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OZET

Sicanlarda Siklofosfamid ile indiiklenen Nefrotoksisiteye Karsi Rosmarinik
Asit’in Etkileri

Bu c¢alismada, siklofosfamid (CP) ile olusturulan bobrek hasarina karsi
rosmarinik asit (RA)’in koruyucu etkisi arastirildi. Bu amacla histopatolojik ve
biyokimyasal degerlendirilmeler yapildi.

18 adet Spraque Dawley cinsi erkek sigan, Sham, CP ve CP+RA olmak iizere
rastgele 3 gruba ayrildi. Sham grubuna, deneyin 1. giiniinden itibaren 8 giin boyunca
gavaj ile serum fizyolojik (SF) verildi ve deneyin 8. giinii intraperitoneal olarak SF
uygulamasi yapildi. CP grubuna 1. giinden 8. giine kadar gavaj yoluyla SF verildi ve
deneyin 8'inci gilinlinde intraperitonal olarak tek bir doz 200 mg/kg CP uygulandi.
CP+RA grubuna ilk giinden itibaren 8 giin siireyle 100 mg/kg RA gavaj ile ve 8.
giinde intraperitoneal olarak 200 mg/kg CP verildi. Deneyin 9. Giinii, siganlar
sakrifiye edildi ve kan tiiplerine siganlarin kanlar1 alindi. Cikarilan her sol bobregin
yarisi, fiksasyon ve histolojik degerlendirmeler i¢in %10 formalin ¢ozeltisine alindi.
Bobrek doku ornekleri, 151k mikroskobik degerlendirme i¢in hematoksilin ve eozin
(H&E), Masson trikrom ve periyodik asit-Schiff (PAS) boyama yontemleri ile
boyandi. Sol bobregin diger yarisindan doku MDA, SOD, CAT degerlendirmeleri
yapildi. Kan serum 6rneklerinde BUN ve kreatinin 6l¢iildii.

Histopatolojik degerlendirmelerde CP grubunun bobrek kesitlerinde tiibiiler
atrofi, glomeriiler hasar, vaskiiler konjesyon, interstisyel inflamasyon,
vakuolizasyon, tiibiil epitelinde dokiilmeler, 16kosit infiltrasyonu ve hiyalin madde
birikimi gozlendi. Bu bozukluklar, CP+RA grubunda CP grubuna goére Onemli
6l¢iide azaldi. Masson trikrom boyamada, CP grubuna ait bobrek kesitlerinde yer yer
hafif diizeyde intertiibiiler kollajen artis1 saptandi; CP+RA grubuna ait bobrek
dokusunda CP grubuna kiyasla, intertiibiiler alandaki kollajen miktarinda azalma
belirlendi. PAS boyali kesitlerde, CP grubunda tiibiiler epitelde yaygin dokiilme,
vakuolizasyon gibi patolojik bulgular saptandi ve firgamsi kenar ve bazal membranin

bozuldugu alanlar gézlemlendi. Bu bozukluklar, CP grubuna gére CP+RA grubunda



azaldi. CP grubunda artan BUN degeri CP+RA grubunda azalmig, CP grubunda
azalan SOD degeri CP+RA grubunda artmustir.

Bulgularimiz, CP’nin si¢an bobreginde histopatolojik hasarlar olusturdugunu
ve RA tedavisinin CP’nin olusturdugu bu bozukluklar1 nispeten diizelttigini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Rosmarinik asit, Siklofosfamid, Toksisite, Bobrek,
Oksidatif stres



SUMMARY

Effects of Rosmarinic Acid Against Nephrotoxicity Induced by
Cyclophosphamide in Rats

In this study, the protective effect of rosmarinic acid (RA) against renal
damage caused by cyclophosphamide (CP) was investigated. For this purpose,
histopathological and biochemical evaluations were made.

18 Spraque Dawley male rats were randomly divided into three groups:
Sham, CP and CP+RA. Sham group was given physiologic serum (PS) by gavage for
8 days from the 1st day of the experiment and PS was administered intraperitoneally
on the 8th day of the experiment. CP group was given PS by gavage from the 1st
day to the 8th day and a single dose of 200 mg/kg CP was administered on the 8th
day of the experiment intraperitoneally. The CP+RA group was given 100 mg/kg RA
by gavage for 8 days from first day and 200 mg/kg CP intraperitoneally on the 8th
day. On the 9th day of the experiment, the rats were sacrificed and the blood of the
rats was taken into the blood tubes. Half of each left kidney removed was taken into
a 10% formalin solution for fixation and histological evaluations. Kidney tissue
samples were stained using hematoxylin and eosin (H&E), Masson trichrome and
periodic acid-Schiff (PAS) staining methods for light microscopic evaluation. Tissue
MDA, SOD, CAT assessments were made from the other half of the left kidney.
BUN and creatinine in blood serum samples were measured.

In histopathological evaluations, tubular atrophy, glomerular damage,
vascular congestion, interstitial inflammation, epithelial vacuolization, desquamation
in tubular epithelium, leukocyte infiltration and hyaline material accumulation was
observed in the kidney sections of the CP group. These disorders were significantly
reduced in the CP+RA group compared to the CP group. In the kidney sections with
Masson trichrome staining, when compared with the other groups, a slight increase
was observed in the intertubular collagen in the CP group. Compared with CP group,
there was decrease in the amount of collagen in the area between the tubules in the
kidneys in CP+RA group. In PAS stained sections, histopathological findings such as

widespread shedding, vacuolization were detected in the tubular epithelium and



disruption of brush border and basal membrane were observed in CP group. These
disorders decreased in CP+RA group compared to CP group. Increased BUN value
in CP group decreased in CP+RA group; whereas decreased SOD value in CP group
increased in CP+RA group.

Our results show that CP causes histopathological damage in the rat kidney
and that RA treatment relatively corrects these disorders caused by CP.

Key Words: Rosmarinic acid, Cyclophosphamide, Toxicity, Kidney,

Oxidative stress
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1. GIRIS VE AMAC

Bobrekler karin boslugunun {ist ve arka tarafinda, columna vertebralis’in her
iki tarafinda retroperitoneal bulunur. Bobregin ana gorevi, renal arter yoluyla gelen
plazmay filtre ederek ve filtrattan viicudun ihtiyacina gére maddeleri uzaklagtirarak
kanin ultrafiltrasyonunu saglamaktir. Bobrekler glomeriiler filtrasyon, tiibiiler geri
emilim ve sekresyon sonucu idrar olusturur. Bobrekler, idrarla atilan su ve elektrolit
miktarmi degistirerek viicut sivilarinin hacmini, konsantrasyonunu, ozmolaritesini,
elektrolit igerigini ve asiditesini diizenler. Viicutta metabolizma sonucu olusan son
iriinleri, yabanct maddeleri, cesitli toksin ve ilaglar1 viicuttan uzaklastirir.
Anjiyotensinojenden anjiyotensin olusumunu katalize eden renin ile arteryel kan
basinci diizenlenir. Eritropoetin ile kemik iliginde eritrosit olgunlagsmasi uyartlir ve
bdylece eritrosit yapimi diizenlenir. Viicudun kalsiyum fosfor dengesini diizenleyen
vitamin D3’ln aktif formu olan 1,25-dihidroksi vitamin D3 ve vazodilatator etkili
prostoglandin sentezi bobreklerde gergeklestirilir. Bobrek hiicreleri yiliksek kan akimi
ile karsilasmasi, mediiller interstisyumda toksinleri konsantre etmesi ve tiibiiler
epitelde 6zel tasiyicilar bulunmasi nedeniyle toksik hasara olduk¢a duyarlidir (1-3).

Kanser; hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile olusan bir hastaliktir; normal
doku ve organlar istila eder ve sonunda tiim viicuda yayilir. Oral olarak aktif bir
alkilleyici ajan olan siklofosfamid, ¢esitli malign ve malign olmayan rahatsizliklar
tedavi etmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Sitotoksik, immiinsupresif,
antiinflamatuvar ve antineoplastik etkili, alkilleyici bir ajan olan siklofosfamid (CP)
kiiciik hiicreli ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, multiple skleroz, mikroskobik
polianjit, sistemik lupus eritematozis, Wegener graniilomatozisi, romatoid artrit,
Behget hastaligi, glomerulonefrit gibi inflamatuvar ve neoplastik hastaliklarda yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (4-12).

Ancak siklofosfamidin metabolik aktivasyonu icin karacigerde gergeklesen
reaksiyonlar sonunda fosforamid hardali, akrolein gibi bazi sitotoksik metabolitler de
olusur. Akrolein siklikla siklofosfamid tedavisi sirasinda goriilen yan etkilerden
sorumlu iken, fosforamid hardali antitimor etkilerden sorumludur (13). Olusan bu
toksik metabolitler nedeniyle de bu kadar yaygin kullanim alani olan siklofosfamidin

pek ¢ok istenmeyen yan etkisi goriiliir. Siklikla karsilagilan yan etkileri arasinda



kemik iligi depresyonu, mide bulantisi, kusma, alopesi bulunurken, organ spesifik
yan etki olarak iiriner sistem toksisitesi (6zellikle hemorajik sistit, mesane kanseri),
pulmoner ve kardiyak toksisite goriilmektedir. Uzun donem yan etkileri arasinda ise
reprodiiktif, onkojenik ve teratojenik etkileri bulunmaktadir (4). Bobrek iizerinde
etkilerinde ise tiibiillerde dilatasyon, tiibiiler epitelde diffiiz hidropik dejenerasyon ve
pihtilasma nekrozu, glomeriiller ve venlerde siddetli hiperemi ve Bowman
kapstiliinde dilatasyona sebep oldugu gosterilmistir (14).

Rosmarinik asit (RA) Lamiasae bitki familyasinda bulunan dogal bir fenol
karboksilik asittir (15). RA, antioksidan, anti-mutagen, anti-bakteriyel ve anti-viral
gibi dikkat cekici biyolojik etkilere sahiptir (16). Yapilan ¢aligmalarda rosmarinik
asitin fokal glomeriiler nekrozunu, Bowman kapsiilii dilatasyonunu, tiibiiler epitel
dejenerasyonunu, tiibiiler epiteldeki nekroz ve dilatasyonu 6nemli dl¢iide engelledigi
gosterilmistir (17).

Bu ¢alismada siklofosfamid ile olusturulan renal hasara karsi rosmarinik

asitin etkilerinin histopatolojik ve biyokimyasal agidan degerlendirilmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobrek Morfolojisi

2.1.1. Bobrek Embriyolojisi

Gastrulasyon sirasinda orta hatin her iki tarafinda olusan intraembriyonik
mezoderm; paraksiyal mezoderm, intermediate (ara) mezoderm ve lateral mezoderm
olmak iizere iice ayrilir. Intermediate mezoderm, embriyoda bobreklerin, suprarenal
bezlerin, gonadlarin ve genital kanal sisteminin gelisiminde gérev alir (18).

Intermediate mezoderm, embriyonun dorsal duvari boyunca uzar. 4. hafta
basinda, embriyonun enine kivrildigi donemde, intermediate mezoderm ventrale
kayar ve somitlerle iliskisini keser. Ilkel aortanin her iki yaminda uzanan bu
mezoderm kabartis1 lirogenital kabarti (urogenital ridge) olarak adlandirilir. Bu
kabartidan iiriner ve genital sistemler meydana gelir. Uriner sistemi meydana getiren
iriner kabart1 pargasina nefrogenik kordon denir. Nefrogenik kordonun servikal ve
yukar1 torasik bolgelerinde intermediate mezoderm segmentlenmistir ve bu
segmentlere nefrotom denir. Nefrogenik kordonun asagi torasik, lumbar ve sakral
bolgelerinde ise intermediate mezoderm segmentsizdir. Bu bdlgelerde birbirini
izleyen ii¢ iiriner sistem olan pronefroz, mezonefroz ve metanefroz gelisir (19).

Ik olusan bobrek sistemi olan pronefrozlar rudimenterdir ve fonksiyonel
degildir. Ikinci olusan bdbrek sistemi olan mezonefrozlar daha iyi gelismistir ve fetal
donemin erken safhalarinda kisa bir siire fonksiyon gosterirler. Ugiincii olusan
bobrek sistemi olan metanefrozlar, kalici, ayn1 zamanda esas bdobrekleri
olusturmaktadir (20).

Pronefroz dordiincii hafta baginda (22. giin civarinda) servikal bolgede, 6n
intermediate mezodermden koken alan 7-10 adet solid hiicre toplulugu olan
nefrotomlar seklindedir. Pronefroz nefrotomlar1 laterale dogru biiyiiyerek liimen
kazanip nefrik tiibiilleri olusturur. Nefrik tiibiiller medialde intraembriyonik s6loma
acilirlar. Kaudale dogru ilerleyip birbirleri ile birleserek embriyonun her iki yaninda

longitudinal uzanan nefrik kanallar1 olustururlar. Glomertiller ve neftrik tiibiiller



primitif nefronlar1 temsil ederler. Dordiincii haftanin basinda olusan pronefroz,
dordiincii haftanin sonunda kaybolur (21).

Mezonefrozlar oldukga genis ve uzamis bosaltim organlari olarak dordiincii
haftanin sonlarinda pronefrozlarin kaudalinde ortaya ¢ikarlar. Pronefrik sistem
gerilerken mezonefroza ait ilk bosaltim tiibiilleri ortaya ¢ikar. Bu tiibiillerin boyu
hizla uzayip kivrilarak S seklinde bir halka haline gelir ve medial uzantilarinin
ucunda kapiller bir yumaktan olusan glomeriiller olusur. Tibiiller glomeriiliin
etrafinda Bowman kapsiiliinii olustururlar. Kapsiil ve glomeriilden olusan yapiya
renal korpuskiil denir. Mezonefrik bobrekler, mezonefrik tiibiil igeren yaklasik 40
glomeriilden olusur. Tiibiiller, baslangigta pronefrik kanallardan kéken alan
mezonefrik kanallara (Wolff kanali) acilir. Mezonefrik kanallar da kloakaya agilir.
Mezonefroz, kalic1 bobrekler calismaya baslayana kadar 6. ila 10. haftalar arasinda
idrar olusturur. Mezonefroz 2. ayin ortalarinda orta hattin her iki yaninda genis oval
birer organ olusturur. Gelisen gonad ile birlikte olugturduklari sislik iirogenital
katlanti olarak isimlendirilir. Mezonefrozlar birinci trimesterin sonuna dogru (3. ay)
dejenere olur. Ancak, mezonefrik tiibiiller testislerin elastik kanallar1 haline gelir ve
erkeklerde bir¢ok yetiskin tiirevine doniismektedir (21-23).

Metanefroz kalict bobreklerin  primordiyumlart olarak besinci haftada
gelismeye baglar ve yaklasik 4 hafta sonra fonksiyonel hale gelirler. Kalic1 bobrekler
iireter tomurcugu (metanefrik divertikiil) ve metanefrojenik blastem (mezenkimin
metanefrik kitlesi) olmak iizere iki farkli kokene sahiptirler. Ureter tomurcugu
mezonefrik kanalin kloakaya giris yerine yakin, disa dogru yapmis oldugu bir
divertikiildiir. Ureter tomurcugunun cevresinde yogunlasan intermediate mezoderm
ise metanefrojenik blastemi olusturur. Ureter, bdbrek pelvisi, kaliksler ve her
bobregin toplayict kanallart iireter tomurcugundan gelisir. Nefronun tiibiil sistemi
(proksimal ve distal tiibiiller, Henle kulbu ve Bowman kapsiilii) metanefrojenik
blastemden gelisir (20, 21, 24).

Glomertiler filtrasyon, glomertillerin diferansiyasyonundan sonra yaklasik
fetal yagamin 9. haftasinda baglar. Ama buna ragmen bobreklerin fonksiyonel
olgunlagmasi ve filtrasyonda artis dogumdan sonra ger¢eklesmektedir. Nefronlar

doguma kadar olusmaya devam eder, dogumdan sonra nefronlarin sayisinda artis



olmaz; yalnizca biiyiikliikleri artar, bu sayede dogumdaki lobiillii bobrek goriiniimii
stit gocuklugu doneminde kaybolur (20, 23).

Bobrek  gelisimi  kompleks — molekiiler  olaylarin  etkilesimiyle
diizenlenmektedir. Bagka organlarda oldugu gibi bobrekte de bu etkilesimler epitelle
mezengimal doku arasinda gergeklesmektedir. Bobrekteki bu karsilikli etkilesim
mezonefrozdan ayrilan {ireter tomurcuguyla metanefrik blastem mezensimi
arasindadir. Mezengimal dokudan salgilanan WT1 isimli transkripsiyon faktorti,
metanefrik blastemin iireter tomurcugunun uyarisina yanit verebilecek hale gelmesini
saglar. WT1 mezensim dokudan iireter tomucugunun dallanip biiyiimesini saglayan
GDNF (glial kokenli norotrofik faktor) ve HGF (hepatosit biiyiime faktorii) yapimini
da diizenler. Mezensimal ve epitelyal doku arasindaki etkilesimi saglayacak
sinyalizasyon yollarini, ireter tomurcugu epiteli tarafindan, HGF i¢in MET ve
GDNF icin RET tirozin kinaz reseptdrleri olusturur. Ureter tomurcuklari,
mezengimal dokuyu da FGF2 (fibroblast biiyiime faktorii 2) ve BMP7 (kemik
morfojenik proteini 7) ile uyarir. Bu biiylime faktorleri WT1 yapiminin devamini
saglarken, ayn1 zamanda hem apoptozisi bloke eder, hem de metanefrik mezensimin
proliferasyonunu uyarirlar. Mezensimal dokunun nefron olusturmak amaciyla
epitelyal bir dokuya doniismesi, ayn1 zamanda metanefrik mezensimde PAX2 ve
WNT4 yapimini artiran WNTI9B ve WNT6 ekpresyonu yoluyla iireter tomurcugu
tarafindan kontrol edilir. PAX2, mezensimi tiiblil olusumuna hazirlamak amaciyla
yogunlagtirirken, WNT4 yogunlasan mezensimal dokunun epitelize olarak tiibiilleri
olusturmasini saglar (20, 23).

Ilk basta kalict bdbrek (metanefrozdan tiiretilmis) sakrumun ventralinde
bulunur. Daha sonra arka karmn duvarmin farkli biiytimesi ve fetal egrilik azalmasi
nedeniyle bébrek torakolomber bolgeye (T12 — L3 vertebral seviyelere) ulasir. Ilk
basta bobreklerin hilumu ventrale bakmaktadir; fakat bobregin yiikselisi ile hilus
medial hatta dogru 90° doner. 9. haftayla birlikte her bobregin hilumu artik medial
olarak kars1 karsiya kalir (20, 25).

Bobreklerin - goreceli yilikselmesi sirasinda, L[2'de kesin renal arterler
gelisinceye kadar, kanlarin1 atardamarlardan kademeli olarak daha yiiksek

seviyelerde alirlar. Baslangigta bobrek pelvis icinde yatarken median sakral arter



tarafindan beslenir. Geldigi son noktada ise aortun lateral splanik dali tarafindan

beslenir (25, 26).



2.1.2. Bobrek Anatomisi

Bobrekler karin boslugunun iist ve arka tarafinda, columna vertebralis’in her
iki tarafinda retroperitoneal olarak bulunur. Fasulye sekline benzeyen bobrekler
ortalama 150 gr agirliginda, 6 cm genisliginde, 3 c¢cm kalinliginda ve 12 cm
uzunlugunda kirmizi-kahverengimsi bir ¢ift organdir. Sag bobrek karacigerin, sol
bobrek ise dalagin altinda bulunur ve sol bobrek orta hatta daha yakindir. Bobregin
iist ucu T12 vertebra, alt ucu L3 vertebra seviyesindedir. Sag bobrek karaciger
nedeni ile sol bobrege gore biraz daha asagidadir. Bobreklerin iki yiizii, iki kenar1 ve
iki ucu bulunmaktadir. One ve disa bakan yiiziine facies anterior, ige ve arkaya bakan
yiiziine facies posterior, konveks dis kenarina margo lateralis, konkav i¢ kenarina
margo medialis, list ucuna extremites siliperior, alt ucuna extremites inferior adi
verilir. Her bobregin igbiikey medial kenarinda renal hilum vardir. Renal hilum,
bobrek igindeki renal siniisiin giris kismidir. Bobreklere renal arter, sinirler, iireter,
renal ven ve lenfatikler renal hilumdan girer ve ¢ikarlar (27-31).

Bobregi saran olusumlar icten disa dogru capsula fibrosa, capsula adiposa ve
fascia renalis (Gerota fasyasi) olarak siralanir. Capsula fibrosa (renal kapsiil) ince
fakat saglam kollajen liflerden olusmustur; bu kilifin genisleme yetenegi azdir.
Fibroz yapida ve beyaz renkte olan bu tabaka bobrege parlaklik verir. Capsula
adiposa (perirenal yag kapsiilii) capsula fibrosa'yt saran bir yag tabakasidir. Bu
tabaka On yiizde, yan ve arka yiizlere gore daha incedir. Bu yag dokusu hilum
renale'den gegerek sinus renalis'e girer ve burada bulunan yapilar arasindaki
bosluklari doldurur. Fascia renalis (Gerota fasyasi) bobregi ve gl. suprarenalis'i
birlikte saran en dis Ortiidiir. Karin duvarindaki ekstraperitoneal bag dokusunun
(fascia subserosa) yogunlagmasi sonucu olustugu kabul edilir. Fascia renalis’in
arkasinda corpus adiposum pararenale adi verilen bir yag tabakasi1 bulunur. Bobregi
pozisyonunda tutan en Onemli olusumlardan biri fascia renalis olmakla birlikte
bobregin damarlari, komsu organlarin pozisyonu, capsula adiposa ve pararenal yag
tabakas1 bobreklerin karin arka duvarinda uygun pozisyonda bulunmasina yardimci
olan diger yapilardir (32, 33).

Bobrek parenkimasinin kapsiile yakin dis boliimii korteks, i¢ boliimii ise

medulla olarak bilinir. Her bobregin medial tarafinda, renal arter ve sinirlerin girdigi;



renal ven, lreter ve lenfatik damarlarin bobreklerden ¢iktigi hilum vardir. Hilum, kan
damarlari, idrar toplama sisteminin bir pargasi ve yag dokusu igeren renal siniis adi
verilen bir bosluga acilir. Renal pelvis ise dallanarak major renal kaliksleri olusturur.
Major kalikslerden minor kaliksler olusur. Mindr kalikslerin ug¢ kisimlarina papilla
adi verilir. Papillalarin u¢ boliimii toplama borulariin agilmasi sebebiyle deliklidir
ve bu ug boliimlere area cribrosa denir. Vertikal kesitlerde her papillanin, piramidal
sekilli medullar piramid adi1 verilen bir bobrek dokusunun tepe noktasinda bulundugu
goriiliir. Insan bobreginde yaklasik 5-11 piramid vardir. Korteks dokusu medulla
piramidleri arasindan medullaya ilerleyerek Bertini’nin renal siitunlarini olusturur
(34-36).

Bobregin kanlanmast 1. ve 2. lumbal vertebra'lar arasindaki discus
intervertebralis seviyesinde aoarta’dan ayrilan a. renalis’ler tarafindan saglanir. A.
renalisin dallanmalar1 sonucunda kortekste radial yonde seyreden, bobrek lopcuklari
arasinda olusan arterler a. interlobularis adin1 alir. A. interlobularis’ten ¢ikan ince
dallar arteriola glomerulus afferens adini alir; bu arterler rete capillare glomerulare
yumagint olustururlar. Rete capillare glomerulare tekrar birleserek arteriola
glomerularis efferensi olugturur. Arteriola glomerularis efferens; arterin girmis
oldugu kutuptan c¢ikar ve vv. interlobularis’e agilir; sirastyla vv. arcuate, wv.
interlobares ve v. renalise agilir. V. renalis, a. renalis’in 6niinde hilum renale’den
cikar ve v. cava inferior’a acilir (30, 37).

Lenfatikleri nodi aortici'ye drene olur. Parasempatik lifler n. vagus'tan gelir.
Sempatik lifler, ¢élyak ve superior mezenterik ganglionlar1 birbirine baglayan

splanknik sinirlerden gelir (30, 38).



2.1.3. Bobrek Histolojisi

Birlesik tiibiiler bez olarak kabul edilen bobrekler, ince bir fibroz bag dokusu
kapstilii ile sarili, fasulye seklinde organlardir. Kapsiilin dig kismi fibroblast ve
kollajen liflerden, i¢ kismu ise miyofibroblastlardan zengindir. Bobrek
parenkimasinin kapsiile yakin dis boliimii korteks, i¢ bolimi ise medulla olarak
bilinir. Bobrek korteksinde renal korpiiskiiller, nefronun kivrimli ve diiz tiibiilleri,
toplayici kanallar, toplayici tiibiiller ve kan damarlar1 bulunur. Medulla ise renal
korpiiskiil icermez, diiz tiibiilleri ve toplama kanallarini1 bulundurur (39, 40).

Bobrek korteks dokusu kapsiil altinda uzanir ve medulla piramidleri arasindan
medullaya ilerleyerek Bertini siitunlari1i meydana getirir. Bobrek cisimcikleri
nefronun baslangic kismini olusturur ve glomeriil olarak adlandirilan kapiler ag
icerir. Medulladan kortekse uzanan 400-500 tiibiil demeti uzanir. Dikey c¢izgiler
goriiniimleri nedeniyle mediiller ¢izgiler (Ferrein ¢izgileri) olarak adlandirilir. Her
mediiller 151n bobregin fonksiyon goren birimleri olan birka¢ nefron ile bir ya da
daha ¢ok sayida toplayici kanaldan olusur. Uriner sistemin fonksiyonel ve yapisal

birimleri nefronlardir (40).

Nefron

Her bobrek 1 ile 4 milyon nefron igerir. Nefronlar idrar olusumundan
sorumludur. Nefronu, bébrek cisimcigi (renal korpiiskiil), devaminda proksimal
kivrimli tiibiil, Henle kulpu, distal kivrimli tiibiil ve renal tiibiil sistemini toplayici
kanallara baglayan baglanti tiiblilleri olusturur. Bobrek cisimcigi, cift yaprakl
epitelden olusan Bowman kapsiilii ve Bowman kapsiiliine invajine olmus kapiller bir
yumak olan glomeriilden olusur. Bowman kapsiilii nefronun ilk kismi olup, bu
bolgede, glomeriiler ultrafiltrat {iretimi i¢in glomeriiler kapillerden gegen kan

filtrasyona ugrar (41).

Bobrek Cisimcigi
Bobrek cisimcigi glomeriiler yumak ve Bowman kapsiiliinden olusur. Bu yap1

nefronun baslangici olup yaklasik 200 um ¢apindadir.



Bowman kapsiilii iki tabakali bir kapsiildiir. Kapsiiliin i¢ tabakasi olan
visseral tabaka glomeriiliin kapillerlerini 6rter. D1s tabaka olan parietal tabaka ise dis
siirini olusturur. Kapsiiliin iki tabakasi arasinda, kapiller duvarindan ve visseral
tabakadan siiziilen sivinin toplandigi idrar boslugu bulunmaktadir. Her bobrek
cisimciginde afferent arteriollerin girdigi ve efferent arteriollerin ¢iktig1 bir damar
kutbu (vascular pole), proksimal kivrimli tiibiiliin basladig1 noktada bir idrar kutbu
(urinary pole) bulunur (42).

Bowman kapsiiliiniin parietal tabakasi ince bir retikiiler lif tabakas1 ve bazal
lamina ile desteklenen tek katli yassi epitel ile doseli iken, idrar kutbundaki epitel

tabakasi tek katl kiiboidal epitele doniisiir ve proksimal tiibiile baglanir (43).

Bobregin Filtrasyon Elemanlar:

Bowman kapsiiliiniin visseral tabakasi hiicrelerinden birkag¢ primer uzanti
¢ikar; bu 6zellesmis hiicreler podosit adini alir. Podositlerin hiicre gévdesinden ¢ikan
primer ¢ikintilar dallanarak sekonder ¢ikintilari olusturur ve bu ¢ikintilar pedisel
veya ayaksi c¢ikinti olarak adlandirilir. Pediseller kapiller endotel hiicrelerinin ve
podositlerin ortak olarak olusturduklar1 bazal lamina ile dogrudan temas halindedir.
Komsu podositlerin birbirleriyle i¢ ige gegen ayaksi ¢ikintilari, aralarinda yaklasik 40
nm genisliginde bosluk olacak sekilde, kenetlenirler ve bu aralik filtrasyon yariklar
olarak isimlendirilir. Filtrasyon yariginin gecirgenligini kontrol eden diger bir faktor
de burada bulunan ince bir membrandir. Bu membran filtasyon yarigi membrani
olarak isimlendirilir. Filtasyon yarigi membrani1 pencereli kapillerlerin diyaframlari
gibi ince bir tabakadir. Membrandaki nefrin, podokaliksin, P-cadherin gibi hiicre
membran proteinleri alblimin, gama globiilin gibi biiyilk molekiillerin gegisini
engeller. Nefrin, Nephl, Neph2, podosin gibi proteinler, yarik membraninin diizgiin
caligmasi igin gereklidir (40, 44, 45).

Glomeriil kapillerleri pencereli kapiller tipindedir. Endotel hiicrelerinde ¢ok
sayida acikliklar bulunur. Bu hiicrelerde diger pencereli kapillerlerde gozlenen
kapiller acikliklar1 birbirine tutturan diyafram yapisi bulunmaz. Bu yiizden
pencereler tamamen agiktir (40).

Glomeriiler kapillerlerdeki endotel hiicreleriyle, bunlarin dis yiizeyini orten

podositler arasinda kalin bir bazal membran bulunur. Glomeriiler bazal membran
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(300 nm) adi1 verilen bu tabakanin kapillerlerdeki kanla idrar boslugunu birbirinden
aytran bir filtrasyon engeli olusturdugu diisiiniilmektedir. Glomeriiler bazal membran
tip 4 kollajen, siyaloglikoprotein, laminin, fibronectin ve heparan siilfattan zengindir.
Glomeriiler bazal membran, elektrondan yogun olan kapiller endoteline bitisik
lamina rara interna ve Bowman kapsiiliiniin visseral hiicrelerine komsu lamina rara
eksterna ve bu iki tabaka arasinda daha fazla elektron yogun tip 4 kollajenden zengin
lamina densa tabakalarindan olusur. Glomeriiler bazal membran 70.000 daltondan
veya 3.6 nm’den biiylilk molekiillerin gecisini engeller. Anyonik partikiil ve
molekiiller lamina raralardaki polianyonik glikozaminoglikanlar nedeniyle

glomeriiler bazal membran1 gegemezler (39, 40, 43, 46).

Mezangium

Renal korpiiskiilde glomeriiler bazal membran ile kapillerler arasinda
mezangial hiicreler adi verilen bir hiicre grubu bulunur. Mezangial hiicrelerin
sitoplazmik uzantilar1 kapiller liimenine ulasacak sekilde endotel hiicrelerinin arasina
sokulur. Mezangial hiicreler ile matriksleri mezangiumu olusturur. Mezangial
hiicreler yerlesim yerine gore ikiye ayrilir. Intraglomeriiler mezangial hiicreler
glomeriiler kapiller ile podositler arasinda bulunan kontraktil 6zelligi olan 6zellesmis
perisit hiicreleri olarak kabul edilirler. Ekstaglomeriiler mezangial hiicreler (Lacis
hiicreleri) korpiiskiil disginda damar kutbu boyunca uzanarak bulunurlar ve

jukstaglomeriiler aparat olarak adlandirilan yapinin bir par¢asini olustururlar (47).

Jukstaglomeriiler Aparat

Renin anjiyotensin aldosteron sistemini aktive ederek kan basincinin ve sivi-
elektrolit dengesinin diizenlenmesinde gorev alan jukstraglomeriiler aparat, makula
densa, jukstraglomertiler hiicreler ve ekstraglomeriiler mezangial hiicrelerden olusur
(40).

Makula densa, distal diiz tiibiiliin afferent arteriyole komsu kismindaki epitel
hiicrelerinin degisiklige ugrayarak olusturdugu, glomerulusun damar kutbunda
afferent ve efferent arteriyoller arasinda uzanan bir yapidir. Distal diiz tiibiil
hiicreleriyle karsilastirildiginda daha uzun boylu epitel hiicrelerine ve daha biiyiik,

iist liste konumlanmis ¢ekirdek hiicrelerine sahiptir. Makula densa hiicreleri, distal
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diiz tiibiil limenindeki sodyum iyonlarinin konsantrasyonuna duyarlidir; sistemik
kan basincinda bir azalma, glomeriiler filtrat iiretiminin azalmasina ve dolayisiyla
distal tiibiiler sivida sodyum iyonlar1 konsantrasyonunun azalmasina neden olur (48).

Jukstaglomerular hiicreler, afferent arteriyol duvarmin modifiye diiz kas
hiicreleri olup, damar kutbuna yakin afferent ve efferent arteriyoller arasinda
bulunurlar. Bunlar genis, yuvarlagimsi (epitelioid) ve kiiresel ¢ekirdeklere sahiptir.
Sitoplazmalar1 PAS pozitif boyanabilen graniiller igerir. Juxtaglomerular hiicreler
salgiladig1 renin enzimiyle, kan basincindaki diisiise tepki gosteren baroreseptor
olarak gorev yapar (49).

Ekstraglomeriiler mezangial hiicreler (Lacis, Polkissen hiicreleri) laterali
afferent ve efferent arteriyol arasinda sinirlanip, taban1 makula densaya dayanarak
konik bir kiitle olusturur; bazal memranda biriken debris partikiilleri fagosite ederek
ortadan kaldirirlar. Bu hiicreler, makula densadaki Na + konsantrasyonundaki
degisikliklerin, glomeriiler kan akigin1 dogrudan kontrol eden sinyallere yol agtigi
tubuloglomertiler geri bildirim mekanizmasina katilir. Ekstraglomeriiler mesangial
hiicrelerin, makula densada ortaya c¢ikan bir sinyalin intraglomeriiler mesangial
hiicrelere iletilmesinden sorumlu oldugu diisiiniiliir; bu daha sonra kilcal halkalari

daha dar veya daha genis yapmak i¢in biiziiliir veya gevser (40, 50).

Bobrek Tiubiilleri

Renal tiibiiliin temel fonksiyonu, glomeriiler filtrattan su, inorganik iyon ve
diger molekiillerin reabsorbsiyonu ve bazi inorganik iyonlarin kandan tiibiil liimenine
direkt olarak sekresyonudur. Renal tiibiil, nefronun tiibiilleri ve toplama tiibiilleri ile

toplama kanallarimi igerir. Her bolgedeki tiibiiler fonksiyon ve histolojik goriiniim

farklidir (51).

Proksimal Tiibiil

Belirgin bir asidofilik sitoplazmaya, fircamsi kenara, hiicre i¢i siki
baglantilardan olan zonula okliidense, apikal endositik vezikiillere, lateral i¢ ice
gecislere, ¢cok sayida mitokondriye ve bazal girintilere sahip olan basit kiiboidal
epitel hiicrelerinden olusur. Nefronun en uzun ve genis boliimii olan proksimal tiibiil

iki cesittir. Proksimal kivrimli tiibiil, kortekste bulunurken proksimal diiz tiibiil
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medullaya dogru inerek Henle’nin kalin inen pargasini olusturur. Proksimal kivrimli
tiibiil, proksimal diiz tiibiile gére daha uzundur; bu yiizden kortekste daha sik goriiliir
(52, 53).

Genellikle bir proksimal tiibiiliin enine kesitinde, 6 ila 12 arasinda koyu
niikleus ve bol mitokondri sebebiyle asidofilik sitoplazmali epitel hiicresi goriiliir.
Hiicrelerin apikal ylizeyinde yer alan geri emilimi kolaylastiran, liimen iginde
belirgin bir firgamsi kenar olusturan, ¢ok sayida uzun mikrovillusa sahiptir. Firgamsi
kenar, mikrovillus iistiinde yer alan kalin glikokaliks tabakasi nedeniyle PAS pozitif
boyanir (40).

Henle Kulpu

Proksimal tiibiil daha sonra Henle kulpu (kangali) ile devam eder. Inen kalin
kol, inen ince kol, ¢ikan ince kol ve cikan kalin koldan olusur. Inen kalin kol
proksimal tiibiiliin diiz parcasiyla benzerlik gosterirken, ¢ikan kalin kol ise distal
tiibiiliin diiz parcasiyla benzerdir. ince kollar tek katli yassi epitel ile doseli iken,
kalin kollar al¢ak kiibik epitel ile doselidir (39, 54).

Inen ince pargaya gelen ultrafiltrat izoozmotik ozellikteyken, cikan ince

parcayi terk eden ultrafiltrat plazmaya gore hipoozmotiktir (40).

Distal Tiibiil

Henle kulpuna bagl ¢ikan kolunun devami olan diiz bir kisim ve kortekste
uzanan kivrimli bir kisimdan olusmaktadir. Distal kivrimli tiibiiller proksimal
kivrimli tiibiillerden daha kisadir. Distal tiibiiliin hiicreleri proksimal tiibiiliin
hiicrelerinden daha kisadir. Bu hiicrelerde firgamsi: kenar bulunmaz; bu nedenle
limen daha net ve daha genistir. Distal diiz tiibiil ile kivriml1 tiibiil arasinda hiicreler
Ozelleserek damar kutbunda jukstaglomerular aparatin yapisina katilan makula

densay1 olusuturur (55).

Toplama Tiibiilleri ve Toplama Kanallan
Distal kivrimli tiibiiller sirasiyla toplama tiibiilleri (toplayici tiibiiller) ve
kanallar1 olarak devam eder. Toplama tiibiilleri ve korteksin toplama kanallar1 tek

katli kiibik epitelle doseliyken, medullanin toplama kanallar1 tek katli kiibik veya tek
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katl prizmatik epitelle doselidir. Isik mikroskobunda, toplama kanallarinda hiicreler
arasi siirin belirgin olmasi nedeniyle, proksimal ve distal tiibiilerden kolayca ayirt
edilir.

Toplama kanallarinda iki ¢esit hiicre tipi vardir.

Esas hiicreler (agik hiicreler), soluk boyanan hiicrelerdir. Bu hiicrelerde bazal
plazma membran katlantilari, bir adet monosilyum, birka¢ adet mikrovillus ve kiigiik,
yuvarlak mitokondriler igerir.

Esas hiicreler arasinda dagilmis olarak bulunan koyu hiicreler (interkalat
hiicreler) daha az sayidadir. Daha bol mitokondri igerirler. Apikallerinde mikrovillus

ve mikroplikalar bulunur (40).
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2.2. Oksidatif Stres

Serbest radikaller dis yoriingelerinde eslesmemis tek bir elektron yer alan
kimyasal maddelerdir. Bunlar reaksiyona girdikleri molekiillerin diger tip serbest
radikallere doniismesine yol acarak hiicre hasarinin meydana gelmesine ve hasarin
yayilmasina neden olurlar (56).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) hiicre hasarindaki rolleri iyi tanimlanmuis, bir
cesit oksijen kaynakli serbest radikallerdir. ROS tiim hiicrelerde mitokondri
solunumu ve enerji tretimi sirasinda ger¢eklesen rediiksiyon oksidasyon (redoks)
reaksiyonlar1 ile I6kositlerin fagozom ve fagolizozomlarinda, —mitokondri
solunumundakine benzeyen ve respiratuar patlama (ya da oksidatif patlama) olarak
adlandirilan mekanizmalarla Tretilir. ROS iretimi, hipoksi ve Ozellikle de
reoksijenasyon i¢in karakteristiktir. ROS, hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit (O2
), hem demirle katalizlenmis Fenton reaksiyonu, hem de lipooksijenazlar,
peroksidazlar, NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz gibi cesitli enzimler tarafindan bir
dizi hiicresel reaksiyonda iiretilir. Serbest radikaller, lipidleri, proteinleri ve DNA'y1
olumsuz olarak degistirebilir; yaslanma ve bazi insan hastaliklarina neden olabilir.
Lipitler, olumsuz degisikliklere yol agabilecek lipid peroksidasyonuyla sonuglanan
serbest radikal hasarlarina egilimlidir. Proteinlerde olusan serbest radikal hasar
enzimlerin aktivitesinde kayba neden olabilir. DNA'nin yol agtig1 hasar, mutagenez
ve karsinogenez ile sonuglanabilir (56-58).

Oksidatif stres, serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin
serbest radikaller lehine bozulmasidir. Oksidatif stres ile hiicresel metabolizma
sirasinda olusan hidroksil radikali, siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi
reaktif oksijen tiirlerinin artist meydana gelir. ROS Ol¢timi, kisa yar1 Omiirli
olmalar1, yiiksek reaktiviteleri ve diisiik konsantrasyonda olmalar1 sebebiyle zordur.
Bu nedenle ROS’un neden oldugu hasarin degerlendirilmesi igin indirekt belirtecler
kullanilir. Serbest radikallerin etkileri ile makromolekiillerin oksidatif hasari
sonucunda ac¢iga c¢ikan lipid peroksidasyonu sonucu olusan bir iiriin olan

malondialdehit (MDA), protein karbonil (PCO), 8-hidroksiguanin (8-OHG) gibi
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iriinlerin viicut sivilar1 ve dokularda biyokimyasal yontemlerle Olgiilmesi ile
oksidatif hasar varligi tespit edilir (59-61).

Peroksidize ¢oklu doymamuis yag asitlerinin 6nemli ikincil bir oksidasyon
tirtinii olan MDA mutajenik ve sitotoksik etkilere sahiptir ve muhtemelen
aterosklerozun baslangicina katilmaktadir. MDA, serbest radikal hasarina baglh
oldugu diisiiniilen ¢esitli hastaliklarda yiiksek olarak tespit edilmesi nedeniyle,
biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir; biyoloji ve tip bilimlerinde lipoperoksidasyonun
degerlendirilmesinde en yaygin yaklasim olarak uygulanmaktadir (62-65).

Hiicre icinde siiperoksit ve hidrojen peroksit aracili hasara kars1 ilk savunma,
antioksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
rediiktaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-PX) ile olur (66-69).

SOD aerobik hiicrelerde oksijen radikalinin zararma karsi intraseliiler
savunmada biiylik rol oynar ve aktivitesinde yaslanmaya bagl olarak bir azalma
olmaktadir. Siiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit
(H202) ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.
Stiperoksit, oksijen metabolizmasinin bir yan {irlinii olarak tiretilir ve diizenlenmezse,
bircok hiicre hasarina neden olur. Bu nedenle SOD, oksijene maruz kalan hemen
hemen tiim canli hiicrelerde 6nemli bir antioksidan savunmadir. Yaygin olarak
bulunan sitozolik SOD yapisinda bakir ve ¢inko (CuZn-SOD), mitokondrial SOD
yapisinda mangan (Mn-SOD) bulunmaktadir. Cinko stabiliteyi saglamakta ve bakir
da aktiviteden sorumludur (70-74).

SOD enziminin canlilardaki dagilimi katalaz ile birlikte incelenmelidir.
Cinkii SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan {iriin, oksijenin toksik
tirtinlerinden biridir ve katalaz tarafindan birikimi 6nlenmektedir (75).

Katalaz, siklikla hidrojen peroksitin daha az reaktif gaz halinde oksijen ve su
molekiillerine ayrigsmasini hizla  katalize  etmek i¢in  hiicreler  tarafindan
kullantlir (76).

Katalaz tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan, dort hem
grubu igeren bir hemoproteindir. Katalaz hiicre iginde biiyik ¢ogunlukta
peroksizomlarda bulunur, ama mitokondrilerde de az miktarda bulunmaktadir (77,
78).
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2.3. Siklofosfamid

Siklofosfamid

phosphorine 2-oxide) en sik kullanilan alkilleyici antineoplastik ilaglardan biridir

(2-[bis(2-chloroethyl)amino]tetrahydro2//-1,3,2-oxazo-

(79, 80). Asagida CP’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri 6zetlenmistir (81).

Tablo 1. CP’nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri (81)

Molekiil formiilii

C7H15CI2N202P

Molekiil agirh@ 261,09

Fiziksel ozellikler Kokusuz, ince, beyaz kristal toz

Erime noktasi 49,5-53°C

Kaynama noktasi 336 °C

Yogunluk 1,479 g/cm3

Coziniirlik Kloroform, dioksan ve glikoller iginde ¢oziiliir, benzen,
karbon tetrakloriirde hafifce ¢oziiniir, eter ve asetonda ¢ok
az ¢Oziiniir

Boliim katsayisi 0,63

pKa 4,5-6,5

pH 7.5-8.0

N-NH3 (mg/L) 2-5

Stabilite 30°C’nin tlizerindeki sicakliklarda klor atomlarinin

ayrismastyla hidroliz meydana gelir. Oksidasyon, nem ve

1518a duyarlidir

2.3.1. Biyokimyasal Ozellikleri, Biyoyararhihg ve Etki Diizenegi

Intraven6z ve oral yolla uygulanabilir. CP gastrointestinal sistemden ve
parenteral bolgeden absorbe edilir. Karacigerde metabolize olur ve 48 saat i¢inde en
az % 80'i metabolizma ile elimine edilir. Uygulanan dozun % 25'ine kadar ilk 24 saat
icinde degismeden atilir. Kan plazmasinda yarilanma omrii 6.5 saate yakin olup;
parenteral olarak verildiginde ilacin aktif metabolitlerinin kan plazma konsantrasyon

doruk noktasina ulagma stiresi 2-3 saattir. Oral uygulamadan 1 saat sonra plazmadaki
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maksimum konsantrasyonlar elde edilir. CP, karacigerde sitokrom P-450 enzimleri
ile 4-hidroksi-siklofosfamid'e aktiflenir ve bu da aldofosfamide izomerize edilir.
Aldofosfamid, alkilleyici ajan olan fosforamid mustardina ve sitotoksik etkileri olan

akroleine donistiiriiliir (80, 82-85).

HO Q

Cl Cl Ci
NH NH
\P//ON/—/ eyt Paso \Pf/ONf—/ oxidase NHo
{ a —_— - —_— PN
VN N, ;
o cl ° cl o I
cyclophosphamide #hydroxy-cyclophosphamde 4-keto-cyclophosphamide
cl HoN C aidehyde ci cl
HoN bN O yd HoN
25 ffo — seort N7 /T oxdase AP /
o] + P=N -— Q /P -N —_— o) P-N —» HN
WA v H)j\/\ d N HOJ\/\OI N e
(o] Cl Cl Cl
acrolein phasphoramide mustard aldophosphamide nomitrogen mustard
‘ DNA
DNA/protein
adducts
CH {0,8.N)-protein
O cl & :EN'\[NHE NN
4 2 NN HNSN N NH
NH b N
OH S NH 8 OH HO fe) OH $
OH NH 2~ N
NZS-N N
1:& 2 NFN-N OH NS L | »
HANENTN L L2 Nj Y o) HoN SN~ N
HNSNTTN Ny N HO P O~ g~
o]
nor-G-OH nor-G G-nor-G

3'-dGMP-phosphoester adduct

Sekil 1: Siklofosfamid aktivasyonu ve DNA ile reaksiyonlar1 (85).

DNA'da N7 guaninin alkilasyonu yanlis kodlamaya, guaninin purin halkasi
yapisinin tahrip olmasina veya depiirinasyona ve DNA'nin ¢apraz baglanmasina veya
replikasyon blokajina neden olur. Bunun sonucunda olusan sitotoksik etkileri
onlemek veya ortadan kaldirmak i¢in CP, tipik olarak ¢esitli detoksifikasyon ve

koruyucu ajanlarla birlikte kullanilir (86).

2.3.2. Kullanim Alanlar1

CP hem hematolojik ve hem de solid tiimorlerin tedavisinde kullanilmaktadir.
Losemi, meme kanseri, serviks kanseri, Hodgkin lenfoma, non-Hodgkin lenfoma,
akut lenfositik lenfoma, koryokarsinoma, testis kanseri, akciger kanseri vakalarinda,
yumusak doku sarkomlarinda, néroblastomlarda, rhabdomyosarkomlarda tedavi

amaciyla kullanilmistir. Siklofosfamid immunosupresif etkinligi nedeniyle romatoid
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artrit, Behget hastaligi, nefrotik sendrom, trombositopenik purpura, sistemik lupus
eritematozis ve Wegener granulomatozisi gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de

kullanilir. Ayrica CP organ transplantasyonu sonrasinda doku reddinin kontroliinde

de yaygin olarak kullanilmaktadir (80, 83, 87-93).

2.3.2. Yan Etkileri

CP’in en sik goriilen yan etkileri bulanti, kusma, diger gastrointestinal
bozukluklar ve kemik iligi baskilanmasidir. Bulanti ve kusma ilacin verilisinden en
az 6 saat sonra baslar ve 4 saat kadar siirer. Kemik iligi baskilanmasina baglh
lokopeni ve trombositopeni olusur ve ilaca baslandiktan 1-2 hafta sonra en diisiik
degere iner. Alopesi ve gonadal hasar gibi toksik etkilerinin yani sira siklofosfamid
insanlarda kanserojen potansiyele sahiptir. Bununla birlikte CP tedavisi gegici veya
kismen kalici steriliteye neden olabilir. Kromozom hasari, mikronukleus ve kardes
kromatid degisimi ve bu sayede genotoksi Olusturarak, DNA iplik¢ik kiriklar
tiretebilir (5, 80, 94-97).

Kullaniminda 6nemli bir sinirlayict faktor olan iirolojik yan etkiler, idrar
siklig1, diziri, aciliyet, suprapubik rahatsizlik ve mikrohematiiri ile birlikte durma
gibi gecici irritatif bosalma semptomlarindan hayati tehdit edici hemorajik sistite
kadar degisir. Mesane fibrozisi, nekroz, kontraktiir ve vezikotireteral reflii de
bildirilmistir. Ayrica gesitli ¢alismalarda nefrotoksik oldugu da bildirilmistir.
Bununla birlikte, siklofosfamidin, renal tiibiiller izerinde dogrudan bir etkiye neden
oldugu ve uygun olmayan bir su tutma durumuna neden oldugu belirtilebilir. Bu
nedenle asir1 hidrasyon hastay asir1 sivi yiiklenmesi ve olas1 hiponatremi, ndbet ve
oliim riski altinda birakabilir. Siklofosfamidin iirotelyal toksisitesini azaltma
girisimleri, mesanede akroleini inaktive eden tiyol bilesiklerinin gelismesine neden
olmustur. En faydali ajan sodyum 2-merkaptoetan-siilfonattir (mesna). Mesna oral
veya parenteral olarak verilebilir ve dakikalar i¢inde stabil bir inaktif disiilfite
oksitlenir. Akroleini bagladigi idrarla atildiginda aktif hale gelir. Mesna, idrarda 4-
hidroksisiklofosfamid'den akrolein salinimin1 inhibe eder (4, 96, 98-101).
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Akroleini glutatyon ile bagladiktan sonra hiicresel hasar yapabilir. Glutatyon
bagimli doku antioksidan savunma sistemine miidahale ederek yiiksek oranda serbest

oksijen radikali olusuma yol agar ve bu hiicreler i¢in mutajenik etkiye sahiptir (102).
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2.4. Rosmarinik Asit

Rosmarinik asit (RA) [((R)-O-(3,4-Dihydroxycinnamoyl)-3-(3,4-
dihydroxyphenyl) lactic acid, 3,4-Dihydroxycinnamic acid (R)-1-carboxy-2-(3,4-
dihydroxyphenyl) ethyl ester], bir kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenillaktik asit
esteridir. RA ilk olarak saf bir bilesik olarak iki italyan kimyaci olan Scarpati ve
Oriente tarafindan izole edildi ve Rosmarinus officinalis'ten izole edildigi i¢in bu
bilesige rosmarinik asit adi verildi. Kafeik asit kism1 sadece fenilalaninden ve 3,4-
dihidroksifenillaktik asit kismi ise sadece tirozinden olusur. Kirmizi-turuncu renkteki
RA’nin  molekiiler formiili CigH1608’dir ve IUPAC ismi (2R)-3-(3,4-
dihidroksifenil)-2-[(E)-3-(3,4-dihidroksifenil) prop-2-enoil] oksipropanoik asittir
(103-106).

RA, her ikisi de orta konumda hidroksil grubu igeren iki fenolik halkadan
olusan hidroksillenmis bir bilesiktir. Iki halka arasinda karbonil grubu, bir
karboksilik asit ve doymamus bir ¢ift bag grubu bulunur (Sekil2) (107).

4 N

~_OH

HO‘ NG N u ,1\ A A

HO™ Y
Rozmarinik asit

\ /

Sekil 2. Rosmarinik asitin yapisi (107)

Lamiaceae'nin Nepetoideae alt familyas: ile Boraginaceae tiirlerinde yaygin
olarak bulunur. Yaygin olarak; melisa (Melissa officinalis), biberiye (Rosmarinus
officinalis), adagay1 (Salvia officinalis), nane (Mentha piperita), kekik (Thymus
vulgaris), mercankosk (Origanum majorana ) bitkilerinde bulunmakla birlikte perilla
(Perilla frutescens L.), feslegen (Ocimum basilicum L.), Holy feslegen (Ocimum
tenuiflorum) gibi pek ¢ok bitkide bulunmaktadir (103, 108, 109).

Yiiksek biyolojik aktivitesi, kimyasal yapisindaki 6zellikle iki katekol kismi

ile ilgilidir. Katekol, fenolik antioksidanlarin gii¢lii antioksidan aktivitesi i¢in 6nem
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tagimaktadir. Fenolik bilesikler serbest radikalleri noétralize edebilmek igin
elektronlari veya hidrojen atomlarii kolayca baglarlar ve elde edilen fenoksil
radikalleri ana fenolii enzimatik olarak geri doniistiiriiliirler. Fenol, OH ve diger
gruplar (katekol, fenolik asitler), H-bagislayicit aktiviteleri nedeniyle RA'min
antioksidan aktivitesini olustururlar. Ayni zamanda RA’nmn fenolik asit olmasi
sebebiyle serbest radikalleri yakalayarak etkili bir antioksidan islevi gosterir.
Fenoliklerin antioksidan kapasitesi, biiyiik 6l¢iide hidroksil gruplarinin sayisina ve
hatta daha fazlasina baghidir. RA'da oldugu gibi aromatik halkanin orto
pozisyonundaki hidroksil gruplari, antioksidan kapasitesini biiyiik olglide artirirlar.
Suda ¢oziinlir bir polifenolik bilesen olan RA i¢in ¢ok sayida biyolojik aktivite
tanimlanmustir. Bunlar arasinda antiinflamatuar, antioksidan, antitimor, antiviral,
antibakteriyel ve antimikrobiyal 6zellikler bulunmaktadir (110-119).

RA’nin iyilestirici etkileri deneysel ve klinik arastirmalarla kanitlanmistir.
Tedavi etmek amaciyla Alzheimer, iskemik kalp rahatsizlifi, hiperglisemi,
hepatotoksisite, depresyon, Kkatarakt, ateroskleroz, atopik dermatit, alerjik
iltihaplanma, peptik {ilser, artrit, katarakt, romatoid artrit ve bronsiyal astim
hastaliklarinda kullanilmaktadir. Deneysel c¢alismalarda diyabetik nefropatiyi
diizelttigi ve renal protektif etkilerinin oldugu, deneysel Alzheimer modellerinde
diizelme oldugu gozlenmistir (103, 120-129)

Rosmarinic asit gibi fenolik bilesikler; kansere kars1 da koruma saglarlar ve
biberiye (Rosmarinus officinalis) ve maydanozgillerden sanikel (Sanicula europaea)
gibi kozmetik endiistrisinde kullanilan bitkilerin anti-oksidan aktivitesine katkida
bulunurlar (130).

RA'nin antioksidan ve antiinflamatuar aktiviteleri igeren cesitli biyolojik
ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir. RA, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
oksidasyonunun dnlenmesi ve murin hiicre proliferatif, siklooksijenaz ve anti-alerjik
aktivitenin inhibisyonu gibi cesitli farmakolojik aktiviteleri vardir. Siklooksijenazi
inhibe ederek prostaglandin sentezini bloke etmesi sebebiyle anti-inflamatuar aktivite
gosterir (131-134).

RA'nin iskemi-reperfiizyon gibi oksidatif strese bagli patolojilerde prooksidan

durumu azaltmak igin etkili bir ajan oldugu da gosterilmistir (135).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Etik Kurul Onay1 ve Finansal Destek

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu onay: alinarak basland:1 (Tarih: 15/10/2018; Protokol No: 2018/36). Bu
Calisma KTU Bilimsel Arastrma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

desteklenmistir (Proje No: TTU-2018-8011).

3.2. Deney Hayvanlari, Gruplar ve Deneysel Calisma Plam

Arastirma i¢in agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen Spraque Dawley tipi 18
erkek sican kullamldi. Calisma grubunu olusturan siganlarm tamami KTU Tip
Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden saglandi. Sicanlar 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik ortamda, sinirsiz beslenme sartlarinda muhafaza edildi.
Ieme suyu olarak ¢esme suyu, beslenmesi i¢in standart sigan yemi (Bayramoglu Yem
ve Un Sanayi Tic. A.S., Erzurum, Turkey) verildi. Sicaklik 22+2°C, nem % 5045
olacak sekilde ayarlandi. Sicanlar calisma siiresince standart Tip III kafeslerde
barindirildi (Resim 1). Siganlarin bakimi, deneyin biitiin uygulamalar1 ve sicanlarin
sakrifiye edilmesi KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkez’inde yapilarak

cevresel stres ve uyum problemi yasanmamasi amaclandi.

Resim 1. Siganlarin galisma siiresince barindirildigi standart tip IIT kafesler
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Sicanlar agagida belirtildigi gibi 3 gruba ayrildi. Bu c¢alismada uygulanan
siklofosfamid (Endoxan, 1 g IV infiizyonluk ¢ozelti tozu iceren flakon, Eczacibasi)
ve rosmarinik asit (536954-5 g, 96% Sigma-Aldrich Chemie Gmbh) dozlar
literatlire uygun olarak belirlendi (136, 137).

1. Grup (Sham): 6 adet erkek sicana deneyin 1. giiniinden itibaren 8 giin
boyunca oral gavaj yoluyla serum fizyolojik, deneyin 8. giinii ip. olarak serum
fizyolojik uygulandi.

2. Grup (CP): 6 adet erkek sigana deneyin 1. giinlinden itibaren 8 giin
boyunca oral gavaj yoluyla serum fizyolojik, deneyin 8. giinii tek doz CP (200
mg/kg) intraperitonal (ip.) olarak uygulandi.

3. Grup (CP+RA): 6 adet erkek si¢ana, deneyin 8. giinii tek doz CP ip.
olarak (200 mg/kg) ve 1. giinden itibaren 8 giin boyunca oral gavaj yolu ile RA (100
mg/kg) uygulandi.

Resim 2. Siganlara orogastrik gavaj uygulamasi

3.3. Kan ve Doku Numunelerinin Toplanmasi

Deney siiresinin bitiminde CP uygulamasindan 24 saat sonra, siganlar

anestezi altindayken (ketamin 90 mg/kg) periumblikal bolgeden vertikal kesi
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uygulanip, kesi torasik bolgeye uzatildi; sternum kesilip toraks agildi ve kalp
cikartilarak kansizlastirma yoluyla sakrifiye edildiler. Kan almay: takiben
biyokimyasal parametrelerin ¢alisilmasi i¢in hemen vakumlu-seperator jelli tliplere
her bir sigandan 2 cc kan 6rnegi alindi. Alinan kan 6rnekleri 2000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Plazma kismi eppendorf tiipiine konularak biyokimyasal analizler
icin -80°C’de muhafaza edildi. Ardindan abdominal alt bolgeden, orta hat kesisi
yapilarak bobrekler ¢ikarildi. Cikarilan sol bobrekler serum fizyolojikle yikandiktan
sonra, her bir sol bobregin yarisi histolojik degerlendirmeler igin %10°luk formalin
soliisyonunda tespit edildi. Sol bdbregin diger yaris1 ise biyokimyasal
degerlendirmeler i¢in serum fizyolojik ile yikanip, eppendorf tiip igerisine alinarak

-80 °C’lik derin dondurucuda saklandi. Tespit soliisyonlarina konulan dokular,
gruplarina gore, her bir hayvana ait dokular ayri kavanozda olacak sekilde,

gruplanda.
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3.4. Histolojik Islemler
3.4.1. Formalin Tespit Soliisyonunun Hazirlanisi

Dokularin tespitinde kullanilacak formalin soliisyonu asagidaki sekilde
hazirlandi;

- Formaldehit (% 40) 25 ml

- Distile su 75 ml (138, 139)

Dokular formalin tespitinde 5 giin
3.4.2. Istkk Mikroskobik Inceleme icin Dokularin Hazirlanmasi

Dokularin takibi, kesit alma ve boyama islemleri KTU Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Formaline alinan
bobrek dokulart ii¢ giin 151k almayan kuru ve oda sicakligindaki ortamda (yaklasik
22-24°C’de) saklandi. Daha sonra asagidaki gibi sirasi, siiresi ve dereceleri verilen
alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi ve ksilen serilerinde saydamlastirilds;
ardindan parafin bloklar haline getirildi (138, 139).

Dokularin takibi:

1. % 70’lik etanol ile 1 giin inkiibasyon

2. % 90’lik etanol ile 1 giin inkiibasyon

3. % 96’lik etanol ile 1 giin inkiibasyon

4. % 100°liik etanol ile 1 giin inkiibasyon

5. % 100°liik etanol ile 1 saat inkiibasyon

6. Ksilen ile 5 dakika inkiibasyon (3 kez)

7. Eritilmis parafin igerisinde etiivde, 58 °C’de 3 kez 15 dakika bekletildi ve
sonrasinda tekrar etiiv i¢erisinde 2 saat bekletildi.

8. Dokular doku gomme cihazinda (Leica HistoCare Arcadia H, Cin) 58
°C’de bloklanda.

9. Oda sicakliginda sogumaya birakildi.
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10. Doku bloklari, kesit almaya uygun hale gelmesi igin +4 °C’de
buzdolabinda sogutuldu.

11. Parafin bloklar, tam otomatik mikrotom (Leica RM 2255, USA)
yardimiyla 6nce dokuya ulasana kadar 20 um’ lik kesitlerle trimlendi ve dokuya
ulasilinca dokudan 5 um’ lik ince kesitler alind.

12. Kesitler 37 °C’ de benmari i¢indeki sicak su tizerinde kirisiklarin agilmasi

i¢cin bekletilerek lam tizerine alindi.

3.4.3. Isik Mikroskobu I¢in Kesitlerin Boyanmasi

3.4.3.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Y 6ntemi

Bu uygulama otomatik lam boyaci (LEICA AutoStainer XL, Almanya)
yardimu ile yapildi. Lam iizerine alinan dokular zembil ile birlikte cihaza yerlestirildi.
Kesitlerin boyama prosediirii asagidaki gibidir:

1. Deparafinizasyon i¢in 58 °C’ de 45 dakika bekletildi
. Ksilen ile 5 dakika inkiibasyon
. Ksilen ile 5 dakika inkiibasyon
. % 100’liik etanol ile 5 dakika inkiibasyon
. %96’lik etanol ile 5 dakika inkiibasyon
. %70’lik etanol ile 5 dakikalik inkiibasyon
. Distile suda 3 dakika bekleme
. Hematoksilen ile 2 dakika inkiibasyon
. Distile suda 5 dakika bekleme
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. Asit alkole 1 kez batirip ¢ikarma
. Distile suda 1 dakika bekleme

_
N

. Amonyakli suda 10 saniye inkiibasyon

. Distile suda 1 dakika bekleme
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. Eozin ile 50 saniye inkiibasyon

. Distile suda 1 dakika bekleme

. % 70’1ik etanol ile 2 dakika inkiibasyon
. %9611k etanol ile 5 dakika inkiibasyon
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18. %100°liik etanol ile 5 dakika inkiibasyon

19. Ksilen ile 5 dakika inkiibasyon

20. Ksilen ile 5 dakika inkiibasyon

Boyanan preparatlar entellan ile kapatildi (139, 140).

3.4.3.2. Periyodik Asit-Schiff Boyama Y ontemi

PAS boyamasi i¢in hazirlanan preparatlar 58 “C‘lik etiivde 1 saat bekletilerek
deparafinize edildi. PAS boyama i¢in ChemBio PAS Stain Kit (CB6125) kullanildi.
Kesitlerin boyama prosediirii iireticinin protokoliine uygun olarak asagidaki gibidir;

1. 10 damla A-periyodik asit ¢ozeltisi 10 dakika
. Ayirag uzaklagtirilmasi
. Distile su 2 dakika yikama
. 10 damla B-Schiff*s reagent ¢ozeltisi 20 dakika
. Ayirag uzaklagtirilmasi
. Distile su 2 dakika yikama
. C-Metabisiilfit ¢ozeltisi 2 dakika

. Ayirag uzaklastirilmasi
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. D- Tespit ¢ozeltisi 2 dakika
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. Ayrrag uzaklagtirilmasi
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. Distile su 2 dakika yikama
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. 10 damla E-Mayer*‘s hematoksilen ¢ozeltisi 3 dakika
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. Ayrrac uzaklagtirilmasi
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. Distile su 5 dakika yikama
. % 70°1ik etanol 3 dakika

. % 96‘lik etanol 3 dakika

. % 100°1iik etanol 3dakika
18. Ksilen 3 dakika
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Boyanan preparatlar entellan ile kapatildi.

3.4.3.3. Masson Trikrom Boyama Yontemi
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Masson Trikrom boyama i¢in ChemBio Masson Trichrome boyama Kiti
(CB6095) kullanildi. Doku kesitleri deparinizasyon iglemi igin 58°C‘lik etiivde 1 saat
bekletildi. Kesitlerin boyama prosediirii tireticinin protokoliine uygun olarak
asagidaki gibidir;

1. %100°liik etanol 5 dakika

2. %961ik etanol 5 dakika

3. %70°lik etanol 5 dakika

4, Distile su ile yikama

5. A-Bouin‘s fiksatif ¢ozeltisi 1 saat 56°C*de bekletme

6. Cesme suyu ile 5 dakika yikama

7. 5 damla B-Weigert‘s demirli hematoksilen A ve 5 damla C-Weigert's
demirli hematoksilen B ile ortiillme 10 dakika

8. Boyalarin karigmasi i¢in kiigiik salinimlar yapilabilir.

9. Ayirag uzaklastirilmasi

10. Suda yikama yapilmadan kurutma 5 dakika

11. 10 damla D- gelincik kizili-asit fuksin 4 dakika

12. Ayirag uzaklagtirilmasi

13. Distile su 1 dakika

14. 10 damla E-fosfotungstik asit ¢ozeltisi 10 dakika

15. Ayirag uzaklastirilmasi

16. Suda yikama yapilmadan kurutma 5 dakika

17. 10 damla F- anilin mavisi ¢6zeltisi 5 dakika

18. Ayirag uzaklagtirilmasi

19. Distile su ile yitkama 1 dakika

20. %70°lik etanol 1 dakika

21. %96°1ik etanol 1 dakika

22. %100°liik etanol 1 dakika

Boyanan preparatlar entellan ile kapatildi.
Hazirlanan preparatlar KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim

Dal1 Mikroskopi Laboratuarinda bulunan dijital fotograf makinesi (Olympus DP 71,
Tokyo, Japan) atagmanli 1s1tk mikroskobunda (Olympus BX 51, Tokyo, Japan)
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degerlendirildi; fotograflar ¢ekildi ve biitiin dijital goriintiiler bilgisayar ortamina
aktarildi. Hazirlanan Kesitlerde 1s1ik mikroskobu ile bobrekte, hematoksilen & eozin
boyamasi ile tiibiiler atrofi, tlibiiler vakuoler degisiklikler, glomeriiler hasar, vaskiiler
konjesyon, interstisyel inflamasyon siddeti ve yayginhigi; PAS (periodik asit-Schiff)
boyamasi ile glikojen birikimi, bobrek tiibiilleri epitel hiicrelerinin firgamsi kenarlari
(mikrovilluslar1) ve bazal membranlari; Masson trikrom boyamasi ile interstisyel bag
dokusunda fibrozis (kollajen sentezi) degerlendirildi. Degerlendirmeler farkli
bliylitmelerde yapildi; cogunlukla da 200X biiylitmede 5 farkli alanda gergeklestirildi
(138, 141, 142).
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3.5. Biyokimyasal Analiz

3.5.1. Doku SOD, CAT, MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

Bobrek Dokusunda Homojenizasyon Asamasi

Bobrek dokusu homojenizasyonu igin yaklasik 100 mg bobrek dokusu 2 mL
soguk homojenizasyon tamponu ile deney tiipiinde, dokular tamamen
pargalanincaya dek buz igerisinde homojenize edildikten sonra 3000 rpm'de 10 dk
santrifiij edildi. 2 mL’lik ependorfa 1 mL siipernatan koyuldu. Uzerine 800 pL
etanol-kloroform (2/3) olan karisimdan ilave edildi. +4 °C’de 10000 g'de 30 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda ependorfun st kisminda protein faz elde edildi.
Protein fazlarda protein tayini, SOD ve CAT aktivitesi 6l¢iildi.

Bobrek  dokularinin  homojenizasyonunda kullanilan homojenizasyon
tamponunun hazirlanisi asagida verilmistir.

Izolasyon tamponu (10 mM PBS): 1.08 g Na,HPO..2H,0, 0.62 g
NaHPO4.2H,0, 8.02 g NaCl ve 0.18 g KCI 900 ml saf suda ¢oziildi, pH 7.4°¢

ayarlanip hacim 1 L’ye tamamlandi.

Protein Miktar Tayini

Bobrek dokusunda protein tayini, katalog numarasi 71285-3 olan
bisinkoninik asit (BCA) protein ol¢iim kiti (Novagen, Merck Millipore, Almanya)
protokoliine uygun olarak yapildi. Kit prosediiriiniin esas1 Cu*? ’nin alkali ¢dzeltide
bulunan protein tarafindan Cu*'’e indirgenmesi olan Biiiret reaksiyonuna ve olusan
Cu*Y’in konsantrasyona bagimli dlgiimiine dayanir. BCA, indirgenmis Cu ile selat
yapan renkli bir reaktiftir. Bu selatlasma sonucu olusan mor kompleksin 562 nm’de
Olclimii yoluyla protein miktar1 belirlenmektedir. Calismada stok standart olarak 2
mg/ml’lik sigir serum albiimini (BSA) kullanildi. Bobrek dokusundan elde edilen
protein fazin konsantrasyonu asagidaki Sekil 3 standart grafiklerine gére pg/mL

cinsinden hesaplandi.
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Sekil 3. Bobrek dokusunda protein miktarini hesaplamak icin kullanilan standart grafigi

SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in (143) gelistirdigi yontem modifiye
edilerek belirlendi. Bu yontem, ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle olusturulan
Oz'lerinin  nitroblue tetrazoliumu indirgemesi sonucu olusan mor renkli
formazan molekiiliiniin 560 nm’de verdigi absorbansin dlgiilmesi esasina dayanan
bir yontemdir.

SOD enzim aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

Kullanilan Cozeltiler:

SOD Reaktif Karisimi: 3.65 mg ksantin, 8.93 mg etilendiamintetraasetik
asit, 1.01 g Na2COg, 12 mg BSA tartildi ve hacmi 156 ml’ye tamamlandi.

2 M (NH4)2SO4 Cozeltisi: 2.64 g (NH4)2SOs 10 ml saf suda ¢oziildii.
Ksantin oksidaz enziminin hazirlanmasinda kullanildx.

0.8 mM CuClz Cozeltisi: 6.82 mg CuCl> alindi ve 50 ml deiyonize suda
¢oziildii. Spektrofotometrik 6l¢iimden hemen 6nce olusan reaksiyonu durdurmak icin
kullanildi.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 4.59 U/ mI’lik orijinal siseden 72,6 uL
alinip 2 ml” ye (NH4)2SO4 ¢ozeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi giinliik

hazirlandi.
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150 uM Nitroblue Tetrazolium Cozeltisi: 4.9 mg nitroblue tetrazolium 40
ml deiyonize suda ¢oziilerek elde edildi. Nitroblue tetrazolium ¢o6zeltisi 1giktan
korundu.

SOD standart cozeltileri: 100 U/mL’lik stok SOD standardindan 10, 9, 8, 7,
6, 5 4, 3, 2, 1 U/ml’ lik SOD standartlar1 PBS tamponu kullanilarak hazirlandi.
Bobrek dokusunda 10 kat seyreltme yapildi. SOD aktivitesi 6lgiimii Tablo 2’ye gore
gerceklestirildi.

Tablo 2. SOD aktivitesi 6l¢limii igin kullanilan reaktifler ve miktarlari

Reaktifler Hacim (pL)
Numune, standart, kor 200

SOD reaktif karigimi 796
Nitroblue tetrazolium 204

Ksantin oksidaz 20

25 °C’de 20 dk inkiibasyon

CuCl; 400

560 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.

SOD aktivitesi hesabinda kullanilan % inhibisyonu belirlemek i¢in asagidaki
formiil kullanild.

% Inhibisyon = (Abs Kér — Abs Numune) ~ (Abs Kér) x 100

Standart grafigi, % inhibisyona karsilik gelen konsantrasyonlarin logaritmasi
belirlenerek Sekil 4'de gosterildigi gibi ¢izildi. Standart grafiginde belirlenen
denklem kullanilarak numunelerin % inhibisyonlarina karsilik gelen SOD
konsantrasyonlarinin ~ logaritmik degeri hesaplandiktan sonra bunlarin anti
logaritmalar1 alinarak numunelerin SOD konsantrasyonu hesaplandi; seyreltme
faktorii ile carpildi. Belirlenen SOD konsantrasyonu, toplam protein miktarina

boliinerek SOD aktivitesi belirlendi. Sonuglar U/mg protein olarak hesaplandi.
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Sekil 4. SOD tayininde kullanilan standart grafigi (143)

Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Bobrek dokusunda CAT enzim aktivitesini belirlemede Aebi yontemi
kullanild1 (144). Bu yontemin temeli H2O2’nin enzimatik bozulmasi sonucu 240
nm’de absorbanstaki diisiisiin takip edilmesine dayanir.

Kullanilan cozeltiler:

Fosfat Tamponu (pH: 7.0; 50 mM): 6,81 mg KH2PO4 deiyonize suda
¢oziildii; son hacmi 1 L'ye tamamlandi. 8,9 g NaHPO4.2H20 deiyonize suda ¢oziildi;
son hacmi 1 L'ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1,5 oraninda karigtirildi ve
pH: 7'ye ayarlandu.

H202: 240 uL %30'luk H202'den alinarak son hacim fosfat tamponu ile 50
mL' ye tamamlandi (giinliik hazirlandi).

Doku homojenatlar1 fosfat tamponu ile 10 kat seyreltilerek 6l¢iim yapilacak
numuneler olusturuldu. Kuartz kiivetlere Tablo 3'e gore pipetlemeler kor ve numune

karigimlart i¢in ayr1 ayri yapildi.
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Tablo 3. Katalaz aktivite tayini i¢in yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler Kor (uL) Numune (uL)
Numune 750 750

Fosfat tamponu 375 -

H202 - 375

240 nm’de spektrofotometrik 6l¢tim yapildi.

H>0> eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 s siireyle
her 10 s’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen diisiisler izlendi.
Absorbanslardaki diisiisiin dakikada 0.015 ile 0.100 arasinda olmasina dikkat edildi.
Eger bu aralikta diisiis olmazsa numune diliisyonlar1 yeniden ayarlanmalidir.

CAT aktivite tayininde birinci mertebede reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi.
Absorbanslardaki 10 s’lik diisiis icin asagidaki formiile gére hesaplamalar yapildi.

k = (2.3/10) x log(A1/A2) s (143)

Burada;

Al = Baglangi¢ absorbansi

A2 =10 s sonraki absorbans

Yukarida bulunan k degeri seyreltme faktorii ile ¢arpildi. Ardindan bobrek
dokularinda g protein bagina CAT aktivitesi hesaplandi. Sonuglar k/g protein olarak
verildi (144).

MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

Bobrek dokularinin homojenizasyonu i¢in yaklasik 100 mg bobrek dokusu, 2
mL soguk homojenizasyon tamponu ile deney tiiplinde dokular tamamen
parcalanincaya dek buz igerisinde homojenize edildikten sonra 3000 rpm'de 10 dk
santrifiij edildi. Siipernatan alind1 ve MDA seviyesi belirlendi. Bu yontem MDA nin
asidik ortamda tiyobarbitiirik asit ile olusturdugu kompleksin renginin 532 nm’deki
absorbansmin Olgiilmesi esasina dayanan metod modifiye edilerek yapildi (145).
MDA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

Kullanilan cozeltiler:

Homojenizasyon tamponu: % 1,151k KCI ¢o6zeltisine % 0,05'lik
TritonX100 koyularak hazirlandi.
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% T1’lik H3POs4 Cozeltisi: Bir miktar saf su tizerine 2.94 mL % 85’lik
H3PO4 eklendi ve son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

Tiyobarbitiirik asit (TBA) Cozeltisi: 0.67 g TBA 50 mL saf suda manyetik
bar yardimiyla 30° C’de yaklasik 20 dakika karistirildi. TBA ¢6zeltisi tamamen
soguduktan sonra lizerine 50 mL asetik asit ilave edildi ve iyice karistirilarak
calismada kullanilan nihai ¢ozelti elde edildi.

Standart c¢ozeltiler: 82.5 uL tetrametoksipropan 50 mL 0.01 M HCI
¢ozeltisine eklendi ve 50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Reaksiyon sonucu olusan 10000
nmol/mL’lik stok MDA standardindan 100 nmol/mL’lik ara stok ¢ozelti hazirlandi.
Ara stok c¢ozeltiden 10 nmol/ml’lik ¢ozelti elde edildi ve bu c¢ozeltiden seri
seyreltmeler yapilarak 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81, 3.91, 1.95 nmol/ml’lik
standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 4’te, standart grafikleri Sekil 5°de
verilmigtir.

Tablo 4. MDA seviyesi i¢in yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler Hacim (mL)
Numune, standart, kor 0,5
% 1’lik H3POg ¢ozeltisi 3
Tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi 1

100 °C’de 45 dakika inkiibasyon
532 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.

Sekil 5’deki standart grafik kullanilarak MDA konsantrasyonu hesaplandi.

Sonuglar ise nmol/g doku olarak hesapland.
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Sekil 5. Bobrek dokusundan elde edilen protein fazlarda MDA tayininde kullanilan standart
grafigi (145)
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3.5.2. Kan Ure Azotu (BUN) ve Kreatinin Seviyelerinin Belirlenmesi

Hayvanlardan elde edilen serum orneklerinde kreatinin, iire &lglimii Karadeniz
Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuarindaki
otoanalizorlerde (Beckman Coulter AU5800) gergeklestirildi.
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3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences, version 23.0, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Her bir
gruba ait biyokimyasal ve diger sayisal veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak
verildi ve gruplarin normal dagiliminin uygunluguna Kolmogorov-Smirnov testi ile
bakildi. Normal dagilima uyan gruplar ANOVA testi (anlamli gruplarin ikili
karsilastirmalarinda post hoc test olarak Bonferroni testi ile), normal dagilima
uymayan gruplar ise Kruskal Wallis (anlamli gruplarin ikili karsilastirmalarinda post
hoc test olarak Mann-Whitney U testi ile) ile karsilastirildi. Gruplar arasi
karsilastirmalarda, istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0.05; diizeltme testlerinde

ise anlamlilik diizeyi p<0.016 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik Bulgular
4.1.1. Deney Gruplarina Ait Histopatolojik Skorlama Sonuglar:

Deney gruplarina ait bobrek dokusunda hasar degerlendirmesi igin,
histopatolojik skor degerleri kullanilarak istatistiksel degerlendirme yapildi. Istatistik
degerlendirmelerine ait ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 5’te verildi.
Histopatolojik skorlamada, Sham grubuna kiyasla CP grubunda tiibiiler atrofi,
tiibiiler vakuolizasyon (tiibiilovakuoler degisiklik, tiibiil epitel hiicrelerindeki
vakuolizasyon), glomeriiler hasar; vaskiiler konjesyon ve interstisyel inflamasyonda
istatistiksel olarak anlamli, belirgin bir artig gbzlendi (p<0,017). CP grubuna kiyasla,
CP+RA grubunda ise tiibiiler vakuolizasyon, glomeriiler hasar, vaskiiler konjesyon
ve interstisyel inflamasyonda istatistiksel olarak anlamli, belirgin bir azalma

(p<0,017) goézlenmesine ragmen, tiibiiler atrofideki azalma istatistiksel olarak

anlamli degildi.
Tablo 5. Deney gruplarina ait bobrek dokusu histopatolojik skorlamasi
Sham CP CP+RA
Tiibiiler atrofi 0,33+0,51 1,834+0,98a 0,83+0,4
Tiibiiler vakuolizasyon 0+0 1,83+£0,75b 0,66+0,51 ¢
Glomeriiler hasar 0,16+0,4 2,33+0,81d 0,5+0,83 ¢
Vaskiiler konjesyon 0,16+0,4 2,16£0,98 f 0,33+0,81 g
Interstisyel inflamasyon 0,5+0,83 2,66+0,51 h 1,164+0,4 1

a: CP grubunda, Sham grubuna gore tiibiiler atrofi anlamli artti.

b: CP grubunda, Sham grubuna gore tiibiiler vakuolizasyon anlaml artt1.

¢: CP+RA grubunda, CP grubuna gore tiibiiler vakuolizasyon anlaml olarak azaldi.
d: CP grubunda, Sham grubuna gore glomeriiler hasar anlaml artt1.

e: CP+RA grubunda, CP grubuna gore glomeriiler hasar anlamli olarak azaldi.

f: CP grubunda, Sham grubuna gore vaskiiler konjesyon anlamh artt1.

g: CP+RA grubunda, CP grubuna gore vaskiiler konjesyon anlamli olarak azaldi.

h: CP grubunda, Sham grubuna gore interstisyel inflamasyon anlamli artti.

1: CP+RA grubunda, CP grubuna gore interstisyel inflamasyon anlamli olarak azaldu.
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4.1.2. Hematoksilen - Eozin Boyah Kesitlerin Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Bobrek dokusunun histolojik incelemesinde; Sham grubuna ait bobrek
kesitlerinde, Bowman kapsiilii, glomertil, proksimal ve distal tiibiil normal yapida
izlendi ve herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi (Resim 3,4). CP grubuna ait
bobrek kesitlerinde Sham grubuna kiyasla tilibiiler atrofi, tiibliler vakuolizasyon,
glomertiler hasar, vaskiiler konjesyon ve interstisyel inflamasyonda belirgin bir artis
izlendi. Epitelde dokiilme, 16kosit infiltrasyonu, hemoraji ve hiyalin madde birikimi
bulgular1 gézlemlendi (Resim 5-8). CP+RA grubuna ait bobrek dokusunda, hafif
tiibiiler atrofi diginda patolojik bulgu gozlenmedi (Resim 9,10).
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Resim 3. Sham grubuna ait bobrek dokusu. Bobrek cisimcigi (yedi uglu

yildiz), distal tiibiil (bes uglu yildiz) ve proksimal (dort uglu yildiz) normal

olarak izlenmektedir (H&E

X200).
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Resim 4. Sham grubuna ait bobrek dokusu. Glomeriil (yedi uglu yildiz), distal
tiibiil (bes uglu yildiz) ve proksimal (dort uglu yildiz) normal olarak
izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 5. CP grubuna ait bobrek dokusu. Yaygin tiibiiler vakuolizasyon (saga

ok), intertiibiiler vaskiiler konjesyon (asagi ok), glomeriiler dejenerasyon
(yedi uglu y1ldiz) gozlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 6. CP grubuna ait bobrek dokusu. Tibiiler dilatasyon (yildiz), yaygin

tiibiiler vakuolizasyon (sag ok), tiibiil epitelinde kesinti (yukar1 ok) ve hiyalin
madde birikimi (tiggen) izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 7. CP grubuna ait bobrek dokusu. Yer yer epitelde dokiilmeler (yukari
ok), hemoraji (sol ok), yaygin 16kosit infiltrasyonu (iiggen), hiyalin madde

birikimi (sag ok) gozlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 8. CP grubuna ait bobrek dokusu. Yaygin sitoplazmik vakuolizasyon

(sag ok), yer yer intertiibiiler vaskiiler konjesyon (asagt ok) ve yer yer

yayginlasan hiyalin madde birikimi (iggen) gozlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 9. CP+RA grubuna ait bobrek dokusu. Normal glomeriil yapisit (yedi
uclu yildiz), normale benzer distal tiibiil (bes uclu yildiz) ve proksimal (dort

uclu yildiz) tibil izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 10. CP+RA grubuna ait bobrek dokusu. Normal glomeriil yapisi (yedi
uclu yildiz), normal proksimal (dort uglu yildiz) ve normal distal tiibiil (bes
uclu yildiz) yapist izlenmektedir (H&E, X400).
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4.1.3. Periyodik Asit - Schiff Boyalh Kesitlerin Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Bobrek dokusunun periyodik asit - Schiff yontemi ile boyali kesitlerinde
yapilan histolojik incelemede, Sham grubuna ait bobrek kesitlerinde, glomeriil,
proksimal ve distal tiibiil normal yapida izlendi (Resim 11). CP grubuna ait bobrek
kesitlerinde ise bazal membranda yer yer kesintiler, proksimal tiibiilde firgams1 kenar
kayiplari, tiibiil epitelinde yaygin dokiilme, tiibiiler vakuolizasyon gibi patolojik
bulgular saptandi (Resim 12). CP+RA grubuna ait bobrek dokusunda, tiibiil
epitelinde dokiilme ve vakuolizasyon gibi bulgular, CP grubuna gore azalmakla

birlikte az da olsa goriildii (Resim 13).
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Resim 11. Sham grubuna ait bobrek dokusu. Bébrek cis

imcigi (yedi uclu
yildiz), distal tiibiil (bes uclu yildiz) ve proksimal (dort uglu yildiz) normal
olarak izlendi (PAS, X400).
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Resim 12. CP grubuna ait bobrek dokusu. Tiibiiler epitelde dokiilme (sag oK),

firgams1 kenarda kayiplar (yukari ok), tiibiiler vakuolizasyon (liggen) ve
tiibiiler dilatasyon (dort uglu yildiz) izlenmektedir (PAS, X400).
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Resim 13. CP+RA grubuna ait bobrek dokusu. Glomeriil (yedi uglu yildiz),

proksimal tiibiil (dort uglu yildiz), distal tiibiil (bes uglu yildiz) normale
benzer gozlendi (PAS, X400).
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4.1.4. Masson Trikrom Boyal Kesitlerin Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Bobrek dokusunun Masson trikrom ile yapilan histolojik incelemesinde;
Sham grubuna ait bobrek kesitlerinde, glomeriil, proksimal ve distal tiibiil normal
olarak gozlendi (Resim 14). CP grubuna ait bobrek kesitlerinde yer yer hafif diizeyde
intertiibliler kollajen artis1 saptandi (Resim 15). CP+RA grubuna ait bobrek
dokusunda intertiibiiler alanda kollajen artisi, CP grubuna gore azalmist1 ancak yine

de bazi alanlarda goriildii (Resim 16).
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Resim 14. Sham grubuna ait bobrek dokusu. Glomeriil (yedi uglu yildiz) ve
proksimal tiibiil (dort uglu yildiz) ve distal tiibiil (bes uglu yildiz) normal
gozlenmektedir (Masson Trikrom, X400).
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Resim 15. CP grubuna ait bobrek dokusu. Yer yer hafif derecede intertiibiiler
kollajen artis1 (sag ok) izlenmektedir (Masson Trikrom, X400).
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Resim 16. CP+RA grubuna ait bobrek dokusu. CP+RA grubuna ait bobrek
dokusunda intertiibiiler alanda kollajen artisi, CP grubuna gore azalmakla
birlikte sadece bazi1 alanlarda (sag ok) belirlendi (Masson Trikrom, X400).
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4.2. Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular

4.2.1. Doku Biyokimyasi

Calismamizdaki deney gruplarindan aliman doku &rneklerinden elde edilen
doku SOD, CAT ve MDA sonuglarina iliskin bilgiler Tablo 6’da verilmistir.

Doku MDA degeri CP+RA grubunda Sham ve CP gruplarina gore anlaml
olarak yiiksek bulundu (p<0,017). SOD ve CAT degerleri karsilastirildiginda anlamli

bir fark bulunamadi.

Tablo 6. Doku biyokimyasi sonu¢larimin degerlendirilmesi

Sham CP CP+RA
MDA 322,04+14,01 331,21+36,55 408,30+£34,96 a,b
SOD 40,15+3,86 38,17+4,39 41,74+1,58
CAT 1,84+1,19 2,29+1,67 0,51+0,35

a: MDA, CP+RA grubunda, Sham grubuna goére anlamli olarak artt1.
b: MDA, CP+RA grubunda, CP grubuna gére anlamli olarak artti.
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4.2.2. Serum Biyokimyasi

Calismamizda deney gruplarindan alinan serum o6rneklerinde, iire ve Kreatinin
sonuglarina iligkin bilgiler Tablo 7°de verilmistir.

Gruplar BUN degeri acisindan degerlendirildiginde, CP grubunun BUN
degeri, Sham grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,017). CP+RA
grubunun BUN degeri, CP grubuna gore diismiis olmasina ragmen, istatistiksel
anlamlilik saptanmadi. Gruplar Kreatinin degeri agisindan karsilastirildiginda, CP ve
CP+RA grubunda Sham grubuna gore artmis olmasina ragmen, yalnizca CP+RA
grubunda Sham grubuna kiyasla anlamli artis belirlendi (p<0,017).

Tablo 7. Serum biyokimyasi sonuglarinin degerlendirilmesi

Sham CP CP+RA
BUN 17,17+£2,13  45,67+13,86 a 35+13,56
Kreatinin 0,21+0,03 0,32+0,05 0,33+0,08 b

a: BUN degeri, CP grubunda, Sham grubuna goére anlamli olarak artti.
b: Kreatinin degeri, CP+RA grubunda, Sham grubuna gére anlamli olarak artti.
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5. TARTISMA

Alkilleyici, giiclii bir immiinosiipressif bir ajan olan siklofosfamid, kanser
kemoterapisinde kullanilan bir ilagtir. Siklofosfamid (CP), mesane, meme, deri,
lenfoid ve pediatrik maligniteler dahil olmak tizere ¢esitli kanserlerin tedavisinde;
kan ve kemik iligi transplantasyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (146, 147).

Tiimorlerin kemoterapoétik ilaglara karst olusturdugu direng veya bu ilaglarin
kullanim dozlarmin yetersiz kaldigi durumlarda basta CP olmak iizere birg¢ok
kemoterapotik ilacin yiiksek dozda kullanimlar1 gerekmektedir. Bu Kkimyasal
ajanlardan CP’nin yiiksek terapotik etkinliginin artirilmasini kisitlayan en 6nemli
etken ise olusturdugu toksik etkidir. Bu ilag, karacigerde sitokrom p450 tarafindan
aktivasyon adimi gerektiren bir 6n ilactir. [lk olarak 4-hidroksi-siklofosfamid'e
aktiflenir ve ardindan aldofosfamide izomerize edilir. Daha sonra aldofosfamid,
fosforamid hardali ve akrolein olmak iizere iki bilesige doniistiiriiliir. CP’nin toksik
etkisi aktif metaboliti olan akrolein ile ilgilidir. CP’nin bu toksik etkisinin ise
metabolize olmasi sonucu ortaya ¢ikan akroleinin yiiksek miktarda serbest radikal
olusumlarina neden olmasi ile ortaya ¢iktigi belirtilmistir (85,148-150).

Akrolein, siklofosfamid tedavisinde basta hemorajik sistit olmak {izere
nefrotoksisite, kemik iligi supresyonu, kardiyotoksisite, gonadal toksisite gibi bir ¢ok
toksisitenin ana sebebidir (96, 147).

CP’nin DNA molekiilii tizerinde siklikla baglandig yer, guaninin 7 numarali
azot atomudur ve bu yerin alkillenmesi, DNA molekiilinde asagidaki {i¢ 6nemli
degisiklikten birine yol agar: Ilk olarak guaninin 7’inci azottan alkillenmesi, bu
maddenin bir numarali azot atomunun asiditesini artirir. Molekiilde olusan s6z
konusu degisme, onun sitozin yerine timin ile baz cifti yapmasini tesvik eder.
Alkilleyicilerin baglanmasi sonucu anormal baz giftinin olugmasi, genetik kodun
yanlig okunmasina yani replikasyon ve transkripsiyon sirasinda guaninin, adenin gibi
islem gormesine veya okunmasina neden olur. Bu olay, yeni DNA zincirinde ve
mRNA molekiillerinde 6nemli bozukluklara yol acar, guaninin imidazol halkasi
acilir ve boylece guanin parcalanir ve ortadan kalkar. Sonugta DNA zinciri buradan

kirilmis olur; son olarak da olusan reaktif metabolit, iki ayr1 zincirdeki guanin
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arasinda koprii (caprazbaglanma) yapar ve bu durumda DNA’nin replikasyonu ve
transkripsiyonu ger¢eklesemez (151, 152).

CP'nin toksisiteye neden oldugu hiicresel / biyokimyasal mekanizmalar iyi
anlasilamamakla birlikte, ¢ok sayida ¢alisma CP maruziyetinin hiicre ig¢i reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimini arttirdigin1 gostermistir. ROS, asir1 miktarlarda
tiretildiginde, DNA fragmantasyonunu ve mitokondri ile plazma zarini peroksidatif
olarak hasara ugratir ve toksisite olusturur (153-155).

Liu ve arkadaslar1 tek doz 200 mg/kg, i.p siklofosfamid kullanarak
siklofosfamidin renal toksisitesine karst  paeoniflorinin  koruyucu etkisini
gozlemlemek istedikleri ¢alismada, CP uygulanan farelerin bobreklerinde nekroz ve
inflamatuar hiicre gogii gdzlenmis, serum {lrik asit ve kreatinin diizeylerinin arttig1
tespit edilmistir (136). Bizim c¢aligmamizda, ayni doz CP uygulamasi yaptigimiz
grupta, siganlarin bobreklerinde yaygin lenfosit infiltrasyonuna rastladik.

BUN ve kreatinin, bobreklerden atilan metabolik artik iirinlerdir. Bobrek
hastaliklarinda, protein yikiminin gdstergesi olan iire ile kas yikiminin gostergesi
olan kreatininin kandaki seviyeleri artmaktadir (156). Siklofosfamid, degisik bilimsel
arastirmalarda, sigan ve farelere degisik dozlarda i.p olarak uygulanmistir. Sabry ve
arkadaglar1 tarafindan propolis'in farelerde siklofosfamidin neden oldugu
degisikliklere kars1 koruyucu etkilerini ortaya koymak amacl yapilan bir ¢alismada,
i.p. 100 mg/kg CP verilen farelerde glomeriillerin biiziildiigi, tiibiillerin dejenere
oldugu ve tiibiil epitel hiicrelerinde vakuolizasyon olustugu, iire ve kreatinin
degerlerinin arttig1 tespit edilmistir. Bu bulgularin propolis ile azaldigi ve renal
korteks doku mimarisinin diizeldigi gozlenmistir (157). Biz de ¢alismamizda
glomeriillerin ve tiibiillerin dejenerasyonuna ve vakuolizasyonuna siklikla rastlarken,
glomeriiler biiziilmeyi nispeten daha az tespit ettik; ayrica iire ve kreatinin
degerlerinin siklofosfamid uygulanan grupta arttigin1 gézlemledik.

Premila ve arkadaslarimin siklofosfamid nefrotoksisitesinin lizozomal
enzimler {izerinde etkilerini arastirdiklar1 bir ¢aligmada, 150 mg/kg tek doz i.p.
uygulanan siganlarin bdbreklerinin histopatolojik incelemesinde, glomertiiler nefrit,
kortikal tiibiiler vakuolizasyon ve interstisyel 6dem gozlenmis, kreatinin arttig1 tespit
edilmistir (158). Biz de CP grubunda tiibiillerde vakuolizyonu siklikla gdzlememize

ragmen interstisyel ddeme rastlamadik; yer yer tiibiiler dilatasyon bulgularimiz
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mevcuttu; kreatinin seviyesi Premila ve arkadaslarinin ¢alismalarina paralel olarak
bizim ¢alismamizda da artmusti.

Sibel ve arkadaslarinin siklofosfamidin olusturdugu nefrotoksisiteye karsi
selenyumun koruyucu etkilerinin arastirdiklar1 bir ¢alismada Sprague-Dawley cinsi
sicanlara 150 mg/kg siklofosfamid uygulandiginda Bowman boslugunun daraldigi ve
bazi tiibiillerde hiyalin madde biriktigi gozlenmistir (159). Calismamizda CP
grubunda, hiyalin madde birikimi rastlanan ¢ok sayida tiibiil gormekle birlikte
Bowman boslugunun daralmasina da yer yer rastladik.

Oksidatif stresin biyokimyasal 6nemli belirteglerinden biri MDA’dir.
Antioksidan savunma sisteminin onemli belirteglerinden ikisi CAT ve SOD’dur
(160).

Elias ve arkadaslarinin siklofosfamid hasarina karsi c¢esitli antioksidan
bilesikler denedigi calismada siganlara 150 mg/kg CP uygulanmig, sonucunda
tiibiiler nekroz ve inflamatuar hiicre gocli gozlenmis; iire, kreatinin ve MDA’ nin
arttigl, SOD’un azaldig1 belirlenmistir (161). Yaptigimiz ¢alismada CP grubunda
inflamatuar hiicreler gézlenirken tiibiiler nekroz gozlenmedi; ayrica MDA ’nin arttig1
ve SOD’un azaldig1 da tespit edildi.

Supriya ve arkadaslarinin siklofosfamidin ardisik iki giin 200 mg/kg i.p.
verilerek olusturdugu bobrek toksisitesine karsi Picrorhiza kurroa rizomundan alinan
iridoid glikozitlerle zenginlestirilmis fraksiyonun denendigi bir ¢alismada, proksimal
tiibiillerde dilatasyon, tiibiil epitel hiicrelerinde sitoplazmik graniilasyonlarin arttigi,
tiibiillerin liimeninde hiyalin madde birikimi, Bowman boslugunda daralma ve
glomeriillerde dejenerasyon gozlenmistir (162). Calismamizda CP grubunda, hiyalin
madde birikimine siklikla rastlarken, yer yer Bowman boslugunun daralmasina ve
daha az siklikla da proksimal tiibiillerin dilatasyonuna rastladik.

Amr ve arkadaglarinin 1.p. 200 mg/kg siklofosfamid ile fare bobreklerinde
olusturdugu olumsuz etkiye karst hesperidinin etkilerini gozlemeyi amacladiklar
calismada, siklofosfamid enjekte edilen farelerde serum kreatinin, sistatin C ve doku
MDA diizeylerinin arttigi; renal mimarinin bozuldugu, dilate tiibiiller, renal
tiibiillerin nekrozu ve tiibiiler epitelde dokiilmeler, interstisyel 6dem ve pihtilagma
nekrozu gibi belirgin bir histopatolojik bobrek dokusu hasari izlenmistir (163). Ayni

doz siklofosfamid uyguladigimiz sicanlarimizda kreatinin ve MDA degerlerinin
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arttigin1 ve tlibililer dilatasyon, tiibiil epitelinde dokiilmeler gibi bulgular1 biz de
calismamizda gozlemledik.

Patel ve arkadaslarmin 7 giin siireyle i.p. 200 mg/kg siklofosfamid
uygulayarak olusturdugu nefrotoksisiteye karst Murraya koenigii ekstraktinin
nefroprotektif etkilerini inceledikleri calismada, siklofosfamid uygulanan grupta
tiibiiler dejenerasyon, mononiikleer / polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu ve
Bowman kapsiiliiniin daralmasi1 gozlendi; BUN ve kreatinin degerlerinin arttig1, doku
SOD ve GSH diizeylerinin azaldigi belirlendi (164). Aymi doz tek sefer i.p.
siklofosfamid uygulanan deney grubumuzun siganlarinda, benzer histopatolojik
bulgular gozlenirken, SOD’un da azaldig: tespit edildi.

Maryam ve arkadaslarinin tek doz i.p. 200 mg/kg siklofosfamid enjeksiyonu
sonras1 n-asetilsisteinin onarici etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, histopatoloji
preparatlarinin incelenmesi sonucu, siklofosfamidin sicanlarin bobreklerinde yaygin
hemorajik odaklar yani sira inflamatuar hiicre odaklari da olusturdugu; bunun
inflamasyona neden oldugu yoniinde degerlendirme yapilmistir (165). Calismamizda
siklofosfamid verilen siganlarda, baz1 bobrek kesitlerinde 16kosit infiltrasyonu ve yer
yer hemorajik odaklar gézlemlendi.

Mehdi ve arkadaslarinin farelerde siklofosfamid ile olusacak renal hasar ve
oksidatif strese karst melatoninin koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismada,
hemoraji, tiibiiler nekroz, tiibiiler dejenerasyon ve l6kosit infiltrasyonu gozlenmis;
BUN, kreatinin ve MDA’ ’nimn arttigi, SOD’un azaldigi belirlenmistir (166). Bizim
calismamizda tiibiillerde dejeneratif bulgular, hemoraji, 16kosit infiltrasyonu
bulgular gdzlendi; biyokimyasal olarak incelenen doku 6rneklerimizde ise MDA’ nin
arttig1 ve SOD’un azaldig1 gozlendi.

Mustafa ve arkadaslarinin siklofosfamid hasarina karsi Borik asidin koruyucu
etkisini aragtirdiklart ¢alismada, Sprague Dawley erkek sicanlara 200 mg/kg
siklofosfamid uygulanmig; BUN, kreatinin ve doku MDA’sinin arttigi, CAT’ 1n
azaldig1; histopatolojik olarak kanama odaklari, vaskiiler konjesyon ve Bowman
kapsiilii araliginin daraldigi gozlenmistir (167). Bizim ¢alisgmamizda CP grubunda
MDA artis1 belirlendi; bununla birlikte CAT aktivitesi de artmisti; fakat bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildi. CAT mn yiiksek ¢ikmasinin, 6nemli bir diger

antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz enziminin (GSH-Px) aktivitesindeki
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artisgin devreye girmis olabileceginden kaynaklanabilecegini diisiiniiyoruz. SOD’1n
olusturdugu H20?’1 parcalayan CAT ve GSH-Px ayn1 gorevi listlenmelerine ragmen
bunlarin afiniteleri farklilik géstermektedir. GSH-Px’1in H2O2’e olan afinitesi ve hizi
CAT’a gore ¢cok daha fazladir. CP grubunda CAT aktivitesindeki bu artmanin sebebi
GSH-Px enziminin devreye girmis olmasindan kaynaklanabilir (168).

Cesitli calismalarda antioksidan etkisi saptanan rosmarinik asit, klinik ve
deneysel ¢alismalarda koruyucu ve tedavi edici ajan olarak kullanilmaktadir (124-
127).

Robert ve arkadaslarinin rosmarinik asidin sisplatin kaynakli nefrotoksisiteye
kars1 terapoOtik aktivitesini arastirmak amachi yaptigi calismada, sisplatin
enjeksiyonundan 48 saat sonra 2 giin boyunca 1 mg/kg, 2 mg/kg ve 5 mg/kg dozlarda
oral gavaj ile RA uygulanmis; sisplatin uygulamasi tiibiiler epitelde hasar, tiibiiler
dilatasyon gibi histopatolojik degisikliklere yol agmuig; artan rosmarinik asit
dozlariyla bu bulgularin diizeldigi gozlenmistir (169). Bizim c¢alismamizda CP
grubuna ait bobrek kesitlerinde, Sham grubuna kiyasla, tiibiiler atrofi, tiibiiler
vakuolizasyon gozlenirken CP+RA grubuna ait bobrek dokusunda, hafif tiibiiler
atrofi disinda patolojik bulgu gozlenmedi.

Majid ve arkadaglarimin alloxan monohidrat ile olusturdugu deneysel
diyabetik nefropati modelinde olusan bobrek inflamasyonu ve oksidatif stres
bozukluklarin1 100 mg/kg ve 200 mg/kg rosmarinik asit ile tedavi etmenin etkileri
aragtirtlmig; diyabetik nefropati modellerinde olusan glomeriiloskeroz ve 16kosit
infiltrasyonunun artan rosmarinik asit dozlarina paralel olarak diizeldigi bulunmustur
(137). Bizim ¢aligmamizda, CP grubunda l6kosit infiltasyonuna siklikla rastlarken,
CP+RA grubunda l6kosit infiltrasyonun azaldigin1 gozlemledik.

Renal iskemi reperfiizyon hasarina kars1 rosmarinik asitin vaskiiler klempten
1 saat once 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg uygulanmasi seklinde yapilan
calismada , iskemi reperfiizyon grubunda tiibiiler nekroz, 16kosit infiltrasyonu,
tiibiiler kast olusumu, glomeriiloskleroz, tiibiiler dilatasyon goézlemlenmis, artan
rosmarinik asit dozlari ile diizelmeler gozlenmesine ragmen, sham grubunda
gbzlenen tiibiiler histolojinin korunamadigi belirlenmistir (170). CP hasarina kars1

RA’in koruyucu etkisini arastirdigimiz ¢alismamizda, histopatolojik olarak tiibiiler
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nekroz, 16kosit infiltrasyonu, tiibiiler dilatasyon bulgularini RA’nin diizelttigini tespit
ettik.

Hiilya ve arkadaslarinin renal iskemi reperfiizyon hasarina karsi rosmarinik
asidin  koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, RA 25mg/kg iskemi
indiiksiyonundan 30 dakika Once intraperitonal olarak uygulanmig, iskemi
reperfiizyon sonucu olusan fokal glomeriiler nekroz, Bowman kapsiilii dilatasyonu,
tiibiiler epitel dejenerasyonu, tiibiiler epiteldeki nekroz ve dilatasyonun rosmarinik
asit uygulanmasi ise engellendigi gosterilmistir (17). Calismamizda, rosmarinik
asidin, siklofosfamidin tiibiil epitellerinde olusturdugu dejenerasyon ve atrofi
olusumunu rosmarinik asitin koruyabilecegini tespit ettik.

Naglaa ve arkadaslarinin gentamisinin sigan bobreklerinde olusturdugu hasara
karsi, gentamisin uygulamasi Oncesi ¢esitli antioksidanlarin  denendigi
caligmalarinda, gentamisin uygulanan grubun bobreklerinde glomeriillerin kii¢tilmesi
ve Bowman boslugunun genislemesiyle karakterize glomeriiler hasar, tiibiil epitel
kaybi, tiibiil duvarlarinda epitelyal dokiilmeler, piknotik ¢ekirdekli hiicre miktarinda
artig, interstisyel kanamalar, mononiikleer hiicre infiltrasyonu gézlenmistir. Ayrica
bu calismada gentamisin grubunda serum kreatinin, BUN ve MDA degeri artmus,
GSH, GSH-Px ve SOD degerleri diismiistiir. Her gentamisin uygulamasindan 1 saat
once oral 50 mg/kg rosmarinik asit uygulamasi, histopatolojik bulgular1 diizeltmis,
artan BUN, kreatinin ve doku MDA degerini azaltmis; azalan GSH, GSH-Px ve SOD
degerini de artirmustir (171). Bizim ¢alismamizda CP grubuna ait bobrek kesitlerinde
Sham grubuna kiyasla tiibiiler atrofi, tiibiiler vakuolizasyon, glomeriiler hasar,
vaskiiler konjesyon ve interstisyel inflamasyonda belirgin bir artis izlendi; epitelde
dokiilmeler, 16kosit infiltrasyonu ve hiyalin madde birikimi bulgular1 gézlemlendi.
CP+RA grubuna ait bobrek dokusunda, hafif tiibiiler atrofi disinda patolojik bulgu
gozlenmedi. BUN degeri CP grubunda Sham grubuna gore anlamli artarken, CP+RA
grubunda CP grubuna gore diisiis mevcuttu. Kreatinin degeri CP grubunda Sham
grubuna gore artig gosterdi; fakat CP+RA grubunda CP grubuna goére anlamsiz
minimal bir yiikselis belirlendi. CP+RA grubunda gozlenen kreatinin artist CP
grubuna gore anlamli degildi. MDA, CP grubunda artarken, CP+RA grubunda
yalnizca Sham grubuna gore artis gosterdi. Daha once yapilan ¢aligmalarda

MDA’nm RA verilen gruplarda artmasi peroksidaz etkisi ile H202 ve serbest radikal
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olusumu sebebiyle olusmus olan prooksidan etkiden dolayi olabilecegi bildirilmistir
(172, 173).

Swarnalata ve arkadaslarmin kadmiyuma bagli olusturulan nefrotoksisiteye
kars1 rosmarinik asidin koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, kadmiyum
ile olusan tiibiiler dejenerasyon, Bowman kapsiilii genislemesi, vakuolizasyon gibi
bulgularin kadmiyumun 14 giin boyunca her uygulamasindan 1 saat once verilen
gavaj ile 50 mg/kg rosmarinik asit uygulanmasi ile diizeldigi gézlemlenmis,
kadmiyumun tek uygulanmasinda diisen SOD ve CAT degerinin rosmarinik asit ile
uygulanan grupta yiikseldigi gozlenmistir (173). Calismamizda, siklofosfamid
uygulamasi Oncesinde 8 giin 100 mg/kg rosmarinik asit uygulanan sigcanlarda
vakuolizasyon, glomeriiler hasar, hiyalin madde birikimi ve tiibiiler atrofi gibi
bulgular, yalniz CP grubuna gére diizelme gosterdi. CP grubunda azalan SOD degeri,
oncesinde CP+RA uygulanan grubumuzda yiikselirken, CP grubunda yiikselen CAT
degeri CP+RA grubunda azalma gostermistir. Bu durumun, daha oOnce de
acikladigimiz gibi, glutatyon peroksidazin (GSH-Px) aktivitesindeki degisiklik ile
ilgili olabilecegini diisiinmekteyiz. CP grubunda CAT aktivitesindeki artisin ve
CP+RA grubunda CAT aktivitesindeki bu azalmanin sebebi GSH-PX enziminin
devreye girmis olmasindan kaynaklanabilir (174). SOD’mn olusturdugu H202’i
parcalayan CAT ve GSH-Px ayni gorevi listlenmelerine ragmen GSH-Px’in H202’¢e
olan afinitesi ve hizi CAT’a gore cok daha fazla olmasi sebebiyle CAT nispeten
diismiis olsa da, GSH-Px Ol¢limiiniin yapilmast ile bu durumun agikliga
kavusturulacagin diisiiniiyoruz.

Histopatolojik verilerimiz CP’in sican bobrek doku hasarini artirdigini,
RA’nin ise CP’e bagl olusan hasar biiylik dl¢tlide diizelttigini gostermektedir. Ancak
oksidan-antioksidan dengedeki degisimlerin ¢alismanin biyokimyasal sonuglarini
etkilemesi nedeniyle, CP uygulanan dokulara RA’y1 farkli dozlarda uygulayarak,
daha fazla parametrelerin kullanildigi aragtirmalarla, daha detayli sonuglar elde

edilebilecegini diislinliyoruz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

CP’nin bobrek dokusundaki toksik etkilerine karsi RA’nin  koruyucu
etkilerinin arastirildigi deneysel ¢calismamizin sonucunda,
e  CP sigcan bobreklerinde:
o Glomeriiler hasara yol agmustir.
o Tiibiiler atrofiye neden olmustur.
o Tiibiil epitellerinde dokiilmelere ve diizensizliklere yol agmuistir.
o Tibiiler epitelde vakuolizasyonda artisa neden olmustur.
o Tibiiler dilatasyona sebep olmustur.
o Interstisyel inflamasyon meydana gelmistir.
o Interstisyel alanda vaskiiler konjesyona sebep olmustur.
o Hiyalin madde birikimine neden olmustur.
o Firgamsi kenarlarda kayip gozlenmistir.
o BUN artisina yol agmistir.
o SOD diizeyinin diismesine sebep olmustur.
e CP+RA uygulanan sican bobreklerinde:
o Glomeriiler hasarda azalma meydana gelmistir.
o Tibiiler atrofinin azaldig1 gdzlemlenmistir.
o Tibiil epitellerinde dokiilmeler ve diizensizliklerin diizeldigi tespit
edilmistir.
o Tibiiler vakuolizasyonda azalma izlenmistir.
o Tibiiler dilatasyonun diizeldigi belirlenmistir.
o Interstisyel inflamasyon azalmistir.
o Interstisyel alanda vaskiiler konjesyon azalmstir.
o Hiyalin madde birikiminin diizeldigi gozlenmistir.
o Fircamsi kenar kayb1 azalmistir.
o BUN diizeyinin diismesine yol agmuistir.
o SOD seviyesinin arttig1 gdzlenmistir.
Siklofosfamid sebepli bobrek hasarina karsi rosmarinik asitin etkilerinin
arastirildigl bu ¢alismanin bulgulari ve sonuglarinin, deneysel ve klinik ¢alismalara

yol gosterici olacagi kanaatindeyiz. Bu ¢alisma siklofosfamidin bobrek toksisitesine

67



kars1 rosmarinik asitin etkilerini inceleyen ilk caligmadir. O nedenle bu ¢alisma, bu
konuda yapilacak olan yeni ¢aligsmalara kaynaklik edecek; literatiirde bu konudaki
eksikliklerin giderilmesine katki saglayacak; toplumda sik kullanilan bu ilacin
komplikasyonlarina karsi elde edilebilecek bir koruyucu etkiyle, insan sagligi ve
tedavi maliyeti bakimindan olumlu sonuglar dogurabilecektir.

Bu konuda yeni c¢alisma yapacak aragtirmacilara, bulgularin
zenginlestirilebilmesi agisindan immunohistokimya, elektron mikroskobu, hiicre
kiltlirii caligmalari, flow sitometri, molekiiler biyoloji gibi daha ileri teknoloji ve
teknikler kullanarak ¢aligma ile ilgili daha ayrintili veriler elde edebileceklerini ve
calismay1 daha ileri diizeye tasiyabileceklerini onerebiliriz. RA’nin doku tizerindeki
etkilerini gézlemlemek i¢in tek bagina RA grubu olusturulabilir. CP’nin kullanildig:
bir hastalik modellemesi yapilip CP kullanilarak RA’nin hem hastalik {izerine hem
CP ile birlikte hastalik {izerindeki etkileri gozlemlenebilir. CP ve RA’nin farkli doz
ve farkl: siirelerde kullanilmasi ile yapilacak yeni arastirmalarin, en etkili tedavi dozu

ve iyilesme siiresinin belirlenmesini saglayabilir.
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