanseri gibi farkli tipteki (86) solid
tiimorlere kars1 6nemli sitotoksik etkiye sahiptir (86). Ancak terapotik kullanimini
sinirlayan bobrek dahil (87) farkli organlar {izerinde bir¢ok toksik veya yan etki
gosterdigi bilinmektedir. (88-90).

laca bagli bobrek hasari, kemoterapdtik ajanlarin kullammiyla iliskili
onemli bir endise kaynagidir. Oksidatif stres ve apoptozis ADR kaynakli bobrek
hasarinin altinda yatan mekanizmalardir (91,92). Oksidatif stres kaynakli bobrek
hasari hiicresel diizeyde indirgenmis glutatyon (GSH), katalaz (CAT) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) (93) gibi antioksidan enzim mekanizmalar1 araciligiyla
azaltilmaktadir. (94,95) Siperoksit radikali (O2), SOD enzimi ile hidrojen
peroksite (H202), H2O; ise CAT ile H.O ve O.’ye, glutatyon peroksidaz (GPx)
enzimi ile H>O’ya doniistiiriilir. Bu da reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karsi
koruyucu bir rol oynamaktadir. Bu tiir enzimlerin aktivitesindeki azalmaya bagli
olarak da total antioksidan kapasitede azalma olmaktadir (92,96,97). Yapilan
caligmalar, total antioksidan ve oksidan dengenin bozulmasi ADR kaynakli
nefrotoksisitenin gelismesini ve ilerlemesini arttirdigi gésterilmistir. Bu ¢alismalar,
ADR verilen grupta kontrol grubuna kiyasla malondialdehid (MDA) diizeyinde
onemli bir artig olmakla birlikte, CAT aktivitesinde , total antioksidan seviyelerinde
(TAS) ve GSH seviyelerinde énemli 6l¢lide azalma oldugu bildirilmistir (92,93)
Ayrica DNA hasarmin da ADR’nin olumsuz etki mekanizmalarindan biri oldugu

belirtilmistir. (98,99)

N-asetil ~ sistein ~ (NAS); serbest radikalleri temizledigi, lipid
peroksidasyonunu (LPO) inhibe ettigi, GSH tilkenmesini 6nledigi bilinen tiyolik bir
amino  asittir (100, 101). Ayrica metal gselasyon aktivitesi ile
pro-oksidan/antioksidan dengesindeki bozulmay:r diizenleyebildigi ya da
diizeltebildigi bilinmektedir (102). Bunun yanisira NAS’in, inflamasyonu ve
oksidatif stresi azaltma yetenegi sayesinde nefrotoksisteye kars1 koruyucu etkilere

sahip oldugu bildirilmistir (103,104).
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Noropeptid Q (NPQ) olarak da adlandirilan spexin (SPX), yeni bir endojen
noropeptiddir. SPX’in beslenme davranisi, gastrointestinal motilite, obezite,
diyabet, enerji metabolizmasi, tuz/su dengesi ve kardiyovaskiiler/renal fonksiyonlar
gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlari diizenleyici rolleri bulunmaktadir (79,105,106).
Sitoplazmik SPX immiinoreaktivitesi; deride, akcigerde, midede, ince bagirsakta,
kolonda, karacigerde, pankreas adaciklarinda, tiroidde, adrenal bezde ve bobrekte
tespit edilmistir (107). SPX’in, obezite kaynakli bobrek fonksiyon bozuklugunda

renal oksidatif stresi ve inflamasyonu azaltig1 gosterilmistir (108).

Akin ve arkadaglarinin ADR toksisitesi ile ilgili yaptiklari bir arastirmada,
karaciger dokusunda ELISA yontemiyle TAS ve total oksidan seviyelerine (TOS)
bakilmistir. ADR grubunda TOS degerleri yiikselirken, TAS degerleri ise azalmistir
(109). ADR uygulamasi bagka bir aragtirmada ise benzer sekilde testis dokusunda
TOS degerlerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirirken TAS degerlerini ise
azalttig1 tespit edilmistir (110). Ayrica yakin zamanda siganlar {izerinde yapilan bir
calismada, ADR uygulamasinin serumlar1 ve bobrek dokularinda TOS degerini
arttirirken TAS degerini ise azalttig1 rapor edilmistir (94). Bizim ¢alismamizda da
ADR uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla hem bobrek dokusu hem de serum
TAS degerlerinde azalma, TOS degerlerinde ise artig goriildi. Bu durum
calismamizda ADR kaynakli oksidatif hasarin meydana geldigini destekler
niteliktedir. Bu bulgular onceki ¢alismalarda ADR’nin ROS {iretimini artirdigi;
bobrek, kalp, beyin, karaciger, testis ve mesanedeki antioksidan sistemi zayiflattigi
yoniindeki sonuglarla ortiismektedir. Ote yandan, antioksidan savunma
mekanizmalarinin uyarilmasi, ROS'un biyolojik etkisini azaltabilmektedir (99).
Bundan dolayr ADR’nin neden oldugu oksidatif hasarin 6nlenmesi i¢in anti-kanser
Ozelliklerine sahip antioksidan veya anti-inflamatuar karakterdeki maddeler

tizerindeki calismalar devam etmektedir (100).

Bobrekler, yiiksek derecede vaskiilarize organlar olduklarindan kanda
bulunan herhangi bir toksik maddeden etkilenme olasiliklar1 yiiksektir ve bu
nedenle oksidatif hasara olduk¢a duyarlidirlar. Oksidatif hasar durumunda ise
bobrek dokusunun ¢esitli histopatolojik degisikliklere ugradig: bilinmektedir (111—
113). Yapilan c¢alismalarda, ADR uygulamasi sonucu renal korpiiskiiliin

genisledigi, renal tiibiillerin tahrip oldugu, tiibiillerin epitel hiicrelerinin dokiildiigi
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ve tiibiil hiicrelerinin sitoplazmasinda kistik yapilarin olustugu bildirilmistir
(62,114,115). Bir bagka arastirmada ise ADR uygulamasinin bdbrek tiibiiler ve
glomertiler yapilarinda dogrudan hasara yol ac¢tigi; akut tiibiiler nekroz ve
glomertiler konjesyona, tiibiiler dejenerasyona, firgcamsi kenar kaybina, hemorajiye,
nekrotik hiicrelerin proksimal ve distal tiibiillerden ayrilmasina, tiibiiler
vakuolizasyona, piknoza, intertiibiiler kanamaya, glomertiler tikanikliga ve hiyalin
kastlarin olusmasina neden oldugu rapor edilmistir (116). Yapilan ¢alismalar ile
uyumlu sekilde bu calismada ADR maruziyetinin bobrek dokusunda; 6dem, hiyalin
kast olusumu, tiibiiler dilatasyon, fibrozis, tubiiler vakuolizasyon ve eritrosit

ekstravazasyonu gibi histopatolojik degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir.

ADR kaynakli toksisitesinin patolojik temellerinin oksidatif stres ve
apoptozis oldugu daha 6nce belirtilmistir (117). Bobrek dokusunda, ADR grubunun
tiibiiler epitel hiicrelerinde TUNEL metoduyla yaygin apoptoz bulgular1 da bagka
bir calismada bildirilmistir (118). Literariir ile uyumlu bir bigimde bu ¢alismada ise
ADR grubunun bobrek dokusunda TUNEL metodu ile apaptotik hasara yol actig
tespit edildi.

N-asetil sistein tedavisi anti-oksidan savunma sistemi, ROS'un toksik
etkisine karst koruma saglamak icin Oncelikle katalaz, GPx ve glutatyon S-
transferaz (GST) gibi antioksidan enzimler araciligiyla olmaktadir (119). Birkag
calisma NAS''n vankomisin, gentamisin, siklofosfamid, lityum, sisplatin ve
kontrast madde gibi ¢esitli ajanlarin bir sonucu olarak yilikselmis ROS'un neden

oldugu nefrotoksisitenin etkilerini azalttigini 6ne siirmiislerdir (120,121).

Yapilan ¢aligsmalarla 150 mg/kg dozundaki ADR uygulamasinin sonrasinda
verilen (122) NAS'!n serbest radikalleri uzaklastirarak, ADR’ye baglanarak ve
biyoyararlanimini  azaltarak, endojen antioksidan savunma sistemlerini
giiclendirerek ve ADR’nin neden oldugu zararli etkilerin ¢ogunu azalttigini
bildirmislerdir (120,123). Calismamizda ADR grubuna gére ADR-NAS grubunda
hem bobrek dokusunda hem de serumda TOS degerlerinin azalip, TAS degerlerinin
artmasin1 NAS’1n antioksidan etkisi ile iligskilendirmekteyiz. Yal¢in’ nin yaptigi
calismada bu verileri destekler bicimde NAS’1n oksidatif strese karsi koruyucu etki
gosterdigi bildirmistir (124). Yapilan bir bagka bobrek hasari ¢alismasinda da NAS
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tedavisinin serum O6rneklerinde istatistiksel olarak TOS seviyelerini azaltarak TAS

seviyelerini artirdigini belirtmistir (125).

Bir ¢alismada ise 7, 14, 21 ve 28. giinlerde dort hafta boyunca haftada bir 4
mg/kg dozundaki ADR (ip) uygulamasinin beyin toksisitesine neden oldugunu ve
NAS'm 100 mg/kg dozundaki uygulanmasinin ADR uygulamasinin neden oldugu
inflamasyon ve oksidatif strese karst koruma saglayabildigini bildirmistir (120).
Yapilan bagka bir arastirmada fenintrithinon toksisitesine (FNT) kars1 28 giin
boyunca 200mg/kg dozunda oral gavaj ile verilen NAS tedavisi sonucunda FNT-
NAS ile tedavi edilen siganlarin bobrek dokusunda; kast olusumu, epitel hiicre
vakuolizasyonlari, hafif peritiibliler kanamalar, tiibiiler dilatasyon ve interstisyel
kapillerlerin vaskiiler konjesyonunda normal histolojik tabloya gelmese de
belirtilen hasarlarda renal parankimde 6nemli bir iyilesme oldugunu sdylemistir
(121). Ayrica baska bir arastirmada da 151k mikroskopi incelenmesinde bobrek
dokusunda, diyabetes mellitus (DM) grubuna kiyasla DM + NAS grubunda 6nemli
Olclide azalmis tiibiil genislemesi ve glomeriiler atrofi de gerileme oldugunu
bildirmistir (124). Calismamizda da ADR grubu ile kiyaslandiginda ise ADR+NAS
grubunda histopatolojik ve TUNEL bulgularinda anlamli bir iyilesme goriilmiistiir.
Ayrica ADR grubuna goére bu durum ADR ile olusan bobrek hasarina kars
uygulanan NAS’1in oksidatif stresi azaltarak dokuda koruyucu etkilerinin oldugu

kanaatine varilmistir.

Bobrekler, enerji ve lipid metabolizmasinda 6nemli rol oynamasi ve bir¢cok
fonksiyonel gorevleri yerine getirmesi ve hasarlanmasinda bir¢ok mekanizmanin
etkili olmas1 bobrek lizerinde multidisipliner ¢alismalarin yogunlasmasina neden
olmustur. Basta tip II diyabet, metabolik sendrom, hipertansiyon gibi hastaliklarin
patofizyolojisinde degisiklige ugradigi bilinen adipokinlerin ¢esitli inflamatuar
ajanlarin etkinliklerinde de rol oynadigi bilinmektedir. Inflamatuar ajanlarn
etkinliklerinde sebep olduklar1 degisikliklerin de bobrek gibi bir¢ok dokuda
patofizyolojik siiregleri uyarabilecegi diistiniilmektedir (126).

Cesitli patofizyolojik  ve histopatolojik durumlarda SPX

immiinreaktivitesinin ve serum/doku SPX diizeylerinin nasil degistigine dair

literatiirde sinirli sayida calisma mevcuttur (81,129). Son zamanlarda yapilan
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caligmalar SPX seviyelerinin inflamatuar stireci etkiledigini gostermektedir. SPX
tedavisinin, sitokin ve kemokin diizeylerini smirlayarak kronik bobrek
yetmezliginde inflamatuar yanit1 ortaya ¢ikardigini gostermislerdir. Bu bulgular, bu
peptitidin ¢ogunlukla lokositlerin sitokin ekspresyonunun ilk savunmasina karsi
anti-inflamatuar yanit1 etkiledigini gostermislerdir (130). Baska bir caligmada,
SPX, obezitenin neden oldugu bobrek fonksiyon bozuklugunda, renal oksidatif
stresi ve inflamasyonu iyilestirdigini belirtmislerdir  (108). Ek olarak, son
arastirmalar bu hormonun iltihaplanma siirecini etkiledigini bildirmistir, ancak bu

yonii hala daha az netlik gostermektedir (131).

Yiiksek yag/fruktoz diyeti ile yapilan dort haftalik yapilan bir aragtirmada
SPX tedavisinin azalan GSH diizeyini ve histopatolojik bulgularini belirgin sekilde
diizelttigini belirtmistir (108). SPX'in yakin zamanda galanin (Gal) ve kisspeptin
(Kiss) ile birlikte iliskilendirilmesi ve Gal/Kiss peptid ailesinin bir liyesi olarak
siniflandirilmasi 6nerilmistir (132). Spexin, galanin reseptorii tip 2 (GALR2) ve 3'ii
(GALR3) hedef hiicrelerde aktive etmektedir (132). Boylece bu peptit, beslenme,
enerji dengesi, lipid depolama, arteriyel kan basinci, tuzlu su dengesi ve
kardiyorenal tepkiler gibi bir¢ok fizyolojik islevi modiile etmektedir (73,79,84).
Adenin hemisiilfat ile olusturan kronik bobrek hasari ile ilgili bir arastirmada SPX
tedavi olarak verilmistir. Bu c¢alismada biyokimyasal ve histopatolojik

degisiklikleri goreceli olarak azalttigini soylemistir (133).

Bizim ¢aligmamizda literatiire dayanilarak ADR’nin enerji metabolizmasi
ve dolayisyla lipid metabolizmasi {lizerinde olumsuz etkilerininin olabilecegi ve
bundan dolay1 bobreklerde meydana gelen hasara bagli antioksidan etkisi oldugu
bilinen SPX immiinreaktivitesinin kompansatuar olarak artabilecegini ve tedavi
olarak verilen NAS ‘in bobrek hasarini dnleyerek SPX salinimini diislirdiigiinii

diistinmekteyiz.

Speksin; organizma iizerindeki etkilerini pek ¢ok reseptdr iizerinden
yapmakta ve organdan organa degisen farkli cevaplar olusturmaktadir. Ornegin
GALR2'reseptorleri, SPX'in yiiksek yag/yiiksek fruktoz diyetinin neden oldugu
bobrek fonksiyon bozuklugu iizerindeki koruyucu etkilerine aracilik ederken

Cl/ebp-B reseptorleri, SPX aktivasyonlu endoplazmik retikulum stresinin
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uyarilmasina aracilik eder (127-129). Yine MAPK; SPX'in insiilin, glukoz ve CRF
(kortikotropin releasing faktdr) tarafindan diizenlenmesinde rol oynamakta olup
intraperitoneal insiilin enjeksiyonlar1 MAPK 3/6, p38 ve fosfoinositid 3-
kinaz/protein kinaz B'ye bagli olarak hipotalamusta Spx'i yiikseltirken aksine ayni
reseptorler iizerinden midede Spx ‘i azaltmaktadir (130,131). Bilindigi gibi
mitojenle aktive olan MAPK'ler; inflamasyon, apoptoz, proliferasyon ve otofaji
tizerine etkili yolaklardir (132-134). Bu calismada ise ADR grubu bobrek
dokularinda SPX ekspresyonu artmisti ve bu artis, organizmanin hasara karsi
defansif etkisi olarak degerlendirildi. Ancak bunun kesin bir sonu¢ oldugu
sOylenemez. Ciinkii ADR/ SPX iliskisine dair literatiirde sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu sebeple konu ile ilgili, daha genis serilerde yapilacak ¢aligmalar

ADR/SPX arasindaki iliskiyi ortaya koymakta daha yol gosterici olacaktir.

Bununla birlikte SPX ile yapilan ¢aligsmalarda antioksidan etkisinin oldugu
gosterilmistir. ADR uygulamasimin olusturdugu oksidatif hasara karsi1 SPX
seviyesinin bobrek dokusunda artarak oksidatif hasar1 azaltmaya yonelik

aktivasyon olabilecegi diistiniilebilinir.

Sonugc olarak;

Adriamisin uygulamasinin TOS, apoptozis ve Speksin seviyelerini

arttirdigi,

Tedavi olarak verilen NAS 1n TOS, apoptozis ve Speksin seviyelerini

azalttigi,

Speksinin ADR ye bagli olusabilen bobrek hasarinin patognezinde roliiniin

olabilecegi,

Gelecekte daha ileri ve ayrintili ¢alismalarla, ADR ye bagli olusabilen
bobrek hasart ile iligkili patofizyolojik mekanizmalar aydinlatilabildigi taktirde,
bobrek hasarmin olusumunu dnlemek ve/veya tedavi etmek amaciyla Speksin ile

iliskili tedavi yaklasimlar1 da denenebilecegi kanaatine varilmistir.
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