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1. GIRIS

Bobrekler vicudun homeostatik mekanizmalarinda temel rol
oynayan bir organ olup, baslica gorevleri arasinda metabolik artik
maddeler ile ilag, toksin gibi ekzojen maddelerin eliminasyonunu saglamak
Uzere kani filtre ederek metabolizmanin son Urlnlerini idrar seklinde digari
atmak gelir. Bununla beraber vicuttaki su dengesinin korunmasi, elektrolit
ve asit baz dengesinin korunmasi gibi hayati 6neme sahip goérevieri de

Ustlenen bébredin metabolik fonksiyonlari da vardir. Bunlar:

1. Renin, eritropoetin, prostaglandinler, bliyime faktorleri gibi

hormon ve benzeri maddelerin sentezi.

2. insiilin, glukagon, parathormon, kalsitonin, prolaktin, blylime
hormonu, vazopressin ve gastrointestinal hormonlarin yikimi

ve katabolizmasi.

3. Hafif zincirler gibi distk molektl agirlikli proteinlerin

katabolizmasi.

4. Glukoneogenez ve lipit metabolizmasi gibi diger metabolik

fonksiyonlari vardir.

Karbon tetraklorir ile deneysel olarak olusturulan
intoksikasyondan ve sirozdan pekgok organ (karaciger, dalak, pankreas,
timus, lenf digumleri, akcigerler, kalp) ile sistem dogrudan veya dolayli bir

sekilde etkilenmektedir.

Deneysel amacl kullanilan CCls ‘Gn bdbrek Uzerindeki etkisi

serbest radikal reaksiyonlariyla direkt olabildigi gibi dolayll da



olabilmektedir. CCls; ‘On karacigerde vyapti§gi siroza bagh sistemik
hemodinamik degisiklikler bdbregi de etkilemektedir. Boylece sirotik
bdbrek ve hepatorenal sendrom gibi bébrek patolojileri ve bdbrek

yetmezligi meydana gelmektedir.

Serbest radikaller, dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron
tasiyan, yUkli veya yukslz, atom veya molekillerdir. Serbest radikaller;
organizmada normal metabolik yollarin igleyisi sirasinda meydana
gelebildikleri gibi, dis etkenlerle de olusabilirler. Biyolojik sistemlerde
bulunan serbest radikallerin baslicalari; siiperoksit anyonu (O,™), hidrojen
peroksit (H20;) ve hidroksil (OH") radikalleridir. Yasam streleri ¢ok kisa,
ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif olan bu bilegikler tim
hicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligine sahiptirler. Serbest radikallerin
lipid peroksidasyonunu tetikleyerek oksidatif stresi arttirdigindan da

bahsedilmektedir.

Canlilarda serbest radikallerin hasarini 6nleyen, sinirlayan
veya kismen onaran antioksidan mekanizmalar mevcuttur. Hiicre diginda
ve hicrede farkli organellerde yerleserek savunma mekanizmasinda rol
alan antioksidanlar; enzimatik yapida olabilecekleri gibi non enzimatik

yapida da olabilirler.

Calismamizda CCl, ile deneysel olarak siroz olusturulan
ratlarda, CCls kullaniminin bdbrek dokusunda ortaya cikardidi serbest
radikal reaksiyonlariyla olusan oksidatif durum ve antioksidan enzimler
olan superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
katalaz (CAT) takip edilmeye calisilacak. Ayrica histopatolojik ve
immianhistokimyasal boyama teknikleriyle de hicresel boyuttaki

degisiklikler degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER:

2.1. Karbon tetrakloriir:

Karbon tetrakloriir (CCly), klorinatl bir hidrokarbon bilesigidir.
Onceleri tiitsti yapiminda, yangin séndiiriicii olarak, kuru temizleme ajani
olarak, ¢6zuclu ve dondurucu olarak kullaniimasina ragmen gunimiizde
yalnizca sogutucu (freon) floroklorokarbonlarin Gretiminde ara kimyasal
bilesik olarak da kullaniimaktadir. Karbon tetraklortriin 3-5 ml insanlarda
agiz yoluyla alinmasi durumunda 6limle sonuglanabilir. Vicuda solunum,
sindirim ve deri yoluyla alinabilir. Emilimden sonra bitin organ ve
dokulara dagilir. En ¢ok yag dokusunda birikir. 2-6 glin iginde yavas olarak
dokulardan ayrilarak baglica akcigerler ve az miktarda da bé&brekler

yoluyla atilir.”

2.1.1. Karbon tetraklorir’in Organizmaya Olan Etkileri:

Karbon tetraklortr zehirlenmesi merkezi sinir sisteminin
baskilanmasina yol agar. Buna bagli olarak gorilen baglica belirtiler bas
agrisi, bas dénmesi, halsizlik, ataksi, titreme, hafiza kaybi, konusmada
sacmalama, uyuma hali ve biling kaybidir. ilk giinden itibaren bulanti,
kusma ve karin agrisi, ishal, midede irritasyona bagl yangi tipi agri yapar.
Goérme bulanikhigi, optik sinir hasari, isitme kaybina neden olabilir.
Emilimden birkag gin sonra karaciger yaglanmasi ve hasari ile ilgili
belirtiler ortaya c¢ikar. Karaciger hicrelerinin nekrozu ve sismesi sonucu
AST ve aldolaz enzim duzeyleri artar. Protrombin zamani uzar.??
Karacigerin mikrozomal enzimlerindeki degismeler nedeniyle aminoasit

alimi bozulur ve protein sentezi azalir.



CCl4'Un secici hepatoksik etkisi oldugu bilinmekte ve deney
hayvanlarinda siroz olusturmak igin kullaniimaktadir. CCls mikronodiler
siroz olusturur. CClsUn tekrarlayan uygulamalarinin serbest radikal
Uretimine neden olarak sirozu indukledigi yapilan g¢aligmalarla
gosterilmistir. 4678
CCls'Un yaptidr karaciger nekrozu lipid peroksidasyonu
sonucu olusur. Toksik etki sonucu olugan serbest oksijen radikallerinin
hiicre membranlarindaki lipitlerin doymamis yag asitleriyle reaksiyona
girmesi membranlari oksidatif yikima ugratir.>*'® CCl, karaciger duiz
endoplazmik retikulumunda NADPH-sitokrom P 450 elektron transport
zincirinde kullanilan karma fonksiyonlu oksidaz sistemi tarafindan
haloalkan serbest radikali olan triklorometil radikali (CCls) ve triklorometil

peroksil radikaline (CCl;0,) metabolize edilir."""®

P450
CCl, — CCly+Cl~

CCl; + O, — CCI50,°

Bu olaylari karacigerde hicre dizeyinde yag birikimi ve
hicre 6lumu izler. Haloalkanlardan karbon tetraklorir ve dibromoetan es
zamanh olarak sican hepatositlerine ya da saglikli hayvanlara
uygulandiginda lipid peroksidasyonunun stimilasyonunda ve hepatosit

élumiinde sinerjistik etki yaptigi gorilmistiir.®

Triklorometil  radikalinin  oksijenle reaksiyonu sonucu
meydana gelen peroksil radikali de kuvvetli bir lipit peroksidasyonu
baslaticisidir. Bu olaylar takiben reaktif serbest radikal Uretimi karacigerde
antioksidan savunmalari asar ve bu hiicre membranlarinin oksidatif yikimi

ve ciddi doku hasari ile sonuclanir.'?®



Karbon tetraklorir karacigerde hidropik dejenerasyon,
yaglanma ile hepatoselliler zon 3 nekrozuda yapmaktadir.”>'* Karaciger
hicreleri lipid tutan protein ve trigliseridlerden lipoprotein yapimini
basaramaz ve hucrelerde lipit birikimi olur. Peroksit radikallerden yeni
radikaller meydana geldigi icin bu reaksiyon otokatalikiktir. Bdylece
lipidlerin dekompozisyonu nedeniyle ER un yapi ve fonksiyonun da hizl
bir yikim baglar. Endoplazmik retikulum zedelenmesini mitokondri
zedelenmesi izler. Plazma membran gecirgenliginin artisina bagh olarak
hiicrede ilerleyici sisme ve bunu takiben hicre iginde kalsiyum birikimi ve

hiicre oluma olur.™

Karbon tetraklorir ile deneysel olarak olusturulan
intoksikasyondan ve sirozdan pekg¢ok organ (karaciger, dalak, pankreas,
timus, lenf digumleri, akcigerler, kalp) ile sistem dogrudan veya dolayh bir
sekilde etkilenmektedir. '®'"18

Deneysel amagl kullanilan CCl; ‘Gn bébrek tzerindeki etkisi
serbest radikal reaksiyonlariyla direkt olabildigi gibi dolayll da
olabilmektedir. CCIs/Un karacigerde vyaptigi siroza bagli sistemik
hemodinamik degisiklikler bébredi de etkilemektedir. Bdylece sirotik
bobrek ve hepatorenal sendrom gibi boébrek patolojileri ve bdbrek
yetmezligi meydana gelmektedir. Sirozun bitln tirlerinde bébrek ici kan
dolasiminda olan degisiklikler hepatorenal sendrom icin yatkinlik saglar.

Karaciger fonksiyonlari diizeldiginde geri donebilir.'®?°

2.2.0ksidatif Stres —Bobrek iligkisi

Kronik bdbrek yetmezligi siklikla oksidatif stres ile iligkilidir.
Artmis oksidatif durum ve azalmis antioksidan sistem kronik bébrek
yetmezlikli hastalardaki Uremik kronik komplikasyonlarin sikliginin

artmasina neden olmaktadir. Oksidatif stresin siddetinin



degerlendiriimesinde  c¢esitli  parametreler  kullaniimaktadir.  Lipit
peroksidasyonunun bir gdstergesi olan malondialdehid (MDA) siklikla
kullanilan bir parametredir.® Bununla birlikte eritrositlerdeki antioksidan
olarak bilinen enzimler glutatyon peroksidaz (GSH-Px), superoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz'i'n (CAT) da Uremik hastalarda azaldigi
gosterilmistir.2"#%%3

Karbon tetrakloririin bébrek yapisi ve fonksiyonu Uzerinde
etkisinin arastirilmasi amaciyla deneysel amacgli CCls kullanilarak siroz
olusturulan ratlarda siroza bagli olarak hem bébrek yapisinda degisiklikler
(glomerul ve mezensgial hipersellilerite ve kapiller duvarda kalinlagma),
hem de bdbrek fonksiyonlarinda degisiklikler (glomerul filtrasyon hizinda
azalma plazma renin konsantrasyonu ve aktivasyonunda azalma)

saptanmistir. 2%

Urettigi serbest radikal reaksiyonlariyla iyi bir hepatotoksik
ajan olarak karaciger bozukluklarina neden olan CCls, ayni zamanda
oksidatif stresin sonucu olarak akut ve kronik bdbrek yetmezligine de
neden olur. Bununla ilgili olarak bdbrek homojenat dokusunda yapilan
calismalarda SOD,CAT ve GSH-Px enzim seviyelerinde anlamli disis

saptanmistir.?®

CCl, verilmis ratlarin bébrek dokularinda yapilan bagka bir
calismada histolojik olarak renal korteksde glomeruler ve tubuler
degisikliklere neden olurken homojenatlarinda yapilan ¢alismalarda SOD
ve katalaz dizeylerinde anlamh artis olurken GSH-Px aktivitesi dusik

olarak bulunmustur.?’

Deneysel olarak CCls verilen ratlarda yapilan kontrolll
calismalarda farkl sonuclar elde edilmistir. SOD, katalaz, GST, GSH-Px
duzeylerinin hepsinde kontrol grubuna goére anlamh dists gorilen

calismalar da vardir.?®



CCls ‘Un bdbrek dokusu Uzerindeki etkileri histolojik olarak
da gosterilmistir. Renal korteks ve kortiko-meduller ara bélgede glomeruler
ve tubuler dejenerasyon, intertitsiel mononikleer hicre infiltrasyonu, tubul
cevresinde vaskuler konjesyon, intertitsiel hemoroji gibi bulgular

g6zlemlenirken medullar bélgede etkilenim sinirhdir.?®

Deneysel amagli kullanilan CCls'Gin bébrek tzerindeki etkisi
direkt olabildigi gibi dolayl da olabilmektedir. CCl4 ‘Gn karacigerde yaptigi
siroza bagl sistemik hemodinamik degisiklikler bébregi de etkilemektedir.
Boylece sirotik bobrek ve hepatorenal sendrom gibi bdbrek patolojileri ve

bdbrek yetmezligi meydana gelmektedir.

Karbon tetraklorirdn insanlarda cizdigi klinik tabloda
karaciger hasarinin hig olmamasi veya ¢ok az olmasi halinde bile akut
bdbrek yetmezligi en baskin klinik etkisini olusturmaktadir. Bdbrek
yetmezligi, karbon tetrakloriiriin insanlarda yarattigi toksisite tablosunda
en 6nemli 6lum nedenini olusturmaktadir. Karbon tetraklorir'iin bébrek
Uzerindeki etkileri albumintri, akut bdbrek yetmezligi ve crush

sendromudur.®

2. 3. Bobrek Anatomisi, Histolojisi ve Fizyopatolojisi

Bdbrekler viicudun homeostatik mekanizmalarinda temel rol
oynar. Baglica gbrevleri arasinda kani filtre ederek metabolizmanin son
drunlerini idrar seklinde disari atmak gelir. Hicre digi sividaki iyonlarin
(sodyum potasyum, hidrojen, fosfat vb.) konsantrasyonlarini dizenler.
Boébrekler retroperitenoal organlardir. Erkeklerde 150 gr, kadinlarda 135 gr
agirhgindadir. Bobrek, icinden sinirlerin, damarlarin, Ureterlerin gectigi

karakteristik bir yapiya sahiptir. '



Bobrekler arka abdominal bdlgede yerlesmislerdir ve Ureter
adi verilen bir tip araciligi ile idrarin depolandigi mesaneye baglanirlar.
Ureterin iglevi bébreklerde olusan idrarin mesaneye drenajini saglamaktir.
Mesane ise diz kaslardan olugsan yapisi ile igindeki siviyr gerektiginde

kolaylikla disar atar. *2

Cortex renalis

Medulla renalis Papilla renalis

Columna renalis

Capsula fibrosa

. .
Calices renales minores Pyramis renalis

| S 5 i v
Ureter -—"”f_

Sekil 1: Bébregin Yapisi *

Bobrek korteks ve medulladan olugur. Meduller yapi
tabanlari korteksde yer alan ug¢ kisimlari papilla adini alan ve b&bregin
kaliksleri icine uzanan koni seklindeki olusumlari (piramitleri) olusturur.
Bdbrek piramitlerinin sayisi 10 ile 15 arasinda degisir. Her bir kaliks
minére 1-3 papilla acilir. Bir piramit ve onu kusatan korteks parcasina
birlikte bir bdbrek lobu denir. Buna gére bir bdbrekte piramit sayisi kadar
bbébrek lobu vardir. Her bir bdbrek parankimi bag dokusuyla birbirine bagl
nefronlardan olugsmustur. Nefronlardan gelen idrar pelviste toplanarak
ureteropelvik noktada ureter igine akar. Ureterler her bir bébrekte olugan

idrari mesaneye tasiyip orda depolanmasini saglar.>***



2.3.1 Nefronlar

Bdbregin islevsel Unitesini olusturup her bir bébrek icinde
yaklasik 1 ile 4 milyon nefron bulunmaktadir. Her bir nefronda, glomerul
(b6brek cisimcigi de denen kapiller yumak), proksimal tabdl, henle
kulpu,distal tibdl ve toplayici kanal bulunur. Glomeruller 6zellegsmis bir
kilcal damar agindan olugsmustur. Her bdébrek cisimciginin (Malpighi
cisimcigi, renal corpuscle) capi yaklagik 200 mikrondur ve kapiller bir
yumak olan glomeriilden (glomerulus) olusmustur.*’

Glomeril Proksimal tabllis Distal tabdlos
( Bowman kapsull

Afferent aneriyol

Y Toplayict
Korteks Efferent arteriyol r l kanal
|
PeritObiiler I N P
kapillerler | | N
f | —
( J A
Venul | Arkuat ven
v l
I'
|
Medulla = ‘ } |
Vaza rekta | S
= | )|
| | [}
I|II\ | fI
L \ |

Henle kulpu  Toplayici kanal
Sekil 2. Nefron ve kan dolagiminin basitlestirilmis semasi®

Bu yumak Bowman kapsulu olarak adlandirilan iki tabakali
epitel bir kapsulle sariimig durumdadir. Kapsulun i¢ tabakasi (visseral
tabaka) glomerulusun kapillerlerini 6rter (Sekil 3). Dis tabaka renal
cisimcigin en distaki sinirini olusturur ve Bowman kapsualinin parietal
tabakasi adini alir. Bowman kapsuli proksimal kiviimh tabdlun
baslangicini olusturur. Proksimal tibul nefronun metabolik olarak en aktif
bSlumu olup, 6nce henlenin asagi inen ince kulpuna bosalir ve yukari
dogru uzanan ilk ince dal, sonra da yukari dogru cikan kalin ilmegi
olusturur. Yukari dogru cikan ince dalin hicreleri asagl dogru inen

kulptakilere ¢ok benzer, ancak suya gecirgenlikleri ve aktif tasima



yetenekleri acisindan énemli farkhliklari vardir. Henle kulpunun ana gorevi
seruma kiyasla daha hipertonik ve konsantre idrar tretimini saglamaktadir.
Distal tabdl yukari dogru ¢ikan henle kulbunu toplayici tibdlle birlestirir.
Sodyum, potasyum, klorir ve hidrojen iyon atilimi ve geri emiliminde gérev

alir.

Afferent
4 arteriole

Efferent
artericle ===

Mesangial cell

Bosement membrane

Podocytes
Endothelium

—— Epithelium

Proximal tubule

— Basement membrane

[~~———— Fenestrated endothelium -
[~————— Foot process of padocyte
[———— Slit membrane

'
Urinary spoce 40 x 1404 g

Sekil 3: Glomeruliin hiicresel yapis1.*®

Henle’'nin yukari dogru c¢ikan kulpunun kendi nefronunun
Bowman kapsulinin ¢ok yakinindan gectigi yerde tubul hicreleri ve
afferent arteriyol bdlgesel 6zellesme go6sterir. Tubll makula densa’yi
olusturur, arteriyoler hicreler renin iceren granullerle doludur. Bu bdlge
Juktaglomerular Aparat(JGA) olarak adlandirilir. JGA dolagimdaki damar
ici kan hacmini ve sodyum konsantrasyonunu diizenleyerek sistemik kan

basincinin stirdirtiimesinde énemli rol oynar.*’
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2.3.2.Bobredin Histofizyolojisi

Bobrek; filtrasyon, aktif emilim, pasif emilim ve salgilama
islevlerini kapsayan karmasik bir dizi igslem aracihgi ile i¢ ortamin kimyasal
bilesimini duzenler. Filtrasyon iglemi, kan plazmasi ultrafiltratinin olustugu
glomerilde gergeklesir. Nefronun tubdl kisimlari, 6zellikle de proksimal
kivrimh kanallar bu filtrat icindeki vicut metabolizmasina yararli olan
maddeleri emer, bu sekilde i¢ ortamdaki homeostazin devamini saglar.
Tubdller, ayni zamanda idrarla atilan belli zararli maddeleri, kandan tubdul
[imenine aktarir. Toplayici kanallar, belli kosullarda kan plazmasindan
daha hipertonik olan idrarin derigsimine gére suya gecirgen hale gecer. Bu
yolla organizma suyunu, interselltler sivisini ve osmotik dengesini kontrol

eder.

Iki bébrek dakikada 125 ml filtrat Gretir; bu miktarin 124 ml'si
emilir ve yalniz 1 ml'si idrar olarak kalikslere salinir. Her 24 saatte

ortalama 1500 ml idrar olusmaktadir.*®’

Filtrasyon erigskin bir kiside her iki bdbrege gelen kan
dakikada 1.2 ile 1.3 L'yi bulur. Bu durum vicutta dolagan bitliin kanin her
4-5 dakikada bir bdbrekten gegmesi anlamini tasir. Glomerdl filtratinin
kimyasal bilesimi kan plazmasina benzer ancak makromolekuller glomertil
duvarini gegcemedigi icin hemen hi¢ protein icermez. Glomerdl filtratina
gecebilen en bilyuk proteinin molekdl agdirhgr 70.000 civarindadir ve
filtratta az miktarda albumin gérular. 4041

Proksimal Kivrimli Tubulus: Bdébrek cisimciginde olusan
glomeriler filtrat, absorbsiyon ve ekskresyonun basladigi yer olan
proksimal kivrimli tubulusa gecer. Farkli maddelerin emildigi boélgeleri tam
olarak ayirdetmek muimkindir. Proksimal kivrimli tubulus glukoz ve
aminoasidlerin timunu, suyun ve sodyum kloridin %85'ini emer. Glukoz,

amino asidler ve sodyum, proksimal tubul htcrelerinin bazolateral
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membranlarl Uzerinde bulunan Na'/K'ATPaz etkinligine bagl olarak

emilirler. Su ise ozmotik gradyani izleyerek pasif olarak emilir.

Filtratta az miktarda bulunan proteinin emilimi pinositozla
gerceklestirilir. Proteinler lizozomlar tarafindan sindirilir ve aminoasidler

burada bulunan hiicreler tarafindan yeniden kullanilir.®’

Henle Kulpu: Henle kulpu su tutma igleminde rol oynar,
bdbreklerinde bu tir yapilar bulunan hayvanlar hipertonik idrar Uretebilir ve

vicut suyunu koruyabilirler.

Henle kulpunun inen ince kisminin suya gegirgen olmasina
karsin ¢ikan bélimun tima suya gecirgen degildir. Cikan kalin kolda klor
aktif olarak tubulden disari atilir, sodyum ise pasif olarak kloru izler. Bu
sekilde idrarin konsantre hale gelmesi icin gereken gradyan saglanmis

olur.”’

Distal Kivrimlhi Tubulus: Aldosteron konsantrasyonu
yeterince ylksek oldugunda distal kivrimli tubulusda sodyumun emildigi,
potasyum iyonlarinin digari verildigi bir iyon degisim bdlgesi bulunur.
Burasi vicuttaki total su ve tuzlar kontrol eden dizenegin bulundugu
bdlgedir. Distal tubll ayni zamanda tubildeki idrara hidrojen ve amonyum
iyonlarini salar. Bu etkinlik kandaki asid-baz dengesinin korunmasinda ¢ok

dnemlidir. 7

Toplayici Kanallar: Toplayici kanallarin  epiteli arka
hipofizden salgilanan antiditretik hormona (ADH) duyarhdir. Su alimi
azaldiginda, ADH salgilanir ve toplayici kanallarin epiteli suya gecirgen
hale geger. Ortamda ADH bulundugunda I[imen membranindaki membran
ici partikiller suyun emildigi kanallari olusturacak bigcimde c¢okme

gosterebilir.>*4°
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2. 3.3 Bobrek islevinin Degerlendiriimesi

Bdbregin 3 temel iglevi vardir:

e Metabolizma sirasinda olugsan veya dogrudan vicuda alinan toksik
maddelerin itrahi.
e Vicut sivi dengesinin dizenlenmesi

e Hormonlarin Gretimi

Bobreklerde akut veya kronik yetmezlik s6éz konusu
oldugunda vicutta nitrojen metabolizmasinin son urtnleri birikir ve non-
protein nitrojenlerin dizeyi yukselir. Bu da kan Ure-nitrojen (BUN) ve
serum kreatinin dizeylerinde yukselmeye neden olur. Nitrojen trlnlerinin
birikimi sonucu ‘azotemi’ geligir. Bu durum ise bd&breklerin metabolizma
artiklarini atabilme yeteneklerini kaybettigi ‘Gremi’ ile sonuglanir. Bébrekler
vucut sivisinin tonisite, hacim, asid-baz dengesi ve kimyasal bilesiminin
dizenlenmesinden sorumludur. Hicredeki metabolik iglevlerin maksimum
etkinlikte gerceklesebilmesi i¢in hiicre i¢i sivi bilesiminin dar bir aralikta
tutulmasi gereklidir. Intraseliler sivi hlcreyi c¢evreleyen ekstraselller

sivinin bilesiminden blyik oranda etkilenir.

Ekstraselller sivi icerigi ise, solunum sistemi ve bdbrekler
tarafindan duzenlenir. Akcigerler, parsiyel basinglari ve asid-baz
sisteminin  solunumsal  komponentini  olusturan  kan gazlarinin
konsantrasyonlarini denetlerken, bébrekler ugucu olmayan maddelerin
konsantrasyonlarini belirler. Bu ylizden organizmanin su dengesi, elektrolit
konsantrasyonlari ve asid -baz dengesi, bdbrek iglevinin saglikli bir sekilde
gerceklesip gerceklesmedigini ve bu iglevdeki olasi bozukluklari yansitmak

acisindan 6nem tasir.*?

Bobrekler ayni zamanda 1,25-(OH), kolekalsiferol (D3 vit.)

olusumu ve eritropoetin sentezi gibi endokrin fonksiyonlardan sorumludur.
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Kalsiyum ve fosfor diizeylerindeki veya eritrosit kitlesindeki anormallikler
bdébreklerle ilgili bozukluklari yansitir. Bir maddenin klirensi GFH’na paralel
ise filtrasyondaki bir azalmaya baglh olarak bu maddenin serum
konsantrasyonunun artmasi beklenir. Normal kosullarda uretim hizinin
gbreceli olarak sabit oldugu varsayillirsa s6z konusu maddenin
dolasimdaki miktarinin saptanmasi GFH’ni belirlemede yararli olabilir. Bu
nedenle, bdbrek yetmezligi durumlarinda kan kreatinin ve Ure dlzeyi
olgtimlerine sikca basvurulur. 4243

Ure protein metabolizmasinin baglica son Urinudur ve
vucuttan atilan nitrojenin yaklasik % 80’ini olusturur. Bdbreklerde
filtrasyonun yanisira geri emilime de ugramasi ve Uretiminin disaridan
alinan miktar, katabolizma ve gastrointestinal sistemden protein kaybi gibi
nedenlere bagli olarak degisebilmesi nedeniyle ure klirensi bdbrek
fonksiyonunu degerlendirmede guvenilir bir yéntem olarak kabul edilmez.
Ure'nin metabolizmasinda ve bdbreklerdeki tutulumunda olusabilecek
degisiklikler kan Ure azotu konsantrasyonunun (BUN) her zaman igin renal
parankimal fonksiyonla uyumlu olmamasi sonucunu dogurur. Ayrica, kan
Ure dizeyi prerenal (asir Uretim, azalmis bébrek kan akimi), renal
(parankimal boébrek hasarl)) veya postrenal (genitolriner sistem
obstriiksiyonu) nedenlere bagli olarak degisebilir. Dolasimdaki Ure
duzeylerinin asirn Uretime bagli olarak yiUkseldigi durumlarda BUN 40
mg/dl’ yi nadiren geger. Bunun Uzerindeki BUN duzeyleri ise renal hasar,
idrar yollarinda tikaniklik veya bébrek kan akiminda azalma gibi nedenleri

dusundarar. 42
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2.4. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

2.4.1.0Oksidatif Stres

Oksijene gereksinimi olan tim canl sistemlerde oksidatif
stres dogal olarak olusmaktadir. Bu stresi ortadan kaldirmaya ydnelik
antioksidan savunma sistemleri de olugmaktadir. Bu iki olusum arasinda
bir denge vardir ve bu durum “Oksidatif Denge” olarak adlandirilir.
Oksidatif denge saglandigi slirece organizma serbest radikallerin olumsuz
etkilerinden etkilenmemektedir. Oksidatif stresin dolayisiyla serbest
radikallerin olusum hizinda artma veya antioksidan sistemin bu olusumu
ortadan kaldirma hizinda disme oldugunda denge bozularak oksidatif
hasar meydana gelmektedir.**4°4647

Oksidatif stres insandaki bircok patolojik durumun meydana
gelmesinde, ilerlemesinde ve komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinda 6énemli
yere sahiptir. Bu konuyla ilgili yapilan caligmalar ¢ogunlukla oksijenin
indirgenmesiyle olusan serbest radikallerin organizmadaki biyolojik ve
kimyasal Ozelliklerine aittir.  Oksijen, serbest radikallerin ana
kaynaklarindan birisi olup genel goérus, serbest radikallerin oksidan

6zelliginin yapisindaki oksijenden kaynaklandigi yoniindedir.*®

Gercekte oksijen radikallerinin Uretimi normal biyolojik
fonksiyonlarin ayrilmaz bir parcasidir.*® Serbest radikaller her zaman
oksidan aktivite gdstermez ve sadece oksidatif stresten sorumlu
degildirler. Serbest radikaller ve oksidasyon organizmada birgok
biyokimyasal reaksiyon ve hicre iletim sisteminde rol almaktadirlar.*
Bazal kosularda tim aerobik hicrelerde solunum, fagositoz, arasidonik
asit metabolizmasi gibi reaksiyonlarda bir miktar serbest oksijen radikali
olugsur ve bunlar saglikh bir organizmada antioksidan savunma
mekanizmalar tarafindan hizla ortadan kaldirilir.*®  Serbest radikaller

dretim hizlarina, aktivitelerine ve savunma sistemine bagh olarak oksidatif
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stres olustururlar. Serbest radikallerin fazla Uretilmesi birtakim enzimlerin
(oksidazlar, hem iceren proteinazlar, metaloproteinazlar) hicre disina
clkmasi, demir, bakir gibi bazi maddelerin serbest radikallerle kompleks
yapmasl ve savunma sistemindeki bozukluklar oksidatif stresin artmasina
neden olurlar.®® Guiniimiizde oksidatif stres ile birgok 6nemli hastaligin
patogenezi acgiklanmaya calisiimaktadir. Oksidatif stres kardiyovaskuler
hastaliklar, kanser ve yaslanmayla birlikte olan dejeneratif hastaliklarin

patogenezinde etkilidir.

Oksidatif stres, tim hicrelerde yapisal ve fonksiyonel
degisiklikler olusturarak hasara neden olabilir. Oksidatif stresin hiicredeki
baslica bilinen hedefleri ¢oklu doymamis yadlar, sekerler, proteinler ve
nikleik asittir. Oksidatif stres, iyon dengesi hiicre redoks sistemini, hicre
ici haberlesmeyi ve gen transkripsiyonunu etkiler, sonu¢ olarak, hicre

déngustini etkileyerek hiicrenin &limiine neden olur.”’

2.4.2. Serbest Radikaller

Serbest radikal, orbitalinde bir veya birden fazla eslesmemis
elektron bulunduran atom veya atom gruplaridir.’*®® Bu eslesmemis
elektron, serbest radikali karasiz bir konuma getirir. Serbest radikalin
kararli, stabil bir yapiyi tekrar kazanabilmesi icin elektronunu bir baska
elektronla eglestirmesi gerektiginden bu durum serbest radikale kimyasal
olarak buyiuk bir aktivite kazandirir.>*°°

insanlar aerobik metabolizmaya sahip olduklari icin hayatlari
boyunca serbest radikal Ureticisi konumundadirlar. Birgok sistem ve
metabolizma Uzerine etkili olan serbest radikaller, normal metabolik olaylar
sirasinda ortaya c¢ikabildikleri gibi ¢cok cesitli dis etkenlere bagh olarak da

olusabilirler.'®°%57
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Serbest radikallerin olusumunda l¢ temel mekanizma rol

oynar:*®
1) Kovalent baglarin homolitik kirlimasi:

Yuksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yuksek sicaklik,
kimyasal baglarin kirilmasina neden olarak kirilma sirasinda bag
yapisindaki iki elektronun her biri ayri ayri atomlar Gzerinde kalir ve her ikKi
atom Uzerinde paylasiimamis elektron kalir bdylece iki adet serbest radikal

olusur.
X:Y— X +Y"

2) Normal bir molekulin elektron kaybetmesi veya heterolitik

boélinmesi:

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekilden elektron kaybi
sirasinda dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu
olusur. Askorbik asit, glutatyon (GSH) ve tokoferoller gibi hicresel
antioksidanlar radikal tarlere tek elektron verip radikalleri indirgerken
kendilerinin radikal formlari olusur. Bu tipteki bdlinmede kovalent bagi
olusturan her iki elektron atomlarin birinde kalir ve serbest radikal dedgil

iyonlar meydana gelir.
X:Y— X:"+Y"7
3) Normal bir molekule elektron transferi:

Radikal 6zelligi tagimayan bir molekiile tek elektron transferi
ile dig orbitalinde paylasiimamis elektron olusuyorsa bu tir indirgenme
radikal olusumuna sebep olabilir. Molekiler oksijenin tek elektron ile

indirgenmesi radikal formu olan superoksidin olusumuna neden olur.

X+e —» X~
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Biyolojik sistemlerde serbest radikaller daha c¢ok elektron
transferi sonucu 6zellikle de oksijenin indirgenmesi ile olusur. Serbest
radikaller pozitif yukli, negatif yukli veya elektriksel olarak nétral, organik
veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu *2, Fe *3, Mn*2, Mo™*® gibi

bazi gecis metalleri de serbest radikal olusumunda énemli rol oynarlar.>®

2.4.2.1 Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikallerin kaynaklari ile ilgili olarak eksojen ve

endojen kaynaklar olmak Gzere iki kaynak 6ne surtlmektedir.

Ekzojen kaynaklar: Hava kirleticiler, dogdal zararli gazlar
(ozon, oksijen ve hiperbarik oksijenin yiksek konsantrasyonlari), iyonize

ve non-iyonize radyasyon, ilacglar, alkol, patojenik bakteri ve virtislerdir.®°

Endojen kaynaklar ise, mitokondriyal elektron transport
sistemi, endoplazmik retikulum, arasidonik asit metabolizmasi, redoks
déngusl, fagositik hicreler (monosit ve makrofajlar, nétrofil, eozinofil) ve
endotelyal hicreler gibi hicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin
oksidaz, NADPH oksidaz, indolamin dioksijenaz, triptofan dioksijenaz,
galaktoz oksidaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz, monoamin oksidaz gibi

oksidan enzimler ve otooksidasyon reaksiyonlaridir'? (Sekil 4).

Organizmanin yapisinda bulunan proteinler, serbest amino
asitler, DNA, lipidler ve nukleik asitler gibi makro molekuller bu sistemler
tarafindan Uretilen reaktif oksijen turlerinin etkilerine maruz kaldiklarinda
hasara ugramaktadirlar.®’ Oksidatif hasar olusturan tiirler (reaktif oksijen
turleri, nitrojen ve Kklorin tdrleri) metabolizma Grdnleri, fizyolojik
mediyatdrler ve sinyal molekdilleri olarak ortaya cikabilirler. Serbest
radikaller kalsiyum metabolizmasina etki ederek hicre ic¢i kalsiyumun

kontrolsiiz yukselmesine, dolayisiyla hicrenin zarar gérmesine ya da
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6lmesine neden olmaktadirlar.®?> Aerobik organizmalarda O, esansiyel bir
molekul ve ayni zamanda oksidan bir ajandir. Normal kosullar altinda
molekuler oksijenin ¢ogu sitokrom sistemi gibi hiucre igi sistemler iginde
tetravalan reduksiyona ugramaktadir. Fizyolojik kosullarda O2'nin %98'i
mitokondride bulunan sitokrom oksidaz tarafindan indirgenmekte ve 4

elektron alarak suya donismektedir.
O,+4 H" + 4e—  » 2H,0

Bununla birlikte %1-2 oraninda bu yoldan sizan oksijenin
biyolojik yapilarda univalan rediksiyonu sonucu serbest oksijen radikalleri
olarak adlandirilan bir c¢ok reakif drin ortaya c¢ikar. Aerobik
organizmalarda radikaller daha c¢ok oksijen radikalleri seklinde

bulunmaktadir.®®

Vicutta dretilen radikaller her zaman tehlikeli ve zararli
maddeler olarak degerlendiriimemelidir. Zararli etkilerinin yaninda vicut
icin gerekli bir gok fonksiyonun gerceklestirimesinde 6nemli rol oynarlar.®
Steroid yapidaki ¢ok sayida bilesigin Uretimi, eikozanoidler gibi biyolojik
aktif molekllerin sentezi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ¢ok sayida
oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin etkileri ve sitotoksik etkilere sahip
hicrelerin fonksiyonlari icin serbest radikal yapimi olmazsa olmaz bir
kosuldur.?® Serbest radikallerin en iyi bilinen zararl etkileri hiicre
membrani, yag asitleri ve lipoproteinlere saldirarak lipid peroksidasyonu
olarak  bilinen  bir  zincir reaksiyonunu baslatmalandir. Lipid
peroksidasyonunun urunleri ileri asamalarda membran proteinlerinde de
hasara yol acarak yapisal ve fonksiyonel bozukluklarin ortaya ¢ikmasina

neden olurlar.®

2.4.2.2. Serbest Radikal Turevleri

Reaktif oksijen tdrlerinin (ROT) ve reaktif nitrojen tdrlerinin

(RNT) olusumu icin oksijen gereklidir. Serbest oksijen radikallerine
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stiperoksit (O2’), hidroksil radikali (OH"), alkoksil radikali (RO"), peroksil
radikali (ROQ") ve hidroperoksil radikali (OOH") érnek verilebilir.

Nitrik oksit (NO’) ve nitrojen dioksit (NO2") radikalleri de RNT’
yi olusturur. Oksijen ve nitrojen serbest radikalleri, hidrojen peroksit
(H202), peroksinitrit (ONOO"), hipokloroz asit (HOCI), hipobroméz asit
(HOBF) gibi diger reaktiflere de dénusebilirler.

0, Arginine
NE?:%I;; ')'P Xanthine NADPH + H*
2 P-450 .
Mitochondrial ETS / LU BH,[ NO Synthase
. H,0, IR Oxidase ‘/\)
(I:I:ﬁ%) Uricacid  Cit NADP*
i
o NADPH Oxidase -, 0‘ - NO Synthase \J
2 /N ey ArgorBH,¥ ™2 ‘NO <— NO donors
NADPH + H*  NADP*
HoCI <7'“P°f Hzoz\ bQ
2+
H,0 H*+Cl Fe*  Oxidized ONOO:
Cu* VitC  VitC
0,+0H v / ‘NO Gly + CH,0
ONOOH LH’ 'OH <« e H,0, e Sarcosine
‘OH + NO,

H LOH Acetyl CoA Oxidase
Autoxi- >0,

Uric Acid Oxidase
LOOH—>L0e  dation D-AA Oxidase
Monamines 0,+H.,0
0,+H,0 & 2

Hemoglobin

Sekil 4: Memeli hiicrelerinde reaktif (oksijen ve nitrojen) tiirlerin meydana gelis
yollar.™ (IR:iyonize radyasyon, Sit:Sitriillin, D-AA:D-Amino asit,
BH4:Tetrahidrobiopterin, Gly:Glisin, L’:Lipit radikali, SOD:Siiperoksit dismutaz,
MPO: Myeloperoksidaz)
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2.4.2.2.1. Superoksit Radikali (O,")

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle kararsiz bir yapi
olan superoksit radikal anyonu meydana gelir. Kendisi direk olarak
nikleofilik atak yapmasi yani sira hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve
gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olarak davranis sergilemesi énemli

reaksiyonlarindandir.
O,+e ——» 0Oy~

Mitokondriyal elektron transport zinciri sirasinda Ogz'nin
otooksidasyonu sonucu olusur. Stperoksit radikali O, varliginda ksantin
oksidaz’in ksantini veya hipoksantini indirgemesiyle, NADPH’nin NADPH
oksidaz ile oksidasyonuyla, mitokondriyal elektron transport sistemi ile
NADH; ve FADH2'nin NAD ve FAD’ ye dénisimi sirasinda, O2'nin iyonize
radyasyonla, sit Psso ile ve arginin veya tetrahidrobiopterin eksikliginde
nitrik oksit sentazla indirgenmesiyle O|U§UI’.58’59 Makrofajlar ve polimorf
naveli 16kositler tarafindan gerceklestirilen fagositoz sirasinda O, tiketimi
artar ve bu durumda plazma membraninda bulunan NADPH oksidaz

tarafindan O, olusumu tetiklenir.
20,+ NADPH —— NADP +2 O, + H"

O, in kimyasal davranigl hangi ortamda ¢6ézindugine gére
degismektedir. Suda ¢ok reaktif degildir. Bazen bir elektron alarak, okside

edici ajan olarak davranabilir. Ornegin askorbik asidi okside etmektedir.®
Askorbik Asit + Oy ——» Askorbik asit radikali+ H20-

Organik ¢ozlculerde daha reaktif ve tehlikelidir. Biyolojik

membranlarda olustugunda olduk¢a fazla hasar meydana getirmektedir.
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O, cesitli organik ya da inorganik bilesiklerle de reaksiyona
girebilir. Nitrik oksit ile reaksiyona girebilir. Nitrik asit ile reaksiyona girip

peroksinitriti olusturmasi énemlidir.®®

2.4.2.2.2. Hidroksil Radikali (OH")

Yarilanma 6mri kisa ve gucli bir serbest radikal olan
hidroksil radikali tim biyolojik substratlarla reaksiyona girebilme 6zelligine
sahiptir. Toksik OH" olusumunda demir, bakir gibi bazi metal iyonlari da
rol oynar. Asil olarak Fe*? molekilunin de katildigi Fenton reaksiyonu ile
olusur.’” Fe*®iin O, ile indirgenmesi sonucu olusan Fe*?, H,0, ile
reaksiyona girerek OH" radikalini meydana getirir. Bu reaksiyon 'Fenton

Reaksiyonu’ olarak adlandirilir.
Fe™+ 0" —» Fe™?+ 0,
Fe'?+H,0, ——» Fe™+OH +OH

Ayrica demirin katalizledigi Haber-Weiss reaksiyonuyla da
OH’ olugsmaktadir.™

Fe*?

0" +H,O,— 5 O, +0OH "+ OH°

Fe*?

HO,+OH — 3 H,O+ 0O, + H*

lyonize radyasyon etkisi ile de OH" olusur.™
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IR

H, O, — H + OH"

Aciga cikan hidroksil radikali protein ve lipidler arasi ¢apraz
baglar olusturarak, proton c¢ikararak ve elektron transferi yaparak canl

sistemlerde 6nemli hasar olusturabilmektedir.

2.4.2.2.3. Hidrojen Peroksit (H,O,)

Molekuler oksijenin iki elektron alarak indirgenmesi veya
Superoksit radikalinin yapisina bir elektron katilmasiyla peroksit molekalu
olusup bu da 2 hidrojen atomuyla birleserek Hidrojen Peroksit molekilini
meydana getirmektedir. Biyolojik sistemlerde daha sik olarak iki superoksit

molekild, iki protonla birleserek hidrojen peroksit ve oksijen oIU§turur.52
Oy +2e +2H" — Hy,0;
Oy +e +2H" —— Hy,0;
02"+ 0"+ 2H"— 2% H,0, + O

H,O, bir serbest radikal olmamasina karsin yiksiuz bir
molekll oldugundan membranlardan hicre icerisine kolaylikla girebilen
uzun dmarla bir molekulddr. Oz'den iki elektronun (sit p450, yag-acil KoA
oksidaz, asetil KoA oksidaz, Urik asit oksidaz, a-hidroksiasit oksidaz veya
D-amino asit oksidaz ile) reduksiyonu ile H;O» olusabilir. Ayrica
monoaminler  (dopamin, epinefrin,  norepinefrin),  hemoglobinin
otooksidasyonu ve glisin sentezinde de H,O olugur.68 Peroksizomlar fazla
miktarda oksidaz icerdiklerinden hicresel H,O, icin potansiyel kaynaktir.
H.O, 6zellikle Fe ve Cu gibi gecis metal iyonlarinin varlhiginda kolaylikla
yikilarak ve Superoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici

radikal olan OH" olusur.™
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2.4.2.2.4. Hipokloréz Asit (HOCI)

Notrofiller, sitoplazmada bulunan myeloperoksidaz (MPO)
enziminin katalizledigi reaksiyonla gugli oksidatif bir yapi olan hipokloridi

olustururlar.®

MPO
HO,+Cl"— , HOCI+OH"

2.4.2.2.5. Singlet oksijen ('0,)

Yapisinda ortaklanmamis elektron bulundurmamasi sebebiyle
serbest oksijen radikali olmayip reaktif oksijen turleri grubunda yer alan bir
molekuldir. Singlet oksijen serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina
neden olmasi agisindan 6nem tasimaktadir. DNA, proteinler ve lipitlerle

reaksiyona girebilir.”®"’

Molekiler oksijen elektronlarinin digardan enerji almasi
sonucu kendi dénis yéninin ters yénindeki farkli bir yériingeye gegmesi
ile olusabilecegi gibi, O,  radikalinin dismutasyonu ve MPO’nun

katalizledigi H,O2'nin HOCI ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir.”

2.4.2.2.6. Perhidroksil radikali (OOH")

O," radikali asidik ortamda daha reaktif olup protonlanarak

kendisinden daha kuvvetli bir oksidan olan OOH" radikalini olusturur. *?

J pH

Oy +H" OOH’

v
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2.4.2.2.7. Peroksil radikali (ROQO")

R’radikalleri hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek
ROO"yi olustururlar.>> ROO’, lipid peroksidasyonunu baslatan radikal olup

¢ok uzun dmarladar.
R"+0, ——» ROO’

2.4.2.2.8. Nitrik Oksit

Memeli hiicrelerinde NO baslica Nitrik Oksit Sentaz (NOS)'In
aktivitesi sonucu sentezlenir. NOS, oksijeni kullanarak L-arjinin amino
asitinden sitrilin ve NO’yu olusturur. Bu olay, nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH), flavin mononukleotid (FMN), flavin adenin
dindkleotid (FAD), tetrahidrobiopterin (BH4) ve kofaktdr olarak bir tiyol

donériine ihtiyag duyar.”

NOS
Arginin + O+ NADPH + H* — Sitriilin + NO'+ NADP + H,O

Eslesmemis elektronu nedeniyle bir serbest radikal turG
olarak bazi memeli hicre tiplerince Uretilen NO° damar tonusunun
kontrollinde, platelet agregasyonunda, I6kosit adezyonunda, hicre aracili
immun sitotoksisitesinde, sinaptik gecirgenlikte sinyal molekull olarak

énem tasir. ™

2.4.2.2.9. Peroksinitrit (ONOO -)

Superoksit radikali veya hidrojen peroksitin  NO™ ile

reaksiyona girmesi ile olusur. "

02"+ NO© ——» ONOO”
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H20,+ NO'— ONOO™ + H*

Olusan peroksinitrit radikalinin oksidatif potansiyeli O," ve

H.O_'ye gore daha yuksektir. "

NO’dan tureyen reaktif nitrojen tdrlerinin (RNT) artan
miktarlari organizmada nitrozatif stresi meydana getirir.>’* Nitrozatif stres
ile iskemi, inflamasyon olaylari ve nérotoksisite gibi patolojik olaylarla
baglantili  bulunmustur.® Her iki stresi ortaya cikaran reaktif turler

birbirleriyle etkilesim halindedir. ®7°

2.3.5. Serbest Radikallerle Olusan Lipid Peroksidasyonu

Lipidler reaktif oksijen turlerinin yikici etkilerine en fazla
maruz kalan biyolojik molekdllerdir. Hicre membrani serbest oksijen
radikalleri ile hizla reaksiyona girebilen ¢oklu doymamis yag asitlerinden
oldukga zengindir. Bu yag asitlerinin doymamis baglari serbest radikallerle
reaksiyona girip peroksidasyona neden olur (Sekil 5). Kendi kendini
devam ettiren bu zincir reaksiyonu sayesinde ilerleyen lipid

peroksidasyonu ile geri déniisiimsiiz, membran hasari meydana gelir. %7

PROPAGATION

Fe'?

INITIATION Fa*?
O,
co

LOG LOOH Ea*2

CuttiFe*? + H,0,

* Fatd
LH —H  -OH C
H,0
LG
LH

‘

LH + R-CH,
ALKYL

R-CH, RADICAL H-C-LOOH

ALKANE a
ACID ALDEHYDE

Sekil 5. Metallerin katalizledigi lipid peroksidasyonu ”
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Biyolojik  sistemlerdeki oksidatif stresin  dlcliimesinde

gunimuizde en yaygin metod MDA dlgimudar.

Peroksidasyon sonucu olusan reaktif aldehidler; serbest
radikallere gbére daha stabildirler (sekil 6). Hiucre iginde veya hicreden
disariya cikarak daha uzak boélgelerdeki proteinlerin serbest amino
gruplari, fosfolipidler ve nukleik asitlerle reaksiyona girebilirler. Bunun
sonucunda molekdl i¢i ve molekiller arasi 1-amino-3-imino propen (AlIP)
képrileri kurabilir ve biyolojik molekillerde yapisal modifikasyonlar
olusturabilirler. Ug karbonlu bir ketoaldehit olan MDA, normal metabolik
sartlarda, dnce asetat veya malonata kadar okside olur, daha sonra krebs
siklusu ile CO2’e indirgenerek atilir. Fakat asiri lipit peroksidasyonunda

MDA konsantrasyonu artar ve dokulara hasar verir. "®

R
0 P A Wa
(o] o
OH
Akrolein Malondialdehid 4-Hidroksi -2-alkenal

Sekil 6. Lipit peroksidasyonu ile olusan aldehitler.

2.5. Antioksidan Sistem

Antioksidan molekuller oksidan molekillerin hiicreye hasar
vermesini engellemektedirler. Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakl
olmak Uzere baglica iki ana gruba ayrilabildigi gibi, serbest radikalin
meydana geligini 6nleyenler ve mevcut olanlari etkisiz hale getirenler
seklinde de siniflandirilirlar.?’ Hiicre disinda ve hiicrede farkli organellerde
yerleserek savunma mekanizmasinda rol oynayan antioksidanlar

enzimatik yapida olabilecekleri gibi non-enzimatik yapida da olabilirler. °

Antioksidanlar  genel olarak  asagidaki prensipler

dogrultusunda koruma saglarlar.®’
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Oksijenden tireyen molekillerin olusumunu en az diizeye indirerek,
Radikallerle dogrudan kimyasal yolla temasa gecerek,

Enzim aktivitesi Uzerinden veya dogrudan kimyasal reaksiyonlar
yoluyla,

Reaktif metabolitlerin temizlenmesini veya bu radikallerin daha az
aktif ve toksik olmayan drtinlere dénisumuni saglayarak,

Zayf reaktif tirlerin daha zararl tirlere déntisimu igin gereksinim
duyulan metal iyonlarini baglayarak,

Hedef molekilde olusan hasari onarma yoluyla,

Hasarin ¢ok bilyldk oldugunda, hasara ugramis molekuli

uzaklastirarak.

RSP Glukoz

PC Besinlerin icerdigi

GSH
NADPH + H* NADP*

GSH konjugatlan
s kaynakh
GSH-R Elek'trofilik GSH
ksenobiyo‘tikler

_/
GS-SG = 2GSH =
\

NQ 222 uoa

ic kaynakh
Hgm GSH
— GSNO ADP + Pi
Hem -NO
Hzo + LOH vite: GSH sentaz
i
e f-GIu~CySH
ﬁJi'Ei"na;'n.inTi"rﬁg!a?ﬁi?a'nfﬁ.e?f;' Vit E* N VitE ADP + Pi
Cit. Gly, Tau, His, Karn EH4 . = Glu-
- e =
- Sistein ATP
f SOD \ Glutamat
2H* + 20, —-T> LOOH NH4*
CytC l 0, Catl PO
H,0
O, H0 + 0, Glutamin ?

Sekil 7. Memeli Hiicrelerinde Antioksidan Savunma Sistemleri

28



Antioksidan maddeler oksidan molekillere kargi etkilerini

birkac yolla gosterebilirler %

1) Sdpdrticti _etki gdsterenler: Yeni radikal olusumunu

engelleyerek, meydana gelen radikalleri daha az zararli hale getirirler.
SOD, GSH-Px, ferritin, sertloplazmin ve metallotiyonein gibi metal

baglayici proteinler bu tur etkiye érnektir.

2) Giderici etki gdsterenler: Oksidanlarla etkilesip onlara bir

hidrojen aktararak aktivitelerini inhibe eden bilesiklerdir. B-karoten, vitamin

C ve vitamin E bu tir etkiye érnektir.

3) Zincir kirici etki gésterenler: Zincirleme olarak devam eden

reaksiyonlari belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Bunlara
ornek olarak, bazi vitaminler, mineraller, hemoglobin, Urik asit, bilirubin ve

albimin verilebilir.

4) Onarici etki gbsterenler: Bu grupta DNA tamir enzimleri ve

metiyonin silfoksit rediiktaz érnek gosterilmektedir.

2.5.1.Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, kaynaklarina goére ekzojen ve endojen
antioksidanlar olarak ikiye ayrilir. Ekzojen kaynakl olanlar: Ksantin
oksidaz inhibitdrleri (allopurinol, folik asit vb.) NADPH Oksidaz inhibitorleri
(kalsiyum kanal blokerleri, antienflamatuvar ilaglar vb.), deferroksamin,
serulopllazmin, mannitol, albumin, barbittratlar gibi ilaglar ile vitamin A,

vitamin C, vitamin E’den olusur.

Endojen kaynakli olanlar enzimatik ve enzim olmayanlar

olarak ikiye ayrilir. Enzimatik olmayan antioksidanlar: Hemoglobin, ferritin,
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miyoglobin, Urik asit, bilirubin, laktoferrin, transferrin, melatonin, askorbik

asit, alblmin ve glutatyondan olusur.

Enzim yapisinda olanlar: Siperoksit Dismutaz, Katalaz,
Glutatyon-s-Transferaz, Glutatyon Peroksidaz, Sitokrom Oksidaz gibi
serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan savunmayi

saglamaktadir.3*8413

Enzim olan endojen antioksidanlar

e Slperoksit dismutaz (SOD).

e Glutatyon peroksidaz (GSH-Px).

e Glutatyon S-Transferazlar (GST).

o Katalaz (CAT).

e Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi.

e Hidroperoksidaz.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar

e Melatonin.
e Seruloplazmin.

e Transferrin.

e Miyoglobin.
e Hemoglobin.
e Ferritin.

e Bilirubin.

e Glutatyon.

o Sistein.

e Metiyonin.
e Urat.
e Laktoferrin.

e Alblimin.
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Vitamin yapisinda eksojen antioksidanlar

a-tokoferol (vitamin E)

B-karoten

Askorbik asit (C vitamini)

Folik asit (folat)

Gidalardaki eksojen antioksidanlar
Butylated hydroxytoluene (BHT)
Butylated hydroxyanisole (BHA)
Sodium benzoate.

Ethoxyquin.

Propylgalate

Fe-superoxyde dismutase.
llag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri

NADPH oksidaz inhibitdrleri

Rekombinant stiperoksit dismutaz

Trolox-C

GSH-Px aktivitesini artiran maddeler ve asetilsistein
Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar

Demir redoks déngusu inhibitdrleri

Notrofil adezyon inhibitdrleri.

Sitokinler

Barbittratlar

Demir gelatdrleri.
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2.5.1.1. Glutatyon (GSH)

GSH vicudun birgok hicresinde bulunan ve hicrenin
fonksiyonel proteinlerini oksidan ajanlara karsi koruyan bir tripeptitdir. °
Glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin), organizmada tiyol grubu igerir ve duguk
molekdl agirlikhidir. DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin
dizenlenmesi, hiicre ici ve digi transportlar gibi hiicresel fonksiyonlar
disinda baslica antioksidan olarak hiicre savunmasinda da dnemli roli
vardir.%® GSH’a antioksidan &zelligini sisteinin tiyol grubunun kazandirdig

dustnulmektedir.

Glutatyon distlfid (Okside glutatyon GSSG), GSH'daki
sisteinin tiol grubunun oksidasyonu ile olugsmaktadir. Hicrede bulunan
GSH'In tgte bire yakin miktari disulfid seklinde ve tiol grubu iceren sistein,
koenzim-A gibi bilesikler ile beraber bulunur.®” GSH, DNA sentezinde ve
hasarli DNA pargalarinin onarilmasinda, metabolik fonksiyonlarin yerine
getiriimesinde, zehirli maddelerin inaktif hale dénastirilmesinde
(detoksifikasyon) ve serbest radikallerin olasi hasarlarinin énlenmesinde
gorev yapmaktadir.?8 GSH’ daki en aktif grup tiol grubu olup, oksitlenmesi
ile olusan GSSG antioksidan 6zelligini kaybeder. Tiol grubunun asitligi
GSH’In kendi anyonu (RS") ile sulu c¢ozeltilerde kuvvetli reaksiyon
vermesine neden olur. Reaksiyonun olusma sikligi ortam pH’inin artigi ile

dogru orantihdir.®”

GSH bircok enzimin kofaktérudur (6rnegin HMG CoA
reduktaz). Tiroid hormon sentezinde rol oynar. Bunun disinda
proteinlerdeki —SH gruplarini redikte halde tutar ve bu gruplan
oksidasyona karsi muhafaza eder. Demirin +2 halde tutulmasini saglar.
Hemoglobinin  oksitlenerek methemoglobine dénlismesini engeller.
Boylece, protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller hatta rejenere

olmalarini saglar. Karaciger vicut GSH igeriginin en énemli kaynagini
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olusturmaktadir. Ekstraselliler mesafede ¢ok disik konsantrasyonlarda

bulunur.

GSH, tim memeli hucrelerinde bol miktarda (0.5-10 mM)
sentezlenir. Bu sentez iki basamakta gerceklesir. Birinci basamakta, y-
glutamilsistein sentetaz isimli enzim GSH'in prekirsér amino asidleri olan
glutamat ve sisteinden, y-glutamilsisteinin olusumunu katalizler. Ikinci
basamakta ise, glutatyon sentetaz, glisin ve y-glutamil-sisteinden
glutatyonu olusturur. GSH negatif feed-back ile glutamilsistein olusum
hizini ve bdylelikle kendi sentezini de denetler. Bu sentezde bir molekul
GSH icin 2 molekil ATP'nin hidrolizi gerekir. %

2.5.2. Enzimatik Yapida Olan Antioksidanlar

2.5.2.1. Superoksit Dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1)

SOD superoksit anyonunu hidrojen peroksite c¢eviren bir

metalloenzimdir.

SOD

0" + O +4H" — > 2H,0;

Bu reaksiyon, siperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin
guclu bir baslaticisi oldugundan oksidatif strese karsi en etkin savunma

olarak degerlendirilir.

SOD, gercekte detoksifiye edici bir enzim degildir. Clnki
arind olan HyO, toksik bir ajandir. Ancak bu reaksiyon reaktif oksijen
radikallerinin detoksifikasyonuna giden vyolun ilk basamagidir. ikinci
basamak katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan H2O; ‘in

suya ve molekiler oksijene dontismesini katalizler. ®°
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Memelilerde Ui¢c cesit SOD enzimi bulunmaktadir.™:

1) Sitozolik SOD (Cu-ZnSOD, SOD1): Genellikle sitozolde ve

lizozomal fraksiyonlarda yer alir, fakat mitokondriyal boslukta da

bulunmaktadir. Iki alt birimden olugmaktadir. Kofaktérleri ginko ve bakirdir.

Enzimin aktivitesinden bakir, stabilitesinden ¢inko sorumludur.

2) Mitokondrial SOD (Mn-SOD, SODZ2): Mitokondride

bulunup, tetramerik yapidadir. Kofaktdérii mangandir, pH 7’nin (zerine

ciktiginda aktivitesini kaybeder.®

3) Ekstraselliler SOD (EC-SOD, SOD3): Tetramerik

yapidadir ve ekstraselliler bdlumlere salgilanir. Kofaktérleri ¢inko ve

bakirdir, bazi bakterilerde Fe-SOD da saptanmistir.®?

2.5.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx; EC.1.11.1.9) ve Glutatyon Rediktaz
(GR: EC.1.6.4.2)

GSH-Px lipit peroksitlerini daha az toksik yag asitlerine
indirgerken substrat olarak indirgenmis glutatyonu (GSH) kullanmaktadir.
Ayrica eritrositlerden H>O2'nin temizlenmesinde de yine substrat olarak

GSH’1 kullanarak GSSG ve su olusumunu katalizlemektedir.

GSH-Px
ROOH + 2GSH » ROH + GSSG + H)O

GSH-Px
2GSH + H,O, ——» GSSG + 2H,0

GSH-Px, hicrede H>O2'nin temizlenmesinden sorumlu iki

enzimden biri olup diger enzim ise katalazdir. Glutatyon-GSH-Px sistemi

34



H.O2'nin H,O’ya indirgenmesini katalizlerken organik hidroperoksitleri de

parcalamaktadir.®®

GSH-Px, bir ¢ift H,O, molekuliine etki eden katalazdan farkh
12,94

olarak, tek molekul H>O2'nin ortadan kaldirilmasini saglar.

Genel olarak GSH-Px'in H,O2'e karsi en belirgin savunma
sistemi oldugu dusunulmektedir. Tetramerik yapida olan enzim en ¢ok
karaciger ve eritrositte aktif olarak bulunmaktadir. Kalp, akciger ve beyinde
orta, kasta ise dusuk aktivitede bulunur. %60-75'’i stoplazmada, %25-40’1

mitokondride yer alir.

Selenyuma bagimli  ve bagmsiz ki tipi mevcuttur.
Selenyuma bagimli olan GSH-Px (Se-GSH-Px) sitozol ve mitokondride
bulunmaktadir ve hem H,O, hem de lipit hidroperoksitleri metabolize eder.
Selenyumdan bagimsiz olan GSH-Px (non-Se GPx) ise sadece lipit
hidroperoksitleri metabolize eder. Bu  fonksiyonu ile lipit

peroksidasyonunun baslamasini ve ilerlemesini onlemektedir.®

Glutatyon Rediktaz (GR) hiicresel GSH redox
siklusundan sorumlu olup endojen peroksitlerin detoksifikasyonu igin
onemlidir.®' GSH-Px peroksitleri temizlemek icin hidrojen donérii olarak
GSH’a ihtiya¢g duymaktadir. Okside formu olan GSSG, GR ile yeniden
redikte glutatyona (GSH) dénusmektedir. Gerekli olan NADPH,pentoz

fosfat yolundan saglanmaktadir.®
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2 GSH

NADP™ ROOH veya H,0,
G lutatyon rediktaz G lutatyon peroksidaz
NADPH + H” ROH veya H,O
A
GSSG

Glukoz 6-fosfat

A
Glukoz 6-fosfat

dehidrogenaz

Glukoz

Sekil 8. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin katalizledigi reaksiyon

2.5.2.3. Glutatyon-S-Transferaz (GST; EC 2.5.1.8)

Glutatyon-S-transferazlar (GSTs), hicresel detoksifikasyon
ve transporttan sorumlu iki protein alt birimden olusan multifonksiyonel
protein ailesidir. Genel olarak Ug¢ sitozolik ve bir de mikrozomal olmak
Uzere dért ana gruba ayrilir. GST ailesi hepatositlerdeki baglica detoksifiye

edici sistemdir.®®

Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hicre igi baglayici ve
tasiyici rolleri vardir. Katalitik olarak yabanci maddeleri glutatyondaki
sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bdlgelerini
notralize ederler. Uriiniin daha fazla suda g¢ézinir hale gelmesini
saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlari bdylece organizmadan atilabilir.
GSH’dan glutamat ve glisinin koparilmasindan sonra sisteinin serbest
amino  grubu  asetillenerek  merkapturik  asitlere  ddnusturulir.
Ksenobiyotiklerin klasik atilim Grlnleri olan merkaptirik asitler (N-asetil

sisteinin S-alkile olmus tirevleri) daha sonra safraile atilirlar, 99797
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Ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonunda  énemli  rol
oynamaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak
Uzere lipit hidroperoksitlere karsi GST’ler, selenyumdan bagimsiz GSH-Px

aktivitesi gdsterirler.

GST
ROOH + 2 GSH » GSSG + ROH + H20

GST'ler, glutatyonun reaktif metabolitlerle

konjugasyonunu saglayarak organizmadan uzaklasmasini saglamaktadir.
99

Antioksidan aktivitelerine ilaveten c¢ok 6nemli bagka
biyokimyasal fonksiyonlara da sahip olup hem, bilirubin ve bazi
kortikosteroidler gibi endojen maddeleri reversibl olarak baglayarak
bunlarin hicre iginde transportunda gérev alirlar. Bazi gugla alkilleyici
ajanlara dogrudan kovalent baglanarak, hlcresel proteinler ve
makromolekdilleri bu ajanlarin etkisinden korurlar. GST’ler LTB4 ve

prostaglandin sentezinde de rol oynarlar.

2.5.2.4. Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6)

Peoksizomlarda lokalize, dért tane hem grubu bulunan
hemoproteindir. Karaciger, bébrek ve eritrositlerde aktivitesi yuksektir.

H.O; ‘i oksijen ve suya parcalar. '

CAT

2 HzOz —_— 2 HZO + O2
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Ayni zamanda fenol ve alkollerin de detoksifikasyonunu
saglayan katalaz; hidrojen peroksitin fenton reaksiyonlari ile demir ve bakir

iyonlari tarafindan reaktif hidroksil radikaline déntistimiinii engeller. '’

2.5.2.5. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PDH, EC 1.1.1.49)

Pentoz fosfat (heksoz monofosfat) yolunun oksidatif faz hiz
kisitlayici enzimidir. ATP dretilmeyen bu yolun; indirgeyici reaksiyonlar
(yag asiti ve steroid biyosentezi gibi) icin NADPH Uretmek ve nikleik asit
biyosentezi igin 5 karbonlu Uniteleri saglamak gibi iki 6nemli iglevi vardir.
Bu islevlerinden dolay! hiicresel metabolizma ve oksidatif stres arasinda
anahtar bir role sahiptir. Glukoz tiketimindeki ana yollar glikoliz ve pentoz
fosfat yoludur. Pentoz fosfat yolu karaciger, bdbrek, eritrosit, adrenal
korteks, yag dokusu ve laktasyondaki meme bezinde aktiftir.
Eritrositlerdeki pentoz fosfat yolunda uUretilen NADPH okside olmus
glutatyonun FAD iceren flavoprotein enzimi olan glutatyon rediktaz ile
indirgenmis glutatyona c¢evrilmesini saglar. Daha sonra indirgenmis
glutatyon glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan katalizlenen bir
tepkimeyle HyO2'i eritrositlerden uzaklastirir.,  NADPH thioredoksin
rediktaz reaksiyonundaki indirgeyici ekivalanlari saglamakla birlikte
katalaz aktivitesi icin de gereklidir. G6PDH eksikligi oksidan ajanlarin
detoksifiye edilememesi sonucu olusan hemolitik anemi ile karakterize X'e
bagli ressesif bir hastaliktir. insanlarda hastaliga neden olan en sik

g6rilen enzim anomalisidir. 102
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2.6. Bobrek ve Antioksidan Enzimler

Son yillarda yapilan hayvan calismalari ROT larin ister akut
ister kronik ve ister immun, ister non-immun olsun, bébrek hastaliklarinda
patofizyolojik 6neme sahip olduklarini géstermistir.’® Bobrek dokusu veya
idrarda oksidan hasar drtnlerinin saptanmasi yaninda ROT inhibitérleriyle

koruyucu etkinin gdsterilmesi bu iligkiyi kanitlamistir.

Normal kosullarda bébreklerde olusan ve doku hasarina yol
acan oksidan radikaller, antioksidan savunma sistemleriyle temizlenirler.
Bobrek hcreleri, nétrofilleri veya dolagimdaki diger hicreler baslica ROT

kaynaklari olabilir. 1941°°

Endojen antioksidan enzimler, bdbreklerin oksidan hasarina
karsi gelisen en énemli savunma sistemidir. E vitamini ve selenyumdan
fakir diyetin antioksidan aktivitede diguse neden olarak yogun proteinuri
ve GF hizinda da azalma yaptigi gosterilmistir. '®® Rabdomiyolize bagli
gelisen akut bobrek yetmezligi oksidan stresin rol aldigi 6énemli bir
tablodur. Dimetiltioire veya deferroksamin ile antioksidan savunma
glclendirilerek GFH (izerine olumlu etki saglanir. ' "% Boylece oksidatif
bdbrek hasarinda endojen antioksidan enzimlerin belirgin koruyucu
etkisinin oldugu gd&sterilmistir. Minimal lezyon hasarlarinda tedavide
kullanlan glikokortikoidlerde glomeruler akinti kaybini ve glomerdler lipid
peroksidasyon UrUnlerinin olusumunu azaltip, antioksidan enzimleri

arttirarak etkili oldugu belirtiimektedir.'®

Renal antioksidan enzimlerin postnatal gelisim gosterdigi,
SOD ve CAT enzimlerinin jukstamediiller bolge ve kortikal nefronlarda
oldugu imminohistokimyasal olarak gosteriimistir.'®  Antioksidan
enzimlerin aktivitesi biyolojik uyariyla bébrek hicreleri ve diger birgok

hiicrede artis gostermektedir. "%
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Bobrekler oksidatif hasara ugradiktan sonra ortamdaki
antioksidan enzimler lokal antioksidan savunma genlerinin aktivasyonu ile
regule edilirler. '%'% Sonug olarak bobrekler, oksidatif stres karsisinda
antioksidan savunma mekanizmasini kullanir ve bu savunma dogal veya
farmakolojik ajanlarla guglendirilebilir. Bu ve buna benzer etken maddeler
aracihg ile birgok hasara karsi yeni tedavi yaklagimlarinin arastiriimasi

gerekir.

2.7.Stobadine (STB)

Oksidan molekillerin hiicreye hasar vermesini engellemek
amaciyla gelistirilen antioksidanlar arasinda Stobadin de bulunmaktadir.
Heterosiklik indol turevlerinden bir pridoindol olan Stobadin ile ilgili olarak
halen ginimizde devam etmekte olan birgok calisma yapilmaktadir.
Stobadin, (-) cis 2,8 dimetil 2,3,4,4a,5,9b hekzahidro 1H prido (4,3b-indol);

1983’de hazirlanmis bir molekuildir, ilag degildir.'™

H

i :: .CH
hq_‘\_\ N
q H

Sekil 9. Stobadin’in yapisi

Elektron redoks potansiyelinin E=0,58 olmasi nedeniyle
biyolojik sistemlerde gugli bir antioksidandir. Bu 6zelliginden dolayi
biyolojik sistemlerde —SH gruplarinin oksidasyonunu, amino asit
oksidasyonunu ve singlet oksijen olusumunu engeller. DusUk toksisiteye

sahip olan stobadin; peroksil, alkoksil ve hidroksil radikalleri Utzerinde
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temizleyici; singlet oksijen Uzerinde ise baskilayici etkiye sahiptir.

Superoksit  radikali Uzerindeki etkisi ise  6nemsenmeyecek

111,112

derecededir. Stobadinin bu &zellikleri indolik nitrojen Uzerinde

nitrojen merkezli stabil radikal olusturma yetenegdinden kaynaklanir.

Boylece oksidatif strese bagl lipit peroksidasyonunu ve protein

oksidasyonunu azaltir.'2"3

Stobadin; kalp'* ve merkezi sinir sistemi''® Uzerinde

koruyucu  etkilere  sahipken;  antitilserojenik,’*®  antihistaminik'"

k118 k119

antimutajeni antidisritmi ve a adrenolitik’” &zellikleri yapilan

calismalarda g6sterilmistir.

Farmakokinetik calismalarda gastrointestinal sistemden
kolayca emildigi, kan-beyin bariyerini gecebildigi gosterilmistir.'2%-2!
Hayvanlarda yapilan akut, subakut ve kronik toksisite c¢alismalarinda
embriyojenik, teratojenik, mutajenik, genotoksik etkileri arastiriimis olan

stobadin’in guivenilirligi belirlenmistir.’"
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Gazi Universitesi Deneysel Aragtirmalar Merkezi
ve Tip Fakultesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Aragtirma Laboratuvarin’da
yapilmistir.

3.1. Deney Gruplan

Deney hayvanlari Gazi Universitesi hayvan deneyleri
laboratuvarindan saglanmistir. Bilimsel arastirma igin Gazi Universitesi

Hayvan Deneyleri Etik Kurul’'undan izin alinmigtir.

Calismada toplam 40 adet saglikh Wistar albino cinsi erkek
rat (ortalama 250-300 gr agirhginda) kullanildi. Ratlar rastgele her bir
grupta 10 adet rat olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Ratlar serbest diyet ve
cesme suyuyla beslenenerek 12 saat aydinlik 12 saat karanlik strecinde

ve normal nem ortaminda ve sicaklikta plastik kafeslerde tutuldu.

Grup 1- Kontrol grubu ( K) (n=10): Ratlara 8 hafta boyunca

standart rat diyeti ve gesme suyu verilmistir.

Grup 2- CCl4 grubu (C) (n=10): Ratlara 8 hafta boyunca
haftada 3 kez intraperitoneal olarak %10’luk (%v/v) zeytinyagi icinde

¢ozulmus CCly asagida izah edilen sekilde verildi.
1.hafta: 0.3ml/kg viicut agirhgi oraninda
2.hafta: 0.7ml/kg vicut agirhgr oraninda

Sonraki 6 hafta boyunca: 1ml/kg vicut agirhigi oraninda CCl,

intraperitoneal olarak verildi."
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Grup 3- Stobadine Grubu (S) (n=10): Sekiz hafta boyunca

3doz/hafta olmak Uzere oral yolla %0.5 karboksi metil seliloz (Avicel

cozeltisi) icerisinde ¢éziilmis 24.7 mg/kg/giin olarak verildi.'#

Grup 4- Stobadine + CCly Grubu (S+C) (n=10): Ratlara
Sekiz hafta boyunca 3 doz/hafta olmak Uzere oral yolla %0.5 karboksi
metil sellloz (Avicel c¢bzeltisi) icerisinde ¢6zllmus 24.7 mg/kg/gin

stobadine ve intraperitoneal olarak 1/10 (v/v) zeytin yagi icerisinde

¢ozlilmiis grup 2 de agiklanan sekilde CCly verildi 2%12°

Son uygulamadan 24 saat sonra ratlar genel anestezi ve kas
gevsetici 40 mg/kg Alfamin ve 2.5 mg/kg Alfazyne Kkaristinlarak
intramuskuler olarak uygulanarak feda edildi, kardiyak kan &rnekleri
alindi, bodbrek dokular c¢ikartildi. Dokular soguk serum fizyolojik ile

yikandiktan sonra analiz giintine kadar -74°C’de saklandi.

3.2. Kullanilan Aletler
e Hassas terazi (Schimadzu, Libror, AEG 220 )
e Homojenizatdr (Heidolph DIAX900)
e Vorteks (Heidolf Reax 2000)
e Benmari (Heto)
e Santrifuj (Hermle Z 380K)

e Sogutmall santrifuj (Damon IEC,B-20A sogutmall,
Hermle Z 323K

e pH metre (Jenway)
e Spektrofotometre (Schimadzu, UV1601 )

e Otomatik ve cam pipetler
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o Manyetik karistirici

e Diger laboratuar gerecleri

3.3. Yontemlerin Uygulanmasi

3.3.1.B6brek Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Bobrek doku érneklerinde enzim aktivitesi calisilacagi zaman
dokular derin dondurucudan c¢ikarildi. Dokular %2 (m/v) oraninda serum
fizyolojik ile Heidolph DIAX900 marka homojenizatér ile sogukta (buz
icinde) 1-1.5 dakika 4000 devirde homojenize edildi ve 4500 rpm ve 4 °C
de 10 dakika santrifij edilerek supernatantlari ayrildi.

Ham ekstraktan yeterince katalaz enzim aktivitesi Thiobarbutiric rective
Substances (TBARS) ve protein tayini icin ayrildi. Santrifj sonucu elde
edilen slpernatantlar 5/3 (v/v) etanol/kloroform karigsimi ile 1/1 oraninda
karistirildi. Sogutmali santrifijde 12.000 rpm’de15 dakika tekrar santrif(j
edildi. Ust tabaka SOD, GST, GSH-Px enzim aktiviteleri ile protein tayini
icin ayrildi. Ham ekstrat ve stpernatanlar her bir parametre icin ayri ayri
eppendorf tlplerine konularak derin dondurucuda -74° C’ de analiz

gunine dek saklandi. Tim analizler bir hafta icerisinde gergeklestirildi.

3.3.2. Bobrek Dokusunda TBARS Tayini

TBARS tayini Van Ye TM ve arkadaslarinin tarif ettigi metoda
gore calisildi.™®
Metodun prensibi: iki mol TBA asidik ortamda ve 85-100 °C
sicaklikta bir mol MDA ile birlegserek mor renkli TBA-MDA kompleksini
olusturur. Bu kompleksin verdigi absorbans 532 nm’de spektrofotometrik

olarak élgalur.
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Sekil 10. TBA-MDA kompleksi olusumu.

Kullanilan Reaktifler

e Fosfat Tamponu : 100 mM, pH:6 (Na;HPO4/KH2PO4)

e % 20’lik(m/v) TCA ¢ozeltisi

e % 1'lik (m/v) TBA ¢bzeltisi

e MDA standardi: 1,1,3,3-Tetraetoksi propan standart ¢dzelti
olarak kullanildi. 1,1,3,3-Tetraetoksi propandan &énce 10
mM’lik stok c¢obzelti hazirlandi, stok ¢dzeltiden uygun
seyreltmelerle 10, 25, 50, 75 ve 100 uM’lik standart ¢6zeltiler

hazirlanarak standart grafik cizildi.

Absorbans=f (Konsantrasyon) grafiginin egiminden de
numunelerdeki MDA miktarlari hesaplandi. Sonuglar nmol/mg protein

olarak ifade edildi.
Deneyin Yapilisi:

Her bir numune ve standart icin kér calisildi. Numune ve
standart tUplerine tampon ¢ozelti, etanol, TBA, TCA ve numune/standart
eklenirken, kor tuplerine TBA hari¢ digerleri eklenerek hazirlandi. 60
dakika kaynar su banyosunda (85-100 °C) bekletildikten sonra ¢esme
suyu altinda sogutuldu, 5000 g'de 20 dakika santrifij edildi.
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Supernatantlar ayrildi. Daha sonra standart ve numune kér tiplerine TBA
eklendi iyice karistinlldi ve 532 nm.’de her bir tipin absorbansi distile suya

kars! okundu.

TBARS Standart Grafigi
y = 0,06x

0,8

0,7
w 06 /
& 05
£ 04 —
g 03 /

0 1 1 T T T
0 20 40 60 80 100 120
[MDA] pM

Grafik 1: TBARS Standart Grafigi

3.3.3. Bobrek Dokusunda Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

Bobrek doku o&rneklerinde SOD aktivitesi Durak | ve

arkadaslarinin tarif ettigi metoda gére calisildi™®.

Metodun prensibi: Nitroblue tetrazolium’un (NBT) slperoksit
Ureticisi olan ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan indirgenmesi

esasina dayanmaktadir.

Kullanilan reaktifler
e Ksantin (0.30mM)
e NBT (150uM)
e NayCO3(400mM)

« BSA (1g/l)
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e XO (167U/))

e CuCl,(8mM)

Deneyin yapilisi:

Numune tiplerine 6lgim reaktifi, numune ve ksantin oksidaz
enzimi; kor tlplerine ise 6lcim reaktifi ve ksantin oksidaz enzimi konuldu.
Tipler 25°C’da 20 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra numune
tiplerine CuCl,, koér tliplerine ise CuCl, ve numune eklendi. lyice
karistirildiktan sonra her bir tiplin absorbansi 560 nm’de distile suya karsi
okundu. Sonuglar U/mg. protein olarak verildi. Metoda gére1U SOD
aktivitesi, NBT indirgenmesini %50 inhibe eden enzim aktivitesi olarak tarif

edilmektedir

3.3.4. Bobrek Dokusunda Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi
Tayini:

GSH-Px aktivitesi Paglia DE ve arkadaslarinin metoduna
gore calisildi™®.
Metodun prensibi: 340 nm’de NADPH’In absorbans
degisimine dayanmaktadir. Enzim aktivitesi ise NADPH’In ¢ degderinden

(6.22 x10° M‘1.cm'1) yararlanilarak hesaplandi.

Kullanilan Reaktifler:
e GSH: (150 mM) ;
e NADPH: (3mM);
e Hy0,: (100mM);
e NaNs: (2M);
e Fosfat tamponu (pH: 7,0; 50 mM): (Na;HPO4/KH2PO4)
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e GSH-red: Sivi enzimden (NH4)2:SO4 ile seyreltilerek

hazirlanilir.

Deneyin yapilisi:
Numune tiplerine Fosfat tamponu+5mM EDTA, NaNs, GSH,
NADPH, GSH-red ve numune konuldu. Kér tiptne ise H2O, hari¢ diger
reaktifler kondu. 340 nm de suya karsi sifirlandiktan sonra koérln
absorbansi ve Hy0; ilave edilir edilmez numunedeki absorbans azalmasi

0.,1.,2.,3., dakikalarda okunur. Sonuglar IlU/mg. protein olarak verildi.

3.3.5. Bobrek Dokusunda Katalaz Aktivitesinin Olctimii:

Bdbrek doku érneklerinde Katalaz aktivitesinin 6lgcimi Aebi
H’nin metoduna gére yapildi'®.

Metodun prensibi: 240 nm’de katalaz tarafindan vyikilan
hidrojen  peroksitin  absorbans  degisiminin  izlenmesi  esasina

dayanmaktadir.

Kullanilan reaktifler
e Fosfat tamponu(50mM,pH=7)

e Tamponlanmig H20, ¢ozeltisi

Deneyin yapiligi:

Tampon c¢ozelti ile sifir ayarn yapilmis spektrofotometreye
icerisinde tamponlanmis H>O, ¢6zeltisi bulunan kivet konuldu. Absorbans
degisimi bir sire takip edildi. Daha sonra numune ilave edildi, kivet 2-3

kez altist edilip karistirilarak numunenin absorbansi 240 nm’de 3-5 dakika
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takip edildi. Lineer olan bdlge hesaplamada kullanildi.Sonuglar 1U/mg

protein olarak verildi.

3.3.6. Bobrek Dokusunda Glutatyon-S- Transferaz Tavyini:

Glutatyon-S-Transferaz aktivitesi tayini Habig WH ve

arkadaslarinin tarif ettigi metoda gore calisildi’?®,

GST
1-Cloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) + GSH — S-2,4-dinitrofenilglutatyon
(DNPG) + H™+ CI

Bu reaksiyon sirasinda olusan DNPG bilesigi'nin 340

nm. de absorbans artigi takip edilmektedir.

Reaktifler

e 100 mM. pH:6 fosfat tamponu (Na;HPO4/KH2PO4)

e CDNB (1-Kloro 2,4-Dinitrobenzen): 25 mM, saf etanolde
¢oziildi.

e GSH:50 mM (tamponda ¢6ézulir)

Deneyin Yapilisi:

Numune ve kor tlplerine fosfat tamponu, CDNB, numune
eklenip iyice karigtirildi. 340 nm de kére kargi sifir ayari yapildiktan sonra
numunedeki absorbans degisimi 1-3 dakika takip edildi. Daha sonra
kivete redukte glutatyon (GSH) eklendi ve absorbans degisimi 3 dakika
boyunca takip edildi. GST aktivitesi DNPG'un ¢ katsayisindan
yararlanilarak hesaplandi (g: 10 mM™.cm™).

Sonuglar spesifik aktivite (IU/mg.protein) olarak verildi.

49



3.3.7.B6brek Dokusunda Protein Tayini:

Homojenat ve slUpernatantlardaki protein miktari Lowry

metoduna gére yapildi'?.
Protein standarti olarak BSA (Sigma) kullanildi. 0.02-
0.2mg/ml konsantrasyon araliginda standartlar kullanilarak standart grafik
cizildi ve egimden numunelerdeki protein miktari hesaplandi. Sonugclar

mg/ml olarak verildi.

Protein Standart Grafigi
y = 2,58X

0,6
05 2
0,4 /
0,3 —

0,2 /

0,1 /
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Protein (mg/ml)

Absorbans

Grafik 2: Protein Standart Grafigi

Metodun Prensibi: Alkali ortamda proteinler Cu?* ile Cu?*-
protein  kompleksi olusturarak, Folin-Ciocalteau-Phenol reaktifini
redukleyerek mavi-mor renkli Uriin olusturmasi esasina dayanmaktadir.

Rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonuyla dogru orantilidir.
Reaktifler:

1) A reaktifi: 0.5 gr CuS0O4.5H,0 ve 1.0 gr Nas-Sitrat bir

miktar distile suda ¢6zindikten sonra 100ml’ye tamamlandi.

2) B reaktifi: 20gr Na,CO3; ve 4.0 gr NaOH bir miktar distile

suda ¢6zildikten sonra 1 L'ye tamamlandi.
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3) C reaktifi: 50 ml B ¢dzeltisi + 1.0 ml A ¢dzeltisi karisimi

hazirlandi.

4) D reaktifi (Folin-Ciocalteau Cozeltisi): 10 ml Folin-

Ciocalteau ¢ozeltisi 10 ml distile su ile karigtirilarak hazirlandi.
Deneyin Yaplilisi:

K&r ve numune tiplerine 2.5 ml C reaktifi ve numune tipine
10ul  sipernatan eklendikten sonra iyice karistirilarak laboratuvar
sicakhginda 10 dakika bekletildi. Kér ve numune tiplerine 250 ul D reaktifi
eklendikten sonra laboratuar sicakliginda 30 dakika inkibe edildi ve 700
nm’de numunelerin absorbanslari kére karsi okundu. Sonugclar standart

egim grafidinden yararlanilarak hesaplandi.

3.3.8.Bobrek Doku Hucrelerinde Histopatolojik

Dederlendirme

Bobrek &6rnekleri deney hayvanindan alinir alinmaz serum
fizyolojik ile yikanarak %10’luk formol solisyonunda tespit edildi. Ardindan
alisilagelmis histopatolojik takip yéntemlerinden gecirilerek parafin bloklar
haline getirildi. Bloklardan elde edilen 5 mikron kalinligindaki kesitler
lamlar Gzerine alinip 60 °C’lik etlivde ardinda ksilollerde deparafinize edilip
azalan alkol gradiyentinde rehidrate edilerek distile suya kadar getirildiler.
Takiben  Hematoksilen&Eozin ile boyanarak lamelle kapatildi.
Histopatolojik degerlendirme ve fotograflama islemi Leica DM 4000 B
(Wetzlar, GERMANY) 1sik mikroskobunda yapildi.

Hematoksilen —Eozin Boyasi

5 mikron kalinliginda alinan kesitler 60 ‘C de etivde ve

ksilolde deparafinize edildikten sonra azalan alkol serilerinden gecirilerek
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rehidrate edildiler. Havada kuruyan doku kesitleri hematoksilende 10 dk
boyandiktan sonra musluk suyunda yikandi ve %3’lik amonyakli suya
daldinlarak mordantlandi. Yeniden yikanan dokular 10 dk eozin ile
boyandilar. 10 dk’hk musluk suyunun ardindan artan alkol serilerinden
gegcirilip dehidrate olan dokular ksilolde 45 dk bekletildikten sonra entellan

ile kapatildilar.

3.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 15.0 istatistik
paket programi kullanilarak yapildi ve ortalama + standart sapma olarak
sunuldu. istatistiksel karsilastirmalarda Mann-Whitney U testi kullanildi ve

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal ve Histopatolojik Bulgular

Rat boébrek dokularina ait enzim aktiviteleri ve lipid
peroksidasyonu yikim Urini olarak TBARS seviyelerine ait analiz
sonuglari gruplara gére Tablo 1 ve Grafik 1-8 de gérilmektedir. Histolojik

bulgular ise Resim 1-14 de gérilmektedir.

Tablo 1: Rat bobrek dokularina ait Ortalama * Standart sapma olarak SOD, CAT,
GSH-Px ve GST enzim aktiviteleri ile TBARS degerleri.

Gruplar SOD CAT GSH-Px GST TBARS
(U/mg p) (IU/mg p) (mlU/mg p) (mlU/mg p) | (nmol/mg p)

Kontrol(K) 64.36+9.50 32641647 26.249.0 1.12+0.41 11.4+4.00
CCl4 (C) 20.11+6.86 24764411 10.7+3.9 2.60+1.00 18.8+6.40
Stobadine(S) | 41.52+11.11 3847+664 31.249.7 1.6940.53 15.7+4.30
S+CCl4(S+C) | 32.64+9.14 2702+550 12.744.9 2.1440.50 16.4+4.18
istatistiksel degerlendirme (Mann Whitney —U ve paired- independent t-test)

Groups SOD CAT GSH-Px GST TBARS
K-C P<0.0001 P<0.01 P<0.001 P<0.0025 P<0.05
K-S P<0.0025 p>0.05 p>0.05 P<0.01 P<0.05
K~(S+C) P<0.0001 p>0.05 P<0.005 P<0.001 P<0.05
C-S P<0.0001 P<0.0001 P<0.001 p>0.05 p>0.05
C-(S+C) P<0.0025 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
S-(S+C) p>0.05 P<0.025 P<0.0025 p>0.05 p>0.05

Tablo 1 ve Grafik 1-8 den de gorildigu gibi SOD aktivitesi
tim gruplarda {Kontrol/CCl,, Kontrol/Stob, Kontrol/Stob + CCl4, CCl4/Stob

ve CCl4-(Stob+CCls)} kontrol grubuna gére anlamli derecede disik olarak
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bulunmustur sirasi ile p<0.001, p<0.0025, p<0.0001, p<0.0001 ve
p<0.0025 dir. Ancak stobadine-stobadine+CCl4 gruplari kiyaslandiginda,
stobadine grubuna gére Stob+CCls grubunda SOD aktivitesinde bir disme

s6zkonusu olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamsizdir p>0.05.

Gruplar arasi Katalaz aktivitesi incelendiginde bazi gruplarda
kontrol grubuna goére farkli seviyelerde ylkselme sdzkonusudur. Bu
yiksek CAT aktiviteleri kontrol-CCly, CCls-stob ve stob-(stob+CCly)
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur sirasi ile p<0.01,
p<0.0001 ve p< 0.025 dir. CAT aktivitesi ile ilgili olarak gruplar arasi diger
karsilastirmalar ise istatistiksel olarak anlamsiz olarak tesbit edilmistir
p>0.05.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi CCly ve stob+CCly
gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli derecede bir azalma gd&sterirken
p<0.001ve p<0.005, stobadine grubunda kontrol grubuna gére kismi bir
artis s6zkonusu olmustur, ancak istatistiksel olarak anlamsizdir. CCly ile
stobadin ve CCly ile stob+CCls gruplarn incelendiginde; stobadin
grubunda CCls grubuna goére anlamli derecede yiikselme sézkonusu iken
stob+CCls grubunda bir ylkselme olmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamsizdir. Sirasiyla p<0.01, p>0.05. Ote yandan stobadine grubu ile
stobadine + CCls grubu kiyaslandiginda stobadine grubuna gére stob +

CCl4 grubunda anlamli bir azalma gértlmektedir p<0.0025.

Glutatyon-s-transferaz  enzim  aktivitesi incelendiginde,
kontrol grubuna gére hem CCl; hem stobadine ve hem de stob+CCl,
gruplarinda anlaml bir yikselme gériulmektedir (sirasi ile p<0.0025,
p<0.01 ve p<0.001).

TBARS seviyeleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda CCly,
Stobadine ve Stob+CCls gruplarinda anlamh bir artis gostermektedir
p<0.05. Ancak diger gruplarin birbirleri ile kiyaslandiginda anlamli bir artis
gbrilmemektedir. En belirgin artis sirasi ile CCls ve Stobadine + CCl,4

grubunda goérulmektedir.
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Kontrol CCl Stb CCHK4 + Stb
Gruplar

Grafik 3: Kontrol, CCl,, Stobadine ve CCl, + Stobadine verilen rat bobrek dokularina
ait SOD aktiviteleri

Kontrol CClH4 Stb CCl4 + Stb

Gruplar

Grafik 4: Kontrol, CCl,, Stobadine ve CCIl, + Stobadine verilen rat bobrek dokularina
ait CAT Aktiviteleri
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Kontrol CCl4 Stb CCl4 + Stb
Gruplar

Grafik 5: Kontrol, CCl,, Stobadine ve CCl, + Stobadine verilen rat bobrek dokularina
ait GSH-Px Aktiviteleri

Kontrol CCl4 Stb CCl4 + Stb
Gruplar

Grafik 6: Kontrol, CCl,, Stobadine ve CCl, + Stobadine verilen rat bébrek dokularina
ait GST Aktiviteleri
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Kontrol CCH Stb CClK + Stb
Gruplar

Grafik 7: Kontrol, CCl4, Stobadine ve CCI4 + Stobadine verilen rat bdbrek
dokularina ait TBARS Degerleri.
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Grafik 8: Kontrol, CCl,, Stobadine ve CCl, + Stobadine uygulanan Rat Bébrek
dokusuna ait Enzim Aktiviteleri ve TBARS Degerleri {CAT(:100), GST(x10) }
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4.2. Histopatolojik Bulgular:

Kontrol grubuna ait kesitlerde bébrek korteksinde glomerdl,
proksimal ve distal tibulis yapilari ve interstisyel bélge normal morfolojik
yapisinda deg@erlendirildi (Resim1,2,3). Karbon tetrakloriir uygulanan
grupta boébrek korteksinde glomeruler yapida hiperselllarite, tabul
hicrelerinde hidropik dejenerasyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, hem

korteks hem de medulla da konjesyon saptandi. (Resim 4,5,6,7,8)

Karbon tetrakloriire ek olarak stobadin uygulanan grupta
bobrek korteksinde glomeriler yapidaki hiperselilaritede Karbon
tetraklortr uygulanan gruba gére azalma saptandi. Tubudl hicrelerindeki
hidropik dejenerasyon ve inflamatuar hicre infiltrasyonunda degisiklik
izlenmezken hem korteks hem medulladaki konjesyonda belirgin azalma
dikkati ¢ekti (Resim 9,10,11)

Sadece stobadin uygulanan grupta ise tim kesitler kontrol
grubu ile benzerlik gdsteriyordu. Glomeriler yapi, proksimal ve distal
tubulusler, interstisiyel alanlar normal morfolojik yapida izlendi (Resim
12,13,14)

Sonu¢ olarak karbon tetrakléririn  karacigerle birlikte
bébrekte de sirotik prosesi baglattigi  belirlenmistir.  Stobadin
karbontetrakloririn meydana getirdigi glomeriler hiperselllarite, ve
inflamatuar hicre infiltrasyonunda azalmaya neden olmazken, tubullerdeki
hidropik dejenerasyonu dizeltmekle beraber hem korteks hem de

medulladaki kapiller konjesyonu azaltmistir.
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Resim 1: Kontrol grubuna ait resimde bébrek panoramik olarak izleniyor. Bébrek
kapsiilii (1) korteks (K), medulla (M), renal pelvis (P) normal yapida dikkati ¢ekiyor.
(Hematoksilen&Eozin, bar: 500um)
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Resim 2: Kontrol grubuna ait biyiik biyiiltmede boébrek korteksi izleniyor.
Proksimal tiibiliis (PT), distal tiibilis (DT), glomeriil (G), Bowmann kapsiilii (B),
glomeriiler kapillerler (») ve mezangiel hiicreler (1) normal yapida dikkati ¢ekiyor.
(Hematoksilen&Eozin, bar: 10 pm)
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Resim 3: Kontrol grubuna ait bobregin medullasi izleniyor. Toplayic tiibiiller (TT),
Henle kulbu (1), kapillerler (») normal yapida dikkati ¢cekiyor. (Hematoksilen&Eozin,
bar: 10 pm)
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Resim 4: Karbon tetrakloriir grubuna ait bodbregin korteksi
(Hematoksilen&Eozin, bar: 50 pm)

izleniyor.
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Resim 5: Karbon tetrakloriir grubuna ait bébrek korteksinin biyiik biyiltmesi
izleniyor. Glomeriiler hiperseliilarite (1), kapiller konjesyon (*), proksimal tiibiil (PT)
ve distal tiibiil (DT) hiicrelerinde hidropik dejenerasyon (») dikkati c¢ekiyor.
(Hematoksilen&Eozin, bar: 10 pm)
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(PT)

tubal

, ayrica interstisyumda inflamatuar hiicre

Resim 6: Karbon tetrakloriir grubuna ait kortekste proksimal

hiicrelerinde hidropik dejenerasyon(»)

infiltrasyonu(*) izleniyor. (Hematoksilen&Eozin, bar: 10 ym)
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Resim 7: Karbon tetrakloriir grubuna ait kortekste vaskiiler konjesyon (1) izleniyor.
(Hematoksilen&Eozin, bar: 10 pm)

65



Resim 8: Karbon tetrakloriir grubuna ait medullada hidropik dejenerasyon gdsteren
tiibal hiicreleri (»), ve kapiller konjesyon (1) ve normal yapida Henle kulbu (*)
izleniyor. (Hematoksilen&Eozin, bar: 10 pm).
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Resim 9: Karbontetrakloriir ve stobadin grubuna ait bébrek korteksi izleniyor.
(Hematoksilen&Eozin, x200)
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Resim 10: Karbontetrakloriir ve stobadin grubuna ait bdbrek korteksinin biiyiik

biyiltmesi iz izleniyor Glomeriillerde hiperseliilarite (1), proksimal tibiil (PT) ve
distal tiibiil (DT) hiicrelerinde hidropik dejenerasyonda karbontetrakloriir grubuna

oranla azalma izleniyor (Hematoksilen&Eozin, x400)
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Resim 11: Karbontetrakloriir ve stobadin grubuna ait medulla izleniyor. Hidropik
dejenerasyon gosteren tiibiil hiicreleri (»), minimal kapiller konjesyon (1),
morfolojisi normal Henle kulbu (*) dikkati gekiyor. (Hematoksilen&Eozin, x400)
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Resim 12: Stobadin grubuna ait bobrek korteksi izleniyor. (Hematoksilen&Eozin,
x200)
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Resim 13: Stobadin grubuna ait biiyiik biyiltmede bobrek korteksi izleniyor. Proksimal

tiibaliis (PT), distal tiibiiliis (DT), glomeriil (G), Bowmann kapsiilii (B), glomeriiler kapillerler
(») ve mezangiel hiicreler (1) normal yapida dikkati ¢ekiyor (Hematoksilen&Eozin,
x400)tubiiller (TT), Henle kulbu (1), kapillerler (») normal yapida dikkati ¢ekiyor.
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Resim 14: Stobadin grubuna ait bébregin medullasi izleniyor. Toplayici tiibiiller

(TT), Henle kulbu (1), kapillerler (») normal yapida dikkati c¢ekiyor.
(Hematoksilen&Eozin, x400)
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5. TARTISMA ve SONUG

Sanayinin birgok alaninda ve tarimda degisik amaglarla
kullanilan CCl4, hepatoksitesi ve nefrotoksitesi bilinen bir kimyasal

maddedir."®"

Ozellikle endistriyel yani adir basan bir kimyasal madde
olarak karbon tetraklortr (CCls), kuru temizleme sanayi basta olmak tzere
birgok alanda kullanilan, 6zellikle karaciger ve diger organlara toksik etkisi
olan bir bilesiktir. 2"'* Karbon tetrakloriir'iin karaciger basta olmak tizere
bdbrek, testis, kalp, akciger, beyin diger dokularda da toksik etkisinin
oldugu cesitli calismalarla gosterilmigtir. CCls'Gn bdbrekler Gzerindeki
toksik etkisi akut veya kronik tahribatlara yol agmaktadir. **?° Hayvan
deneyi modelleri ile yapilan calismalarinda bu etkiyi serbest oksijen
radikallerine araciligi ile yaptigi gdsterilmistir. CCly4, lipid peroksidasyon
Urtinlerinde (MDA, CD ve HNEA, LPO vs) seviyelerinde artisa, buna
karsilik antioksidan enzim aktivitelerinde de baskilamalara yol actigi
belirtimektedir. Bu etkiler CCls'Un sitokrom P450 enzimiyle daha toksik
olan triklorometil ve triklorometil peroksit (CCls/«CCI50;) veya N-asetil-p-
benzokinonelmin (NAPQI) serbest radikallerinin olusumu sonucu meydana
geldigi belirtiimektedir. Hepato/nefrotoksisitenin ise ¢zellikle sitokrom P450

2E1 aktivitesiyle gerceklestigi de ileri stirtilmektedir. "33

Calismamizda degisik literatirlerden faydalanarak Wistar
albino cinsi erkek ratlara materyal metod kisminda ayrintili olarak
belirtildigi sekilde 8 hafta boyunca haftada 3 kez intraperitoneal olarak
%10’'luk (%v/v) zeytinyag! icinde ¢dzilmis CCls verilerek bu ratlarin

bobrek dokularinda serbest radikal metabolizmasinda gérev alan
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antioksidan enzimlerden SOD, CAT, GSH-Px ve GST (antioksidan) enzim
aktiviteleri ile, lipid peroksidasyonu goéstergesi olarak kabul edilen TBARS
(oksidan) seviyeleri arastiriimistir. Ayrica antioksidan bir madde olarak
literatlrlerde yer alan stobadin’in CCl,’Un bdbrek dokusuna etkisini nasil
degistirebilecegi enzimatik agidan arastinimistir. Bunlara ilave olarak her
bir gruba ait boébrek dokularindaki histopatolojik degisiklikler 1s1k

mikroskobu ile gésterilmistir.

Bobrek dokusuna ait antioksidan/oksidan parametreler

incelendiginde Tablo 1 ve grafiklerden den de géruldigu gibi:

SOD aktivitesi tim gruplarda {Kontrol/CCls, Kontrol/Stob,
Kontrol/Stob+ CCl4, CCls/Stob ve CCls-(Stb+CCls)} kontrol grubuna goére
anlamli derecede diusuk olarak bulunmustur, sirasi ile p<0.001, p<0.0025,
p<0.0001, p<0.0001 ve p<0.0025 dir. Ancak stobadine-stobadine+CCl,
gruplari kiyaslandiginda, stobadine grubuna gére Stob+CCls grubunda
SOD aktivitesinde bir digme sdzkonusu olmasina ragmen istatistiksel

olarak anlamsizdir p>0.05.

Gruplar arasi katalaz aktivitesi incelendiginde bazi gruplarda
kontrol grubuna goére farkli seviyelerde ylkselme sdézkonusudur. Bu
yuksek CAT aktiviteleri kontrol-CCls, CCls-stob ve stob-(stob+CCl,)
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur sirasi ile p<0.01,
p<0.0001 ve p< 0.025 dir. CAT aktivitesi ile ilgili olarak gruplar arasi diger
karsilastirmalar ise istatistiksel olarak anlamsiz olarak tesbit edilmistir
p>0.05.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi CCls; ve stob+ CCly
gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli derecede bir azalma goésterirken
p<0.001ve p<0.005, stobadine grubunda kontrol grubuna gére kismi bir
artis s6zkonusu olmustur, ancak istatistiksel olarak anlamsizdir. . CCly ile

stobadin ve CCl; ile stob+CCls gruplan incelendiginde; stobadin
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grubunda CCls grubuna gére anlamli derecede yiikselme sézkonusu iken
stob+CCls; grubunda bir ylkselme olmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamsizdir. Sirasiyla p<0.01, p>0.05. Ote yandan stobadine grubu ile
stobadine + CCls grubu kiyaslandiginda stobadine grubuna gére stob +

CCl4 grubunda anlamli bir azalma gérulmektedir p<0.0025.

Glutatyon-s-transferaz  enzim  aktivitesi incelendiginde,
kontrol grubuna gére hem CCl; hem stobadine ve hem de stob+CCl,
gruplarinda anlamli bir yikselme goérilmektedir (sirasi ile p<0.0025,
p<0.01 ve p<0.001).

TBARS seviyeleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda CCly,
Stobadine ve Stob+CCls; gruplarinda anlamh bir artis g&stermektedir
p<0.05. Ancak diger gruplar birbirleri ile kiyaslandiginda anlamh bir artis
gérilmemektedir. En belirgin artis sirasi ile CCls ve Stobadine + CCl,4

grubunda goérulmektedir.

Calismamizda sekiz hafta sureyle CCls verilen rat bdbrek
dokularinda proksimal tubdl mikrovilluslari dizensiz, glomeril kapilleri
geniglemis gbézlenirken, intraglomertler mezengium artisi izlenmemistir.
Dogukan ve arkadaslari 0,15 ml/kg dozda 7 hafta sireyle CCls verdikleri
rat bébrek dokularinda 11k mikroskopisi degerlendirmesi ile interstisiyel
fibrosis ve inflamasyon gelistigini gostermislerdir.®®  Oztirk ve
arkadaslarinin CCls ile olusturulan bdbrek hasarinda Betainin doku
koruyucu etkisini arastirdiklari c¢alismada, CCls 1 ml/kg, 11 gln
uygulamiglar ve yogun kortikal hasar, fokal glomeroskleroz
gozlemlemislerdir.?’ Bu calismalardan da anlasilacagi tizere CCly'tin
bdbrek dokusu hasari Uzerine farkh etkiler géstermesi CCl4'in uygulama

dozuna ve slreye bagl olarak degisiklikler géstermektedir.

Bobrek dokularinda ya da genel olarak CCls'e maruz

birakilan ratlarda meydana gelen harabiyetlerin fizyopatolojisinde radikalik
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hasar sorumlu tutulmaktadir. Kim ve arkadaslar’'nin CCl, verilen farelerle
yaptiklar bir galismada renal toksitesinin cinsiyet farklihdina bagli olarak
degistigini erkek farelerin CCls nefrotoksitesine digilere nazaran daha
hassas olduklarini bildirmektedirler. Bu durumu, hepatik yetmezlige bagl
testosteronun boébrege daha yiksek konsantrasyonlarda ulagmasi ve renal
Cyp izoenzimlerini indiklemesi sonucu erkek farelerin bébreklerinin daha
fazla oksidan hasara maruz kalmasiyla meydana geldigini ileri

siirmektedirler.™*

Stobadine+CCls uygulanan grupta CCls uygulanan gruba

gobre bdbrek harabiyetinin daha az oldugu gorilmektedir.

Sonug¢ olarak, CCls bdbrek glomerillerinde ve proksimal
tubul yapilarinda oksidan strese bagli olarak degisikliklere sebep olurken,
stobadine uygulanmasi’’nin antioksidan etki gdstermesi beklenirken
enzimatik acidan bakildiginda hem Tablo 1 den hem de grafiklerden (3-8)
gérilecegi gibi SOD hari¢ diger tim enzimlerde kontrol grubuna goére
anlamli ve/veya anlamsiz dizeyde yukselmelere sebep olmustur. Ayrica
gunumuzde hala lipid peroksidasyonu gdstergesi olarak en sik bas vurulan
oksidanlardan TBARS seviyelerinde de artisa sebep olmustur. Buna
karsilik histopatolojik bulgularda kontrol grubu ile benzer yapi géstermesi
yaptigimiz deneyin dikkat ¢ekici sonuglarindandir. Bu olay muhtemelen
enzim aktivitelerinde gerek kendisi gerekse ugradigi metabolik yol sonucu
aciga cikan metabolitleri ya da CCI4 ile olusturabilecegi muhtemel ara
drtnlerce enzim aktivitelerinde baskilanmaya ve lipid peroksidasyonunda
da artiglara yol agtigi 6n gorulebilir. Histopatolojik agcidan CCl4’Gn verdigi
hasari kontrol grubu seviyesine yakin hale getirmesi, ya kendisinin ya da
metabolitlerinin lipid peroksidasyonu tarafindan olusturulan bdbrek
harabiyetini bagka mekanizmalar araciigi ile en aza indirerek
gOsterebilecegi dusunulebilir; bu durumun aydinlatiimasi igin serbest
radikal metabolizmasinda gérev alan enzimler’in kinetik 6zellikleri Gzerine

stobadine’nin etkisinin arastirilarak aydinlatilmasi gerekmektedir.

76



Karbon tetraklortr'iin oksidatif strese bagl akut ve kronik
toksisitesi ile ilgili basta hepatik ve renal olmak Uzere bir ¢ok yayin
mevcuttur. Karbon tetra klortr'iin toksik etkisi oksi ve hidroksi radikallerinin
lipid peroksidasyonu ve bagka yollarla hepatosit ve diger hicre/doku
membrani hasara ugratabilecegdi invivo / invitro birgok ortamlarda deneysel

olarak gosterilmistir 136,137,138,139,140,141,142

Song A ve arkadaslari ratlar Uzerinde CCls ve geleneksel
Cin tibbinda kullanilan Xylaria nigripes (XN-T) ile yaptiklar bir calismada,
CCly verilen grupta SOD, CAT, GSH-Px aktivitelerinde ve TBARS
seviyelerinde bir baskilanma gézlerken, XN-T verildiginde bu
baskilanmanin ortadan kalktigini bildirmektedirler. Bu etkinin guglia bir
antioksidan o6zellik sergileyen XN-T’nin oksidatif stresi baskilamasindan
kaynaklandigina baglamiglardir. Benzer sonuglar bizim galismamizda da
go6rilmektedir, bizim calismamizda kontrol ve stobadine gruplarina gére
CCls grubunda TBARS seviyesi yukselirken GST hari¢ diger enzim
aktiviteleri baskilanmistir. Stobadine verildiginde ise tam tersi durum
sergilenerek enzim aktiviteleri artarken TBARS seviyesi CCls grubuna
gbre dusmdistir. Bu sonug stobadinenin CCls kaynakli oksidatif strese
baglh baskiyr antioksidan 0&zellik sergileyerek ortadan kaldirdigini

gostermektedir. '

Yine bizim sonuglarimiza paralel bir sonu¢ ta Khan RA ve
arkadaslarinin yaptiklari calismada goérilmektedir. Yazarlar yaptiklar
calismada haftada iki kez olmak sartli ile 4 hafta boyunca i.p olarak
3mL/kg (%30’luk zeytin yagi igerisinde) CCls verilen Sprague-Dawley
erkek ratlarin bobrek dokularinda TBARS, GGT, H,O, ve NOs
seviyesinde o6nemli derecede bir artisin, buna karsilik antioksidan
enzimlerden CAT, SOD, GST, GSR, GSH-Px aktivitelerinde azalmanin
oldugunu belirtmektedirler. Bu degisimlerin yine CCl,'Un oksidatif strese
sebep olarak antioksidan sistemi baskilaylp oksidan parametreleri

artirdigini ileri stirmektedirler. '>°
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CCl4 kararh olmayan baslangi¢c metaboliti olan triklorometil
(CCl37) serbest radikalini olustuktan sonra, lipidler ve proteinler ile kovalent
badlar olusturarak O, varliginda hizla triklormetil peroksite (CCl30;27) veya
hidrojen atomlarini kaybetmis olan kloroform (HCHO)formuna dénisur.
Daha sonra sekonder olarak olusan konjuge dien, lipid hidroperoksit ve

malondialdehid gibi trtnler ile kisa zincirli karbonhidrat tlrevleri olusur.

Cyt P450

CCl, -, CClhL +CI™
CCI3-+ 02- e CCI302-

Yukaridaki reaksiyon geregi CCls~ radikalinin oksijenle
reaksiyonu sonucu meydana gelen CCIsO;" radikali de kuvvetli bir lipid
peroksidasyonu baslaticisi olarak bilinir. Bu olaylari takiben serbest radikal
Uretimi hicre/dokuda antioksidan savunmalari baskilar. Bunun sonucu
olarak da hicre membranlarinin oksidatif yikimi ve ciddi doku hasari

meydana gelir. "3144.145

Herhangi bir etkenle (kimyasal, travma, radyasyon, stres vs)
oksidatif strese maruziyet s6z konusu oldugunda, hiicre ve dokularin
(canli organizmanin) fazla hasar gérmemesi igin organizmada mevcut olan
antioksidan savunma sistemine ek olarak eksojen antioksidan maddelerin

(gerekli durumlarda) alinmasinin faydali olacagdi kanaatindeyiz.
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7. OZET

KARBON TETRAKLORUR (CCly) VERILEN RAT BOBREK
DOKULARINDA OKSIDAN /ANTIOKSIDAN SISTEMLERIN
ARASTIRILMASI

Bu calismada CCl4’ Un rat bébrek dokularinda serbest radikal
metabolizmasinda rol alan antioksidan enzimlerden slUperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-s-transferaz (GST) ve
katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu indeksi olarak
bilinen tiyobarbutirik asitle reaksiyon veren aldehit turevleri (TBARS)
seviyeleri arastirildi. Ayrica indol tdrevi olan ve antioksidan ézellige sahip

oldugu belirtilen Stobadine’nin koruyucu etkisinin olup olmadigi arastirildi.

Calismada 250-300 gr agirliginda, wistar albino cinsi toplam
40 adet erkek rat, rastgele kontrol (K), Stobadin(S), CCl4 (C) ve Stobadin +
CCl4 (SC) olmak Uzere 4 esit gruba bdlindu.

CCl4 8 hafta boyunca 03 (1. hafta), 0.7 (2. hafta) ve 6 hafta
boyunca da 1 mL/kg seklinde artan dozlarda intraperitoneal olarak;
stobadin ise 8 hafta boyunca 3 doz/hafta oral olarak 24.7mg/kg/gln
verilerek gergeklestirildi. Sekiz hafta sonunda ratlar anestezi altinda feda
edilerek bobrek dokulari c¢ikartildi. Bébrek dokusu Uzerine CClsUn
muhtemel oksidan etkisi ile stobadin’in muhtemel antioksidan etkisi

enzimatik ve histopatolojik olarak incelendi.

CCly, grubunda SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri
kontrol grubuna gobre istatistiksel olarak anlamli derecede azalirken
(p<0.001, p<0.01 ve p<0.01) GST aktivitesi ve TBARS dizeyleri

istatistiksel olarak anlamli derecede yukselmistir (p<0.025 ve p<0.05). Bu
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verilere paralel olarak CCls grubunda kontrol grubuna gére histopatolojik

olarak dnemli degisiklikler gbzlenmigtir.

Stobadine grubunda ise SOD aktivitesi digsinda CAT, GSH-
Px ve GST enzim aktiviteleri ile TBARS seviyesi kontrol grubuna gére
yuksek olarak bulunmustur, (istatistiksel olarak GST ve TBARS
seviyelerindeki degisiklik anlamhdir p<0.01 ve p<0.05), SOD aktivitesi ise

anlamli derecede disuk olarak bulunmustur (p<0.025).

Stobadine + CCls verilen grupta ise, SOD ve CAT enzim
aktiviteleri kontrol grubuna gére anlamli derecede disik seyretmesine
karsilik (p<0.001), GST aktiviteleri ile TBARS seviyeleri ylksek olarak
bulunmustur ( p<0.001ve p<0.05 ). GSH-Px aktivitesinde ise anlaml
derecede dusme gbézlenmistir (p<0.005).

Antioksidan potansiyele sahip oldugu belirtilen stobadine’nin
yaptigimiz deneyde SOD enzimi aktivitesinde azalmaya, buna karsilik
GST aktivitesinde artisa yol actigi; GSH-Px ve CAT aktivitelerinde anlamli
bir degisiklige sebep olmadidi gdézlenmigtir. Ayrica Stobadine sanki
oksidan bir ajan gibi TBARS seviyesinde de artisa sebep olmustur.
Enzimatik etkinin tersine, histopatolojik incelemelerde CCl4’lUn etkisi
stobadine uygulamasi ile hicresel boyutta kontrol seviyesine yakin
duzelmelere sebep olmustur. Bu sonuc¢ bizlere stobadine’nin bagka

mekanizmalarla etki g6sterebilecegini ngérmektedir.
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8. SUMMARY

INVESTIGATION OF OXIDAN/ANTIOXIDANT STATUS TREATED
WITH CCl4 IN RAT KIDNEY TISSUES

To investigate the free radical metabolysing enzyme
activities such as SOD, CAT, GSH-Px and GST and as known index of
lipid peroxidation, thiobarbituric acid rective substances (TBARS) and free
radical scavenger properties of stobadine were studied treated by CCl4 in

rat kidney tissues.

Forty male Wistar-Albino rats weighing approximately 250-
300 grams were used in the study. The rats were randomly divided into
equal 4 groups such as Control (K), Stobadine (S), Carbon tetrachloride
(C) and Stobodine+ CCl4(C+S)

CCls was given intraperitionealy in sequentially increasing
doses 0.3, 0.7 and 1.0mL/kg body weight for 8 weeks period. Stobadine
treatment was applied orally at 3 dose/week 24.7 mg/kg/day for 8 week
priods. The animals were sacrificed after 8 week of treatment and kidney

tissues were removed.

The level of TBARS as a lipid peroxidation index was
measured in kidney homogenates. Also, the activities of superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px) and

glutathione-S-transferase (GST) in kidney tissues were determined.

In CCls-treated group, the level of TBARS was significantly
increased (p<0.05) compared to controls. The enzyme activities of SOD,
CAT and GSH-Px in kidney were significantly decreased (p<0.001, p<0.01
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and p<0.01 respectively), but GST activities were significantly elevated

(p<0.025) in comparison with controls.

While SOD activities were significantly decreased (p<0.025)
GST activities and TBARS levels were significantly elevated (p<0.01 and
p<0.05 respectively) in stobadine group versus controls. However no

meaningfull differences were found CAT and GSH-Px activities.

In CCls+Stobadine -treated group, the changes in the levels
of TBARS and GST activities were significantly increased (p<0.05, p<0.05
and p<0.001 respectively) compared to controls, but SOD and GSH-Px
activities were significantly lowered (p<0.001and p<0.005). No meaningfull

differences were found CAT activities.

Oxidative stress may be a major mechanism for the toxicity
of CCls. Stobadine served a protective effect against CCly toxicity by
histopathologically, in contrast  increased the lipid peroxidation. These
results suggest that the protective effects of stobadine against CCly toxicity
in kidneys is due at least partly to its antioxidant properties, scavenging
CCls associated free radicals. Additional kinetic research may be
necessary to determine effects of the stobadine on the antioxidant

enzymes activities via carbon tetrachloride exposure.
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