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OZET

Siga Toksine Bagh Hemolitik Uremik Sendromlu Ratlarda Rutin Etken
Maddesinin; Interlokin, Tiimér Nekroz Faktor ve Oksidatif Stres Diizeyleri
Uzerine Etkisinin ArastlrllmaSI*.

Amag: Siga toksin iireten Escherichia coli, Shigella diseanteria tip 1 ve
Citrobacter freundi gibi bakteriler tarafindan salgilanan Siga toksin (Stx), canli
organizmada renal inflamasyonlara neden olarak Interlokin (IL 1, IL 6, IL 8) ve Tiimor
Nekroz Faktor (TNFa) diizeylerini artirmaktadir. Siga toksin ayrica oksidatif stresi
tetikleyerek oksidan ve antioksidan parametreleri olan Malondialdehit ve Nitrik oksit
seviyelerinin artmasini, Siiperoksit dismutaz ve Glutatyon seviyelerini azaltarak
organizmanin antioksidan kapasitesinin diismesine neden olur. Bu durum 6&zellikle
bobrek endotel hiicrelerini etkileyerek mikroanjiopatik hemolitik anemi, trombositopeni
ve akut bobrek hasari gibi belirtiler veren Hemolitik Uremik Sendroma sebep
olmaktadir. Rutin etken maddesinin giiglii antioksidan ve yangi giderici 6zellikleri
bilinmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda deneysel olarak olusturulmus Siga toksine bagl
Hemolitik Uremik Sendromlu ratlarda, rutin etken maddesinin inflamasyon ve oksidatif
stres tizerine protektif etkisini, interlokinler, timor nekroz faktér ve oksidatif stres
parametreleri kullanilarak aragtirilmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot: Calisma toplamda 160-250 gr agirhginda 12 haftalik
yetigkin Sprague-Dawley irki 40 adet erkek rat iizerinde yapildi. Caligmalar ratlarda
Siga toksin 2 (Stx2) (100 ng/kg) ile olusturulan HUS modeli iizerinde gerceklestirildi.
Hemolitik Uremik Sendromlu ratlar {izerinde rutin etken maddesinin protektif etkisini
iki farkli doz ( 50 mg/kg , 100 mg/kg) kullanarak, interlokinler , TNFa , oksidatif stres
parametreleri, biyokimyasal bobrek parametreleri, histopatolojik bulgular kullanilarak
degerlendirildi.

Bulgular: Ratlarda Stx2 (100 ng/kg), Stx2 (100 ng/kg)+ Rutin (50 mg/kg) , Stx2
(100 ng/kg)+ Rutin 100( mg/kg), Rutin 100( mg/kg) dozlar1 uygulandiktan sonra IL-1,
IL-6, IL-8, TNFa, MDA, SOD, GSH, NO diizeyleri hesaplandi. Gruplar arasinda
parametre bazinda olusan farklar one way ANOVA testi ile degerlendirildi.

Sonug: Stx2’nin bdbreklerde inflamasyona ve oksidatif strese sebep oldugu ve
uygulanan 2 farkli rutin dozunun inflamasyon ve oksidatif stresin etkilerini belirgin bir
sekilde azalttig1 kanaatine varilmistir.

Anahtar kelimeler: Siga toksin, Hemolitik Uremik Sendrom, Interlokin, TNFa,
MDA, SOD, GSH, NO

*Bu calisma, Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 2016/75 BAP proje numarali
Yiiksek Lisans tez projesi olarak desteklenmistir.



ABSTRACT

Investigation of the Routine Agent;Interleukin, Tumor,Necrosis Factor and
Oxidative Stress Level In Rats With Hemolitic Uremic Syndrome Related With
Shiga Toxin .

Aim : Shiga toxin (Stx), which is secreted by bacteria such as Shiga toxin
producing Escherichia coli, Shigella diseanteria type 1 and Citrobacter freundi,
increases the Interleukin (IL 1,IL 6, IL8 ) and Tumor Necrosis Factor (TNFa ) levels by
causing renal inflammations in living organisms.By triggering oxidative stress, shiga
toxin also causes to increase the level of Malondialdehyde and Nitric Oxide which are
antioxidant parameters and by reducing Superoxide dismutase and Glutathione) levels,
it causes to reduce the antioxidant capacity of the organism.This situation, especially by
affecting kidney endothelial cells, results in Hemolytic Uremic Syndrome which causes
symptoms such as microangiopathic hemolytic anemia, thrombocytopenia and acute
renal failure.Strong antioxidant and anti-inflammation properties of the routine active
ingredient are known. In the light of this information the aim of the study is to
investigate the protective effects of routine active ingredients by using interleukins,
tumor necrosis factor and axidative stress parameters on inflammation and oxidative
stress in rats with Haemolitic Uremic Syndrome based on experimentally generated
Shiga Toxin.

Material and Method: In total, the study was conducted on 40 grown up male
Sprague-Dawley rats weighing 160-250 gr at 12 weeks of age. Studies were performed
in rats on HUS model generated with Shiga toxin 2 (Stx2) (100 ng / kg). By using two
different doses(50mg/kg,100 mg/kg) and Interlocking agents, TNFa, oxidative stress
parameters, biochemical renal parameters, histopathological methods protective effect
of routine active ingredients on rats with Hemolytic Uremic Syndrome was evaluated.

Results: After Stx2 (100 ng, / kg), Stx2 (100 ng / kg) + Routine (50 mg / kg),
Stx2 (100 ng / kg) + Routine 100(mg/kg), Routine 100(mg/kg) doses were conducted,
the levels of IL-1, IL-6, IL-8, TNFa, MDA, SOD, GSH, NO were calculated.
Differences based on parameters between the groups were evaluated by one way
ANOVA test.

Conclusion: It has been concluded that Stx2 caused inflammation and oxidative
stress in the kidneys and that the two different routine doses eradicated the effects of
inflammation and oxidative stress.

Key Words: Shiga toxin, Hemolytic Uremic Syndrome, Interleukin, TNFa,
MDA, SOD, GSH, NO

*This study supported as Master Thesis Project the number of 2016/75 by Scientific Research Project
Coordinator of Atatiirk University.
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1. GIRIS

Hemolitik {iremik sendrom (HUS) genelde mikroanjiopatik hemolitik anemi,
trombositopeni ve akut bdbrek hasari ile bilinen patolojik durumdur. HUS &zellikle
cocukluk caginda olusan akut bobrek hasarmin en ¢ok gériilen nedenidir. HUS iin klinik
bulgularmin sebebi trombotik mikroanjiopatidir. Patolojik bulgular atardamarlarda ve
kilcal damar duvarindaki kalinlagsma, endotel sismesi ve kalinlagsmasidir. Fibrin ve kan
pulcugunca zengin trombiisler damar liimeninde tikaniklara neden olur. Cok sayida
dokunun etkilendigi bu durumdan bébrek dokusu en fazla hasar géren dokulardandir.®
Siga toksin (Stx) tireten Escherichia coli (STEC) iliskili hemolitik tiremik sendrom tiim
olgularmin %90’ 1m1 olusturur.?

En ciddi HUS vakalarinda yogun kortikal nekroz gelisir. Bobrek icerisinde
agirlikl olarak inflamatuar hiicre, infiltratlar, nétrofiller ve makrofajlar olusur.* * Ayrica
renal kortikal glomeriiler ve tiibiiler hiicrelerin apoptozisi belgelenmistir.> ®

Sistemik Siga toksin toksisitesi bobrek, gastrointestinal sistem ve diger organ ve
dokulardaki vaskiiler endotel hiicrelerine hasar vererek HUS olusumunun temelini
olusturur. Endotel hasarmma sebep olan bir diger etken ise oksidatif stresin zararh
etkisidir.” ®

Rutin’in antioksidan, sitoprotektif, vazoprotektif, antikarsinojenik, néroprotektif
ve kardiyoprotektif aktiviteler de dahil olmak tizere bir takim farmakolojik aktiviteler
bilinmektedir.’

Hemolitik iiremik sendrom o6zellikle ¢ocukluk ¢agindaki bireylerde akut ve
kronik bobrek yetmezligine hatta Oliimlere neden olabilir. Calismamizda rutinin

Hemolitik tiremik sendrom iizerine koruyucu etkisi aragtirilmisgtir.



2. GENEL BILGILER
2.1.  Siga Toksinler

Cocuklarda Hemolojik tiremik sendromun en sik goriilme nedeni olarak Siga
toksin (Stx) iireten bakteriyel enfeksiyonlar gosterilir. Siga toksin {ireten bu bakteriler
arasinda Siga Toksin Ureten Escherichia coli (STEC), Shigella dizanteria tip 1 ve
Citrobacter freundi bulunur."

2.1.1. Siga Toksinin Yapisi

Escherichia coli tarafindan iiretilen Siga toksin yapisal ve fonksiyonel olarak
Shigella dizanteria Tip 1 tarafindan iiretilen Siga toksine benzer. Siga toksinin Stx1 ve
Stx 2 olmak {izere iki ana tipi bulunur. Bu iki tip den Stx1 Shigella tarafindan tiretilen
toksinle benzerlik gosterir, Stx2 ise Shigella tarafindan iiretilen toksinle yaklasik % 56
homolojiye sahip olmasina karsin immiinolojik olarak birbirinden farklidir.* Siga
toksin, enzimatik olarak aktif 1 tane A (32 kDa) alt birimi ve buna non-kovelent bagla
baglanmis hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanmadan sorumlu 5 tane B (her biri 7.7 kDa)
(pentamer) alt biriminden olusur. Siga toksinin A zinciri Al (27.5 kDa) ve A2 (4.5

kDa) fragmentlerinden olusmaktadir. B alt biriminin goérevi toksinin okaryotik hiicre

12-14

yiizeyindeki Gb3 reseptorlerine baglanmasini saglamaktadir.

Sekil 2.1. Kristal haldeki Stx1’nin A ve B alt birimleri.'®

Yukarida ki sekilde stx 1’in B pentameri turuncu A, mavi ile gosterilmigtir. A; in ribozamal etkilesim
bolgeleri mor bunun digindaki bolgeler ise yesil renk ile gosterilmistir.



2.1.2. Siga Toksin Reseptorleri

Globotriosil seramid (Gb3), globotetraosil seramid (Gb4) ve P1 (kirmiz1 kan
hiicre membraninda bulunan glikolipid antijenini igeren bir kan grubu) olarak bilinen
membran glikolipidleri, Stx toksinini tantyan reseptdrler olarak tespit edilmistir.**™°

Siga toksin reseptorlerinin dagilimi hiicre ¢esidine gore farklilik gosterebilir. Bir
dokuda Siga toksin reseptorlerinin miktarinin fazla olmasi Siga toksinin aktivitesini
artirmaktadir. Siga toksin reseptOrleri Ozellikle intestinal ve renal epitelyum
hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda bulunurlar. Bu nedenle Siga toksin en fazla hasari

bu dokulara vermektedir.2% 2*

2.1.3. Siga Toksinin Toksisitesi

Yapisal olarak birbirine benzeyen Stx1 ve Stx2’nin toksik etkileri ve toksisite
olusturma stireglerinde farkliliklar vardir. Epidemiyolojik ¢alismalar, Stx2 tireten STEC
suslarinin HUS sendromu gibi ciddi hastaliklarma neden oldugunu géstermektedir.?? %
Insan bobrek mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerin, Stx2’nin sitotoksik etkisine karsi
duyarhligi Stx1’in etkisine gore daha fazladir.** Yapilan calismalar insan intestinal
mikrovaskiiler endotelyal hiicreleri i¢in Stx2’nin Stx1’e¢ goére daha toksik oldugunu
gt')stermis‘[ir.z1

2.1.4. Siga Toksin-immiin Yamt Iliskisi

Siga toksin, endotel hiicrelerinde hasara neden olarak tiimor nekroz faktor alfa
(TNF-a), interlokin 1p (IL-1pB), interlokin 6 (IL-6), interlokin 8 (IL-8) gibi
proinflamatuar sitokinlerin salmmina neden olabilir.”> ?* Salman bu inflamatuar
sitokinler bobrek epitelyum hiicreleri ve vaskiiler endoteryal hiicrelerden salinan Gb3
reseptorlerinin konsantrasyonunu artirarak Siga toksin’in etkisini artirir.?” 2 Bu veriler

Siga toksin’e karst konakta olusan sitokin yanitinin Hemolitik tiremik sendrom

patogenezinde énemli rol oynadigini g('jstermektedir.29



2.1.5. Siga Toksin-Oksidatif Stres Tliskisi

Oksidatif stres endotel hasarina sebep olur. Aerobik hiicre metabolizmasina
serbest radikaller ve oksidatif stres fizyolojik diizeyde etki eder. Bu fizyolojik etki
endotel hiicrelerinin antioksidan kapasitesiyle dengelenip ortadan kaldirilabilir.® Serbest
radikal olusumu antioksidan kapasitesini asarsa lipitler, proteinler ve DNA okside
olabilir. Yapilan ¢alismalar sonucunda serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) notrofillerde NADPH enzim ailesinin aktivasyonuyla olustugu tespit edilmistir.
Notrolif tarafindan iiretilen ROS’un  %350-70°1 hiicre i¢i ile sinirlandirilmis olmasina
ragmen kalan %50-30°u hiicre dis1 bosluga aktarilarak doku hiicrelerinde oksidatif
hasara sebep olur. Oksidatif hasar sonucu membran gegirgenligi degisir buna bagh
olarak hiicre yap1 ve fonksiyonu bozulur.”

Lipid peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) gibi reaktif aldehit iireterek hiicre
bilesenlerine zarar verir. Hiicre membranlarinda bulunan doymamis yag asitlerindeki
cift baglara oksijen baglanmasi sonucu ROS meydana gelir. ROS’un kontrolsiiz bir
sekilde olusumu hiicre membraninda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserol ve sterol
yapisinda yer alan doymamis yag asitlerinin peroksit ve peroksinitrit ( NO vb.), alkol,
aldehitler (MDA vb.), hidroksi yag asitler, etan ve pentan gibi g¢esitli {riinlere
yikimlamasina sebep olur ve oksidatif hasar meydana gelir.*

Glutathione (GSH) 6nemli bir hiicre i¢i antioksidandir. GSH bir indirgenme
maddesi olarak hareket eder ve hiicrede ROS’u izole ederek antioksidan gorevi goriir.
GSH peroksidaz bir substrattir. Bu nedenle hiicrede yasanan oksidatif stres GSH
seviyesini azaltarak hiicrenin antioksidan kapasitesini diisiiriir.>" %

HUS hastalarinda akut dénem boyunca, kirmizi kan hiicrelerindeki
lipidperoksidan seviyeleri yiiksek seyreder.® Bu yiikselme proteinlerde ileri seviye

oksidasyon siireci belirtileri goriiliir ve saglikli olunan dénemdekinden daha yiiksek bir



GSSG konsantrasyonu olusur.®* Buna paralel, HUS hastalari eritrositlerinde SOD
aktivitesinde kayda deger bir azalma goriiliir.*®

2.2.  Hemolitik Uremik Sendrom

Hemolitik iiremik sendrom (HUS), trombotik mikroanjiopatiye (TMA) baglh
olarak mikroanjiopatik hemolitik anemi, trombositopeni ve akut bobrek hasari gibi
klinik bulgular gosterilmektedir. HUS’ {in ¢ocuklarda akut bdbrek hasarina neden
oldugu bildirilmistir. Hemolitik iiremik sendromun patolojik lezyonu olarak arteriol ve
kapiller duvarlarindaki kalinlagsma, endotel sismesi ve endotel hasari gosterilmistir.
HUS vakalarinda fibrin ve trombosit agisindan zengin trombiisler damar liimeninde
tikanikliklara yol agarak bobrek basta olmak tizere ¢ok sayida doku ve organa zarar
verir.!

Hemolitik tiremik sendromun olusumunda bilinen en 6nemli etken Siga toksin
(Stx) iireten Escherichia coli’dir (STEC-HUS). STEC-HUS disinda kalan HUS
olgularmn biiyiik ¢ogunlugunu kompleman iliskili HUS ler olusturur.36

Hemolitik iiremik sendromun literatiirde farkli etiyolojik siniflamalar1 vardir. Bu
siniflamalarin bir kism1 TMA simiflamalari ile ortiismektedir. Klinik uygulamada yaygin
olarak kullamlan siniflandirma yéntemi tipik ve atipik HUS ( aHUS ) siniflamasidir.
Tipik HUS, STEC’e baglhh HUS i¢in kullanilmaktadir. Atipik HUS tanmu ile ilgili
literatiirde baz1 celiskiler bulunmaktadir. Yakin zamana kadar aHUS tanimi STEC bagh
HUS disinda kalan tiim HUS olgular igin kullanilirken, son yillarda bazi yazarlar
tarafindan yalnizca kompleman iliskili HUS i¢in kullanilmaya baslanmlstlr.37

2.2.1. Atipik Hemolitik Uremik Sendrom

Enfeksiyon iliskisi saptanmamis HUS’ler genel olarak aHUS olarak kabul
edilmektedir. Insanlarda goriilen HUS te 6zge¢mis ve aile dykiisii dnem tagimaktadir.

Hastada HUS tablosunun yinelemesi, aile dykiisiinde HUS ya da TTP olmasi, hastanin



yasinin 6 aydan kiigiik olmasi, Escherichia coli, Shigella dysenteria ya da Shigalla
pneumonia enfeksiyonu ile iliskisinin saptanmamis olmasi ayrmtili inceleme
gerektirir.®

Atipik HUS’lii olgularin yaklasik %350-70’inde kompleman diizenleyicileri
(Kompleman Faktér H(CFH), Kompleman Faktor 1(CFI), kompleman faktor H iliskili
proteinler(CFHR), Membran Kofaktér Protein(MCP) ve kompleman aktivatorlerini
kompleman faktér B(CFB) ve C3) kodlayan genlerde mutasyon saptanabilmektedir.*
Kompleman genlerinde meydana gelen mutasyonlar komplemanin alternatif yolunun

<

asir1 aktivasyonuna sebep olur. Bu olay C3 ve Cs ‘ in asir1 salimmmimi ve Csb-9
komleksinin olusumunu tetikler. Bu olaylar plateletlerin aktivasyonu, endotel hasari,

inflamasyon ve sistemik mikroanjiopatik lezyonlara sebep olur.*

Komplemanin aftarnatif yolunun dizenlenmasinda bozukluk

)
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Sekil 2.2. Atipik hemolitik tiremik sendromun patogenezi



Tablo 2.1. Atipik Hemolitik Uremik Sendromun Nedenleri.*®

Kompleman sisteminin diizenlenmesi ile ilgili bozukluklar (komplemani diizenleyen

ve aktive eden proteinlerde mutasyon)

Bozuk ADAMSTS13 aktivitesi

Trombomodiilin’in genetik yoklugu

Bozuk kobalamin metabolizmast

Stx iiretmeyen ishal etkenleri (Noroviriis, Campylobacter upsaliensis, Clostridium

difficile)

Solunum yolu enfeksiyonlar1 (Bordetalla pertussis, Streptococcus pneumonia,

Haemophilus influenzae)

Viral enfeksiyon etkenleri (Varicella, Cytomegalovirus, Influenza, Hepatit A, Hepatit
C, HIV, Coxsackie B virus, EBV, HPV B19)

Gebelik

Maligniteler

Otoimmiin hastaliklar (sistemik lupus eritematozus, antifosfolipid sendromu, C3

nefropati)

Ilag kullanim (kinin, kalsindrin inhibitdrleri, sisplatin, gemsitabin, mitomisin,
klopidogrel, interferon a ve B, siklosporin, oral kontraseptifler,

kokain, eroin, vb.)

Metilmalonik asidiiri ve homosistiniiri birlikteligi




2.2.2. Tipik Hemolitik Uremik Sendrom

HUS tipik olarak Siga toksin iireten Eschericha coli’nin (STEC) neden oldugu
kanli ishal sonrasi gelisen bir hastaliktir. Cocukluk caginda goriilen hastalarin yaklasik
%90’1nm STEC iliskili HUS oldugu bilinmektedir ve tipik HUS olarak
adlandirimaktadir.*

Enfeksiyona bagli HUS ¢ocuklarda akut bébrek yetmezliginin en sik nedeni olup
enfeksiyon etkenlerinin en sik goriineni STECdir.** Eschericha coli’nin 0157:H7
serotipi HUS’e neden olan vakalarda en sik rastlanan serotipdir. Bunun yaninda
Eschericha coli’nin 026:H11, O145:NM, 0103:H121, O111:H-, O104:H4 serotipleri,
Shigella dysenteriae tip 1 ve Citrobacter freundi de HUS’e neden olmaktadir.*?

Tipik HUS siklikla sporadik goriilmesine karsin biiyiik salginlar da bildirilmistir.
Cografik ve mevsimsel degisiklik gostermekle birlikte, yillik insidans1 100000 de 0.07-8
vaka oraninda bildirilmistir. Siklikla yaz sonunda ve sonbaharda goriilmektedir. Soguk
iklime sahip bdlgelerde HUS’iin insidansi daha yiiksek olmaktadir.®

STEC enfeksiyonu sonras1 %5-15 oraninda HUS gelismektedir. Bes yas altinda
bu oran %12.9 olarak belirlenmistir. STEC enfeksiyonu sirasinda 16kositoz saptanmasi
ve antimotiliter ila¢ kullanimi1 HUS riskini artirdig: bildirilmistir. Bir ¢alismada STEC
enfeksiyonu sirasinda antibiyotik kullanimi HUS riskini artirdig: bildirilmisse de takip

eden calismalar bunu desteklememistir.38' 43,44

2.3.  Rutin

Rutin ismi igerisinde rutin etken maddesi bulunduran Ruta graveolens
bitkisinden gelmektedir. Kimyasal olarak disakarit rutinoz ile birlikte flavonolik
aglycone ve quercetin igeren bir glikozit yapldadlr.9 Rutin quercetin’den olusan bir
flavanol glikozidtir ve disakkarit rutinoz icerir.*®> Siyah cay, elma kabugu, karabugday

basta olmak iizere bir¢ok bitkide bulunur.*



Rutin, peroksit koklere, siiperoksit anyonlara, singlet oksijen ve hidroksil koklere
hidrojen atomlar1 vererek Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) temizleyicisi olarak galisir.
Ayrica lipid peroksidasyonunu oksitleyen metal iyonlarinin sonlandiricisi ve baglayicisi
olarak islev goriir.*" 48

Rutinin anti-oksidan, antikarsinojenik, antiviral, antibakteriyel, antiinflamatuar,
antiplatelet, sitoprotektif, noroprotektif, kardiyoprotektif ve vazoprotektif 6zellikleri
saptanmustir.” *°°* Rutinin oksidatif stres, inlamasyon, lipogenez ile glukoz ve lipid

modiilasyonu sayesinde karaciger ve yag dokusunda metabolizma {izerine olumlu etkisi

gésterilmistir.52’ >3 Ayn1 zamanda birgok calisma rutinin iskemi/reperfiizyon bobrek

54,55

hasarinda bobrekleri koruma iizerine 6nemli etkisi oldugunu gostermistir.

Sekil 2.3. Rutin’in kimyasal yapisi®



2.4.  Sitokinler

Sitokinler organizmada immiin sistemin diizenlenmesinde goérev alirlar.
Sitokinler proinfamatuvar olaylarda rol oynayan, immiin sistemin protein yapisindaki
habercileridir. Sitokinler immiin sistemin hormonlar1 olarak diisiiniilmiis olsa da hem
endokrin bezler tarafindan salgilanmamasi hem de sadece endokrin sistem
hormonlarinin aksine lokal etki géstermesi bakimindan endokrin sistem hormonlarindan
ayrilir.®® " Sitokinler 800-4000 dalton molekiil agirhgindaki yapisal fonksiyonu
bulunmayan proteinler olup inflamasyonda ki rollerine gore proinflamatuar ve
antiinflamatuar olmak tizere ikiye ayrilir. Proinflamatuar sitokinlere 6rnek olarak TNFa,
IL-1, IL-6, IL-8 verilirken antiinflamatuar sitokinleere ornek olarak IL-4, IL-10
verilebilir.®®  Proinflamatuar ~ sitokinler immiin yanitlarda patojenlerin  hizl
eliminasyonuna yardim ederek immiin yanitin artmasinda gorev alirlar. Antiinflamatuar
sitokinlerin esas gorevi ise T hiicrelerden salgilanan sitokinlerin salgilanmasini
engellemektir.  Antiinflamatuar sitokinlerin diger bir gorevi de baz1 hiicre
fonksiyonlarmin ve diger sitokinlerin sentezini azaltmaktir.” Inflamatuvar mediator
olan TNF-a ve IL-1 insan endotel hiicrelerinde Stx1 reseptorlerini indiikleyerek Stx1’in
sitotoksik etkisini artirir.”®

Yaptigimiz c¢aligmada, ratlarda Siga toksin 2’nin etkisini gidermek amaciyla
kullandigimiz rutin etken maddesinin olusan inflamasyon diizeyleri lizerine etkisini
gorebilmek igin bazi sitokinlerden yararlandik bu sitokinlerin genel o6zellikleri su
sekildedir;

2.4.1. interlokin 1

Interkdkin 1’in dort alt tipi bulunur. Bunlar IL-10, IL-1B, IL-1y ve antagonist
olan IL-1ra tipleridir. Interlokinler temelde fagositlerden sentezlenmekle beraber

notrofil, B lenfositler, T lenfositler, Naturel Killer (NK) hiicreler, keratinositler, dendrik
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hiicreler, astrositler, fibroblastlar hiicrelerinden sentezlenir. Interlokin 1’in
sitimiilasyonu temelde TNF-a tarafindan saglanmasina karsin kendi kendini de sitimiile
edebilir.®® IL-1B sitokini TNF-a, IFN-y, IL-8, IL-6, IL-4, IL-10 gibi sitokinlerin
salinmasini sitimiile etmektedir.®*

2.4.2. Interlokin 6

Interlokin 6 T-Lenfositler, B-Lenfositler, makrofajlar, endoteryal hiicreler,
libroblastlar tarafindan dretilir. Akut travma ve stres esnasinda IL-6 seviyesinde
yiikkselme meydana gelir bu durum genellikle sistematik inflamatuar yanit olarak
kullanilir. IL-6’nin salgilanmasindaki en 6nemli etki IL-1 ve TNF-a seviyeleridir. 1L-4,
IL-10 ve IL-13 ise IL-6’min baskilanmasina neden olur.®? IL-6 molekiili 20 kd
agirhigindadir ve molekiil sekli dortlii alfa heliks yapida kiictik bir polipeptit seklindedir.
Yapisal stabilizasyonu molekiiller aras1 disiilfat baglariyla gergzeklesir.63

2.4.3. Interlokin 8

Interlokin 8 endotel hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler, periferik kan
mononiikleer hiicreleri tarafindan sentezlenir. Sentezlenmesinde IL-1 ve TNF-a
seviyeleri 6nemli rol oynar. En 6nemli gorevi inflamasyonlar esnasinda inflamasyon
bolgesine nodtrofillerin - gekilmesine aracihk eder.®* Inflamasyonlar esnasinda
notrofillerin IL-1 ve TNF tarafindan aktiflestirilmesi IL-8 wve illigkili proteinler
sayesinde olur.®

2.4.4. Tiimer Nekroz Faktor-a

Timer nekroz faktor a 26 kDa molekiil agirligina sahip bir transmembran
proteindir.®® TNF-a makrofajlar, T ve B lenfositler, monositler dendrik hiicreler ve
dogal 6ldiiriicii hiicreler tarafindan sentezlenir.’” TNF-a hemeostatik, immiin ve
inflamatuar sistemler {izerine etkili nemli bir sitokindir. TNF-o’nin faydali hemeostatik

fonksiyonlar1 arasinda; patojenlere karsi savunma, inflamasyonun iylestirilmesi, lefoid
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organin yapisal gelisimi, doku rejenerasyonu, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, timor
biiyiimesinin inhibisyonu gosterilebilir. TNF-a’nin patolojik fonksiyonlari arasinda ise
inflamasyonun tetiklenmesi, vaskiiler endotelin uyarilmasi, bagisiklik hiicrelerinin
poliferasyonu ve doku hasari gosterilebilir.®® Dokularda diisiik miktarda bulunan TNF-o
patojenlere ve mikroorganizmalara kars1t hiicre i¢i savunma mekanizmalarini

giiclendirirken yiiksek miktarda bulunmasi inflamasyon ve doku hasarina sebep olur.®®

70

2.5. Oksidatif Stres

Oksidatif stres temel olarak, hiicresel metabolizma esnasinda olusan reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi sonucunda ortaya
cikan oksidatif denge bozuklugudur. Oksidatif strese bagli olarak ortaya ¢ikan ROS’lar
hiicre igerisinde ki ¢ift bag igeren proteinler, yaglar, DNA’daki cift bag iceren bazlara
saldirarak bir Hidrojen atomu koparir ve zincirleme oksidasyon reaksiyonlar: baglatir.
Buna bagl olarak organizmada hiicre zedelenmesi veya olimii gergeklesir.”" Serbest
radikaller, hiicrede endojen ve ekzojen kaynakli olmak iizere iki farkli sekilde
bulunabilirler. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda kimyasal maddeler, ilag
toksifikasyonlari, radyasyon, hava kirliligi, sigara dumani, alkol ve uyusturucu
maddeler gosterilebilir.”> Organizmada serbest oksijen radikallerinin verecegi hasara
kars1 koruyucu antioksidan mekanizma mevcuttur. Antioksidan mekanizmanin endojen
ve ekjojen olmak iizere iki alt tlirli bulunur. Endojen antioksidan mekanizmaya o6rnek
olarak SOD, GSH, Albumin, Transferrin, Bilirubin, Urat vb. verilebilir. Ekzojen
antioksidan mekanizmaya ise Askorbik asit, B-Karoten, Vitamin E rnek verilebilir.”

Serbest oksijen radikallerinin olusturdugu doku hasarinin en 6nemli gostergesi
hiicre zarindaki lipit peroksidasyonudur. Saglikli dokularda ¢ok az miktarda ger¢eklesen

lipit peroksidasyonu oksidatif strese maruz kalmig dokularda belirgin miktarda artis
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gosterir. Lipid peroksidasyonunun yikim iiriinlerinden olan malondialdehit (MDA)
dokudaki olas1 oksidatif strese karsi bize fikir verme konusunda Onemli bir
parametredir.” Nitrik oksit’in endotoksemiye bagh doku hasari iizerine farkl etkileri
olmasina karsin yapilan klinik aragtirmalarda indiiklenebilir nitrik oksitsentaz (iNOS)
inhibitorlerinin doku hasarin1 6nlemede etkili oldugu bildirrilmistir. NO, sepsis ve
septik sok da gerek oksidan ve antioksidan olarak gerekse inflamatuar ve
antiinflamatuar olarak hem yararli hem de zararh etkileri bildirilmistir.”

Yaptigimiz ¢alismada, ratlarda Siga toksinin etkisini gidermek amaciyla
kullandigimiz rutin etken maddesinin oksidatif stres diizeyleri {izerine etkisini
gorebilmek i¢in bazi oksidatif stres parametreleri kullandik. Bu parametrelerin genel
ozellikleri su sekildedir;

2.5.1. Malondialdehit (MDA)

Lipit peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baglatilan linolenik ve
aragidonik gibi poliansature yag asitlerinin peroksidasyonu olayidir. Bu metabolik olay
sonucunda biyolojik olarak aktif olan aldehitler ortaya c¢ikar. Bu aldehitlerden en
onemlisi  malondialdehit (MDA) molekiilidir. Bu nedenle MDA lipit
peroksidasyonunun iyi bir gostergesidir. MDA membran komplementlerinde ¢apraz
baglanma ve polimerizasyon yaparak membranin esnekligini ve iyon transport islevini
bozar. Ayrica DNA’nin nitrojen bazlari ile tepkimeye girebilme 6zelligi sebebiyle
mutajenik, toksik ve karsinojenik ozellik de gosterir. MDA suda ¢6ziinme O6zelligi
nedeniyle bir kismi idrarla atilabilir. Fakat yapilan ¢alismalar da MDA nin ne kadarinin

idrarla atildig1 konusunda net bir bilgi yok‘cur.76'78

2.5.2. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit otokrin ve parakrin hiicresel ajandir. NO hem normal fizyolojik

durumlarda hem de patofizyolojik durumlarda homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli
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etkenlerden biridir. NO’nun olusumu L-argininden sitrulin ousumu sirasinda L-
argininin guanidin nitrojen gurubunun hidroksilasyonu sonucu gergeklesir. NO sentez
enzimleri yapisal NO sentaz (¢cNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) olmak
tizere iki gruptan olusur. ctNOS endotelde, néronlarda ve plateletlerde bulunurken iNOS
kardiyomiyositler, hepatositler, ndronlar, mikroglial hiicreler, nétrofiller, vaskiiler
endotel ve kas hiicrelerinde bulunur.”® NO suda ve yagda c¢oziinebilme o6zelligine
sahiptir ve yarilanma 6mrii 30 saniyedir. NO, nitrit ve nitrata okside olabilen renksiz bir
gazdir.®*® NO bazi durumlarda bir anti-oksidan gibi davranarak lipit peroksidasyonuna
kars1 koruyucu etki gosterirken siiperoksit diizeylerinin artmasi durumunda siiperoksitle
reaksiyona girerek bir prooksidan olan peroksinitriti olusturabilir.®!

2.5.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD siiperoksit serbest radikallerini hidrojen peroksit (H,O;) ve molekiiler
oksijene (O;) doniistimiinii katalizleyen endojen kaynakli antioksidan enzimdir.
Organizmada 3 tip SOD bulunur. Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi
sitozolde lokalize Cu-Zn-SOD ve iigilincii olarak da Bakir (Cu) igeren ve plazmadaki
stiperoksitleri metabolize eden vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dur. Siiperoksit anyonu
(.02-) da hidrojen peroksit H,O; gibi ¢ogu organik bilesik de reaktif degildir fakat daha

reaktif ve toksisiteye sahip oksijen tiirlerinin olusumuna neden olurlar.®"-#

2.5.4. Gulutatyon (GSH)

Gulutatyon (GSH) hiicreleri oksidatif stresin zararli etkilerine karsi koruyan
onemli bir antioksidan maddedir. Karaciger tarafindan sentezlenir. Onciil maddeleri
sistein, gulutamat ve glisindir. Sentezi sirasinda katalizor olarak y-glutamil sistein
sentaz ve GSH sentaz enzimleri rol oynar. GSH fonksiyonel proteinleri ve enzimleri
oksidatif sitresin zararli etkilerine karst korur. GSH organizmaya giren yabanci

maddelerin detoksifikasyonundaki en énemli antioksidandir.® ®
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2.6. Bobrek

Bobrek viicutta; endojen ve ekzojen kaynakli atik iriinlerinin temizlenmesi,
hacim durumunun kontrolii, elektrolit denge, asit baz dengesinin korunmasi, endokrin
salgr ile ilgili islevler gibi temel viicut fonksiyonlarinda rol alan énemli bir organdir.®®
Ozellikle uygulanan terapétik ve diagnostik ajanlarin eliminasyonu en dnemli islevidir.
Bobrek, ozelliklede tiibiiler liimen membran iizerindeki organik iyon tasiyicilar1 liimen
icerisindeki filtrelenmis toksinlerin geri emilimi nedeniyle daha biiyiik oranda ve daha
yliksek konsantrasyonda toksine maruz kalir. Bu nedenle bobrek tiibiiler epitel hiicreleri
toksin kaynakli hasara ugrama ihtimali daha y1'iksektir.86

Yaptigimiz ¢alismada, ratlarda Siga toksin 2’nin etkisini gidermek amaciyla
kullandigimiz rutin etken maddesinin boérek dokusuna verdigi zarar1 6lgmek amaciyla
bazi bobrek fonksiyon parametrelerinden yararlandik bu  parametrelerin genel
ozellikleri su sekildedir;

2.6.1. Kandaki Ure Azotu

Viicutta proteinlerin yikimi sonucu ortaya ¢ikan amonyak toksik bir maddedir.
Amonyagin toksik etkisinin giderilmesi (detoksifikasyon) sonucu {ire meydana
gelmektedir. Urenin suda ¢oziinme 6zelligi sayesinde bobrekten siiziilerek viicuttan
uzaklastirilmasi kolaydir. Klinik de bobrek fonksiyonlarin tespiti igin lireden ziyade
Kandaki Ure Azotu (BUN) kullanilir. BUN kandaki iirenin azot kisimlarmi ifade eden
terimdir. Buda kandaki iirenin yaklasik %50’sini ifade eder.¥’

Plazmada BUN seviyesinin artmasin olast bobrek hasarinin gostergesidir.
Bobrek hasarinin tespitinde BUN seviyesindeki artis tek basina anlam ifade etmeyebilir
bu nedenle bobrek hasariyla ilgili degerlendirme yaparken Kreatinin ile birlikte

degerlendirmek daha dogru degerlendirme yapmamizi saglamaktadlr.88
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2.6.2. Kreatinin

Kreatinin, Fosfokreatin’in dehidrasyonu ve halkalasmasi ile kreatinarginin ve
glisin aminoasitlerinden sentezlenir. Bobrek fonksiyonlarin1 6l¢gmede klinik agidan
serum kreatinin seviyesindeki artis onem arz etmektedir. Fakat serum kreatinin
seviyesinin artis1 bobrek fonksiyonlarindaki belirgin kayipla ortaya ¢iktigi icin BUN ile

birlikte degerlendirilmesi daha sagliklidir.%® &

2.6.3. Alkalen Fosfataz (ALP)

Baglica ALP kaynaklar1 karacigerde safra kanalikiililerini orten hiicreler, kemik
dokusunda osteoblastlar ve gebelerde plasenta olarak bildirilmistir.®®

Ayni zamanda yapilan bazi ¢alismalar neticesinde ALP’nin nefrotoksisitenin
duyarli indikatorlerinden birisi olarak bildirilmistir.*

2.6.4. Elektrolit Denge

Total viicut sivist yas ve cinsiyete gore degismekle birlikte viicut agirliginin
yaklasik %355-65’1 oranindadir. Total viicut sivisinin 3/4’t intraseliiler, 1/4’i ise
ekstraseliiler alanda yer alir. Bu iki alan arasinda elektrolit igerik bakimindan ciddi
farklar vardir. Potasyum (K) baskin olarak intraseliiler alanda bulunurken Sodyum (Na)
ve Klor (Cl) ekstaseliiler alanda bulunur.”*

Bobrek fonksiyonlarinin bozulmanin tespitinde bir diger onemli yontem ise
elektrolit dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan hiperpotasemi, metabolik asidoz,
hipokalsemi ve hiperfosfatemidir. Uremik birikimine bagl olarak ortaya ¢ikan elektolit
dengesizlikler, biyokimyasal degisikliklerin derecesine ve hastanin kisisel duyarliligina
bagh degisken semptomlar gosterebilir. Bu semptomlara 6rnek olarak; hipokalsemiye
bagl kasilmalar, iremi ye bagh bulant1 ve kusma verilebilir. Bunlarin i¢erisinde hayati

tehlikeye sebep olan en Onemlisi hiperpotasemidir. Cogunlukla asemptomik olan

hiperpotasemi bazi durumlarda kas paralizisi ve aritmi semptomlari verebilir.*
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3. MATERYAL VE METOT
3.1.  Kullamilan Deney Hayvanlan

Bu calismanin tiim deneysel icerikli uygulamalar1 ve islem basamaklar1 Atatiirk
Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi, Atatiirk Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal1 laboratuarlarinda gerceklestirildi. Bu ¢alisma, Atatiirk

Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 19. 04. 2016 tarih ve

2 sayil1 oturumunda belirtilen Etik Kurul Raporunun 36 nolu karari ile onayland1 ( EK
2).

Bu caligmada, Atatiitk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma merkezinden
temin edilen, 8 haftalik, yaklasik 200 gr agirliginda, Sprague-Dawley tipi eriskin 40
adet erkek rat kullanildi. Tim hayvanlar, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik deney
hayvanlari iinitesi ortaminda, %55-60 nem oran1 ve 22 °C oda sicakliginda bakim ve
standart pelet yem ile beslenmeye tabi tutuldu. Deneyler siiresince etik kurallara 6zen
gosterilmistir.

3.2.  Kullanilan Etken Madde ve Dozlar1

Siga Toksin 2: Uriin List Biological Laboratories firmasindan temin edildi. Uriin
hazirlanana kadar -80 °C muhafaza edildi. Uriiniin hazirlanmasi iiretici firmanin
belirttigi sekilde; 10ug’lik toz halindeki Siga toksin 2, 100 ul’lik (0.005 M Tris, 0.01 M
NaCl, %0.01 Trehalose pH 7,5) proteinli su ¢dzeltisi igeresinde hazirlandi. Uriinii
kullanabilecegimiz konsantrasyona indirmek amaciyla yukarda belirttigimiz proteinli su
cozeltisi kullanarak 1 ml proteinli su igerisinde 20 ng Siga toksin 2 olacak sekilde
seyrelttik.

Rutin: Uriin Sigma Chemical Company firmasindan temin edildi. Uriinii
kullanim amacimiza uygun olarak 50 mg/kg ve 100 mg/kg konsantrasyonlari hazirlandu.

Cozeltimiz distile suyun igerisinde rutini ¢ozdliirme seklinde hazirlanmistir.
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Cozeltimizin tam homojenizasyonunu saglamak amaciyla az bir miktar 1s1l islem
uygulanmistir. Enjeksiyon iglemini pratik hale getirebilmek i¢in 50 mg/kg’lik
konsantrasyonda rutin hazirlarken 1 ml ¢6zeltide 10 gr rutin olacak sekilde, 100
mg/kg’lik konsantrasyonda ise 1 ml ¢ozeltide 20 gr rutin olacak sekilde ayarlama
yapildi.

Ketamine hydrocloride ve xylazine: Uriinler Sigmadan temin edildi. Ratlar1
anestezi altina almak i¢in 75 mg/kg ketamine hydrocloride ve 15 mg/kg xylazine
kullanildi.

3.3.  Deneylerde Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Buzdolabi poseti: Dokularin buzdolabinda saklanmasi i¢in kullanildi.

Buzdolabi: Kimyasal maddelerin muhafaza edilmesi i¢in kullanildi.

Derin dondurucu: Kimyasal maddelerin ve ratlardan alimin doku ve kan
orneklerinin muhafazasi i¢in kullanildi.

Enjektorler: Kan alimi1 ve enjeksiyonlarda kullanildi.

Eppendorf tiipleri: Kan orneklerinden alinan plazmanin muhafazasi icin
kullanildi.

Erlen: Kimyasal maddelerin hazirlanmasi igin kullanildi.

Etiiv: Cam malzemelerin kurutulmasi ve steril edilmesi i¢in kullanildi.

Gavaj ignesi: Ratara intragastrik enjeksiyon yapmak i¢in kullanildi.

Hassas terazi: Kimyasal maddeleri tartmak i¢in kullanildi.

Homojenizator: Ratlardan alman bobrek dokusunun homojenizasyonu
isleminde kullanildi.

Istticih manyetik karistiricr: Rutinin hazirlanmasi igin kullanildi.

Kan tiipleri: Ratlardan kan 6rneklerinin alinmasi, santrifiij edilmesi, saklanmasi

icin kullanildz.

18



Makas: Diseksiyon igin kullanildi.

Manyetik karistirici: Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanildi.

Mikroskop: Ratlardan alinan bobrek dokusunun patolojisini incelemek igin
kullanildi.

Otoanalizor: Ratlardan alinan kan O6rneklerinin ¢alisilmasi i¢in kullanildi.

Otomatik pipetler: Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin hassas bir
sekilde hazirlanmasi i¢in kullanildi.

Pens: Diseksiyon i¢in kullanildi.

pH metre: Kimyasal maddelerin hazirlanmasinda kullanildi.

Saf su cihazi: Cozeltilerin hazirlanmasi i¢in gerekli olan saf suyun temininde
kullanildi.

Santrifuj: Ratlardan aliman doku ve kan Orneklerinin serum ve siipernatant
orneklerinin ayrilmasi i¢in kullanildi.

Sogutmah Santrifiij: Ratlardan alinan doku 6rneklerinin uygun sicaklikta serum
ve siipernatant 6rneklerinin ayrilmasi i¢in kullanildi.

Spektrofotometre: Ratlardan alinan bobrek dokusunda bazi biyokimyasal
parametrelerin ¢alisilmasi i¢in kullanildi.

Vorteks: Kimyasal maddelerin karistirilmasi igin kullanildi.

3.4.  Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Yapilan Enjeksiyonlar

Calismamizda toplamda 5 deney gurubu olusturuldu. Her grupta 8 hayvan
kullamldi. Deney hayvanlarimizda Hemolitik Uremik Sendrom olusturmak ve rutinin
etkisini arastirmak icin su islemler gerceklestirildi;

1. Grup (Kontrol) : Bu grup kontrol gurubu olarak diizenlendi. Bu guruba
herhangi bir etken madde uygulanmadi. Fakat stres kaynakli hatalar1 onleyebilmek

amaciyla 6 giin boyunca gavaj ignesi yardimiyla intragastrik 1ml serum fizyolojik
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¢ozeltisi ve 6. guniin sonunda intraperitonal olarak tek doz 1ml serum fizyolojik
¢ozeltisi enjekte edildi. Gruptaki ratlarin tamamu 8. giiniin sonunda 6tenazi edildi.

2. Grup (STX) : Bu grup Siga toksin 2 deney gurubu olarak diizenlendi.
Deneyimizde daha hassas c¢alisabilmek amaciyla bu gurubun tiim iiyeleri deneye
baslamadan Once ve enjeksiyon Oncesinde tartildi ve enjeksiyonlarimiz ratlarin
agirh@ina gore yapildi. Bu guruba rutin uygulamasi yapilmadi. Fakat stres kaynakli
hatalar1 6nlemek amaciyla 6 giin boyunca gavaj ignesi yardimiyla intragastrik 1ml
serum fizyolojik ¢ozeltisi enjekte edildi. 6. giiniin sonunda bu gurubun tiim iyelerine
agirh@ina gore intraperitonal olarak tek doz 100 ng/kg Siga toksin 2 enjekte edildi.
Gruptaki ratlarin tamamu 8. giiniin sonunda 6tenazi edildi.

3. Grup (RU50 + STX): Bu grup 50 mg/kg rutin uygulanan tedavi gurubu
olarak diizenlendi. Deneyimizde daha hassas c¢alisabilmek amaciyla bu gurubun tiim
tiyeleri deneye baslamadan 6nce ve enjeksiyon Oncesinde tartildi ve enjeksiyonlarimiz
ratlarin agirligina gore yapildi. Bu guruba 6 giin boyunca, agirligina gére 50 mg/kg rutin
gavaj ignesi yardimiyla intragastrik olarak enjekte edildi. 6. giiniin sonunda bu gurubun
tim tyelerine agirh@na gore intraperitonal olarak tek doz 100 ng/kg Siga toksin 2
enjekte edildi. Gruptaki ratlarin tamami 8. giiniin sonunda 6tenazi edildi.

4. Grup (RU100 + STX): Bu grup 100 mg/kg rutin uygulanan tedavi gurubu
olarak diizenlendi. Deneyimizde daha hassas ¢alisabilmek amaciyla bu gurubun tiim
tiyeleri deneye baslamadan 6nce ve enjeksiyon Oncesinde tartildi ve enjeksiyonlarimiz
ratlarin agirh@ma gore yapildi. Bu guruba 6 giin boyunca, agirligina gére 100 mg/kg
rutin gavaj ignesi yardimiyla intragastrik olarak enjekte edildi. 6. giiniin sonunda bu
gurubun tiim {iyelerine agirligina gore intraperitonal olarak tek doz 100 ng/kg Siga
toksin 2 enjekte edildi. Gruptaki ratlarin tamami 8. giiniin sonunda 6tenazi edildi.

5. Grup (RU100): Bu grup 100 mg/kg rutin uygulanan deney gurubu olarak
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diizenlendi. Deneyimizde daha hassas calisabilmek amaciyla bu gurubun tiim iiyeleri
deneye baslamadan 6nce ve enjeksiyon oncesinde tartildi ve enjeksiyonlarimiz ratlarin
agirhigina gore yapildi. Bu guruba 6 giin boyunca, agirligina gére 100 mg/kg rutin gavaj
ignesi yardimiyla intragastrik olarak enjekte edildi. Bu guruba Siga toksin 2 uygulamasi
yapilmadi. Fakat stres kaynakli hatalar1 onleyebilmek amaciyla 6. giiniin sonunda
intraperitonal olarak tek doz Iml serum fizyolojik ¢6zeltisi enjekte edildi. Gruptaki

ratlarin tamamu 8. giinilin sonunda 6tenazi edildi.

3.5. Doku ve Organlarin Toplanmasi

Deneye baslamadan 24 saat once ratlar a¢ birakildi ancak su icmelerine miisaade
edildi. Ketamine hydrocloride (75mg/kg) ve xylazine (15mg/kg) ile sedasyon saglandi.
Hayvanlar servikal dislokasyonla sakrifiye edilip, orta hattan abdomen agildi.

Kan dokusu intrakardiyak olarak alindi ve jelli biyokimya tiiplerine dolduruldu.
Kan ornekleri serumlarina ayirmak igin santrifiijde 3000xg’de 10 dk santrifiij edildi.
Ayrilan serumlar eppendorf tiiplerine alinarak bobrek fonksiyon testleri calisilana kadar
derin dondurucuda -80 °C’de saklandi.

Bobrekler ¢ikarildi ve bobregin bir tanesi histopatolojik ¢aligmalarda kullanilmak
tizere %10’luk formalin soliisyonuna konuldu. Diger bobrek serum fizyolojik ile
yikandi ve kurutma kagidi ile kurutulduktan sonra buzdolab1 posetine konularak IL-1,
IL-6, IL-8, TNFa, MDA, SOD, GSH, NO diizeyleri ¢alisilana kadar derin dondurucuda
-80 °C’de saklandi.

3.6. Doku ve Organlarin Analiz Edilmesi

Biyokimyasal Analizler:

Atatiirk Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda,
otoanalizor (Beckman Coulter AU5800) kullanilarak serumda; BUN, kreatinin, Na, K,

Cl, ALP analizleri yapild:.
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Bobrek Dokusunda Sitokinlerin Calisilmasi

Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Laboratuvarlarinda, ELISA cihazi
(Spektramax Plus 384 Mikroplate reader) kullanilarak Bobrek dokusunda; IL-1pB, I1L-6,
IL-8 ve TNFa analizleri yapildi.

Bobrek Dokusunun Homojenizasyonu:

Bobrek dokular1 -80°C’lik derin dondurucudan c¢ikarildiktan sonra buzlarinin
coziinmesi beklendi. Daha sonra bistiiri yardimiyla kesilerek analiz i¢in uygun
homejenizasyon yontemi uygulamak iizere tartildi ve tiiplere konuldu.

Interlokin-1 Miktar Tayini:

Bu analiz yapilirken Sunlong firmasindan temin edilen Rat Interleukin 1p Elisa
test Kkiti kullanildi. Yapilan analizler de Sandwich-ELISA yontemi kullanildi. Bu
analizde IL-1B’nin, IL-1B’ye 6zgii olan Horseradish Peroxidase (HRP) antikoru ile
tepkimeye girmesi sonucu olusan sar1 renk 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak ol¢tldii.

Cozeltiler;

1. Standart Soliisyon 108 pg/ml

2. Standart Diluent

3. HRP-Konjuge Reaktif

4. Sample Diluent

5. Kromojen Soliisyon A

6. Kromojen Soliisyon B

7. Durdurucu Soliisyon

8. Yikama Soliisyonu

9. Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu

Homojenizasyon:
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Dokulardan yaklasik 20 mg tartarak 200 ml Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonuna
(PBS) (pH 7.4) eklenerek homejenizatérde homojenize edildi. Numuneler sogutmali
santrifiij yardimiyla 4°C’de ve 3000xg’ de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatanti
alindi.

Deneyin Yapilis::

Standartlarin seyreltilmesi: 10 adet mikroeliza serit plakasi hazirlandi. 1. ve 2.
kuyuya 100 ul 2. Standart Soliisyon ve 50 ul Standart Diluent tamponu ilave edilerek
iyice karigtirildi. 3. ve 4. kuyuya, sirastyla 1. ve 2. kuyudan 100 pl ¢6zelti eklendi. Daha
sonra 50 pl Standart Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 3. ve 4. kuyudan
50 ul soliisyon atildi. 5. ve 6. kuyuya sirasiyla, 3. ve 4. kuyudan 50 ul ¢6zelti koyuldu.
Daha sonra 50 pl Standart Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 7. ve 8.
kuyuya sirasiyla, 5. ve 6. kuyudan 50 pl ¢ozelti koyuldu. Daha sonra 50 ul Standart
Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 9. ve 10. kuyuya sirasiyla, 7. ve 8.
kuyudan 50 pl ¢ézelti koyuldu. Daha sonra 50 ul Standart Diluent tamponu ilave
edilerek iyice karistirildi. Seyreltmeden sonra biitiin kuyulardaki toplam hacim 50 ul ve

kuyularin konsantrasyonu sirasiyla 72 pg/ml, 48 pg/ml, 24 pg/ml, 12pg/ml ve 6pg/ml

seklinde oldu.

Mikroelisa serit plakalarindan 1 tanesi bos birakilarak digerlerine 5 numarali
seyreltme tamponundan 40 ul ve 10 pl numune eklendi. Numuneler kuyu duvarinin
tabanina degecek sekilde yiiklendi ve nazikge karistirildi.

Inkiibasyon: Numuneler kapatma plakasi membrani ile miihiirlenerek 37 °C 30
dakika inkiibe edildi.

Seyreltme: Konsantre yikama soliisyonu 96T igin 30 kez 48T igin 20 kez distirile
su ile seyreltildi.

Yikama: Dikkatli bir sekilde plakanin zar1 kapatildi. Soliisyon aspire edilerek
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yikama soliisyonuyla tekrar dolduruldu 30 saniye bekletildikten sonra yikama soliisyonu
atildi. Yikama islemi i¢in bu islem 5 kere tekrar edildi.

Kontrol plakasi disindaki her kuyuya 50 pul HRP konjuge reaktif eklendi.

Yukarda anlatildig1 gibi inkiibasyon yapildi.

Yukarida anlatildig1 gibi yikama islemi yapildi.

Renklendirme: Her kuyuya 50 ul Chromogen Solution A ve 50 ul Chromogen
Solution B eklendi. Nazik¢e karigtirilarak 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.
Renklendirme islemi esnasinda numuneler 1s1ktan korundu.

Sonlandirma: Reaksiyonu sona erdirmek i¢in her kuyuya 50 ul durdurma
soliisyonu eklendi. Bu islemden sonra kuyudaki renk maviden sartya dondii.

Bos olarak ayarladigimiz kontrol kuyusunun absorbans degeri sifir olarak
ayarlanarak 450 nm dalga boyunda &lciim yapildi. Olgiimlerimiz sonlandirma
soliisyonunun eklenmesinden itibaren 15 dakika icerisinde tamamlandi.

Sonuglar pg/ml cinsinden ve 0.01 pg/ml hassasiyetle hesaplandi.

Interlokin-6 Miktar Tayini:

Bu analiz yapilirken Sunlong firmasindan temin edilen Rat Interleukin 6 Elisa
test kiti kullanildi. Yapilan analizlilerde Sandwich-ELISA yontemi kullanildi. Bu
analizde IL-6’nin, IL-6’ya 6zgii olan Horseradish Peroxidase (HRP) antikoru ile
tepkimeye girmesi sonucu olusan sar1 renk 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak ol¢tldii.

Cozeltiler;

1. Standart Soliisyon 180 ng/L

2. Standart Diluent

3. HRP-Konjuge Reaktif

4. Sample Diluent
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5. Kromojen Soliisyon A

6. Kromojen Soliisyon B

7. Durdurucu Soliisyon

8. Yikama Soliisyonu

9. Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu

Homojenizasyon:

Dokulardan yaklasik 20 mg tartarak 200 ml Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonuna
(PBS) (pH 7.4) eklenerek homejenizatorde homojenize edildi. Numuneler sogutmali
santrifiij yardimiyla 4°C’de ve 3000xg” de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatanti
alindi.

Deneyin Yapilis::

Standartlarin seyreltilmesi: 10 adet mikroeliza serit plakasi hazirlandi. 1. ve 2.
kuyuya 100 pul 2. Standart Soliisyon ve 50 pl Standart Diluent tamponu ilave edilerek
tyice karistirildi. 3. ve 4. kuyuya, sirasiyla 1. ve 2. kuyudan 100 pl ¢6zelti eklendi. Daha
sonra 50 pl Standart Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 3. ve 4. kuyudan
50 ul soliisyon atildi. 5. ve 6. kuyuya sirastyla, 3. ve 4. kuyudan 50 pl ¢ozelti koyuldu.
Daha sonra 50 pl Standart Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 7. ve 8.
kuyuya sirasiyla, 5. ve 6. kuyudan 50 pl ¢bzelti koyuldu. Daha sonra 50 pl Standart
Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 9. ve 10. kuyuya sirasiyla, 7. ve 8.
kuyudan 50 pl ¢ozelti koyuldu. Daha sonra 50 ul Standart Diluent tamponu ilave
edilerek iyice karistirildi. Seyreltmeden sonra biitiin kuyulardaki toplam hacim 50 ul ve

kuyularin konsantrasyonu sirasiyla 120 ng/L, 80 ng/L, 40 ng/L, 20 ng/L ve 10 ng/L

seklinde oldu.
Mikroelisa serit plakalarindan 1 tanesi bos birakilarak digerlerine 5 numaral

seyreltme tamponundan 40 ul ve 10 pl numune eklendi. Numuneler kuyu duvarinin
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tabanina degecek sekilde yiiklendi ve nazikge karistirildi.

Inkiibasyon: Numuneler kapatma plakas1 membrani ile miihiirlenerek 37 °C 30
dakika inkiibe edildi.

Seyreltme: Konsantre yikama soliisyonu 96T igin 30 kez 48T i¢in 20 kez distirile
su ile seyreltildi.

Yikama: Dikkatli bir sekilde plakanin zar1 kapatildi. Sollisyon aspire edilerek
yikama soliisyonuyla tekrar dolduruldu 30 saniye bekletildikten sonra yikama soliisyonu
atildi. Yikama islemi i¢in bu islem 5 kere tekrar edildi.

Kontrol plakasi disindaki her kuyuya 50 ul HRP konjuge reaktif eklendi.
Yukarda anlatildig1 gibi inkiibasyon yapildi.
Yukarida anlatildig1 gibi yikama islemi yapildi.

Renklendirme: Her kuyuya 50 pul Chromogen Solution A ve 50 ul Chromogen
Solution B eklendi. Nazik¢e karnstirilarak 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.
Renklendirme iglemi esnasinda numuneler 1siktan korundu.

Sonlandirma: Reaksiyonu sona erdirmek i¢in her kuyuya 50 ul durdurma
soliisyonu eklendi. Bu islemden sonra kuyudaki renk maviden sariya dondii.

Bos olarak ayarladigimiz kontrol kuyusunun absorbans degeri sifir olarak
ayarlanarak 450 nm dalga boyunda &lgiim yapildi. Olgiimlerimiz sonlandirma
soliisyonunun eklenmesinden itibaren 15 dakika icerisinde tamamlandi.

Sonuglar ng/L cinsinden ve 1.5 ng/L hassasiyetle hesaplandi.

Interlokin-8 Miktar Tayini:

Bu analiz yapilirken Sunlong firmasindan temin edilen Rat Interleukin 8 Elisa
test kiti kullanildi. Yapilan analizlilerde Sandwich-ELISA yontemi kullanildi. Bu
analizde IL-8’in, IL-8’e¢ 06zgii olan Horseradish Peroxidase (HRP) antikoru ile

tepkimeye girmesi sonucu olusan sar1 renk 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik
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olarak olc¢tldii.

Cozeltiler;

1. Standart Soliisyon 2250 pg/ml

2. Standart Diluent

3. HRP-Konjuge Reaktif

4. Sample Diluent

5. Kromojen Soliisyon A

6. Kromojen Soliisyon B

7. Durdurucu Soliisyon

8. Yikama Soliisyonu

9. Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu

Homojenizasyon:

Dokulardan yaklasik 20 mg tartarak 200 ml Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonuna
(PBS) (pH 7.4) eklenerek homejenizatérde homojenize edildi. Numuneler sogutmali
santrifiij yardimiyla 4°C’de ve 3000xg’ de 20 dakika santriflij edilerek slipernatanti
alindi.

Deneyin Yapilis::

Standartlarin seyreltilmesi: 10 adet mikroeliza serit plakasi hazirlandi. 1. ve 2.
kuyuya 100 pl 2. Standart Soliisyon ve 50 pl Standart Diluent tamponu ilave edilerek
tyice karistirildi. 3. ve 4. kuyuya, sirasiyla 1. ve 2. kuyudan 100 pl ¢6zelti eklendi. Daha
sonra 50 pl Standart Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 3. ve 4. kuyudan
50 ul soliisyon atildi. 5. ve 6. kuyuya sirastyla, 3. ve 4. kuyudan 50 pl ¢ozelti koyuldu.
Daha sonra 50 pl Standart Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 7. ve 8.
kuyuya sirasiyla, 5. ve 6. kuyudan 50 pl ¢6zelti koyuldu. Daha sonra 50 pl Standart

Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 9. ve 10. kuyuya sirasiyla, 7. ve 8.
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kuyudan 50 pl ¢ozelti koyuldu. Daha sonra 50 ul Standart Diluent tamponu ilave
edilerek iyice karistirildi. Seyreltmeden sonra biitiin kuyulardaki toplam hacim 50 ul ve

kuyularin konsantrasyonu sirasiyla 1500 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml

ve 125 pg/ml seklinde oldu.

Mikroelisa serit plakalarindan 1 tanesi bos birakilarak digerlerine 5 numaral
seyreltme tamponundan 40 ul ve 10 pl numune eklendi. Numuneler kuyu duvarinin
tabanina degecek sekilde yiiklendi ve nazikg¢e karistirilda.

Inkiibasyon: Numuneler kapatma plakasi membrani ile miihiirlenerek 37 °C 30
dakika inkiibe edildi.

Seyreltme: Konsantre yikama soliisyonu 96T igin 30 kez 48T igin 20 kez distirile
su ile seyreltildi.

Yikama: Dikkatli bir sekilde plakanin zar1 kapatildi. Soliisyon aspire edilerek
yikama soliisyonuyla tekrar dolduruldu 30 saniye bekletildikten sonra yikama soliisyonu
atildi. Yikama islemi i¢in bu iglem 5 kere tekrar edildi.

Kontrol plakasi disindaki her kuyuya 50 pl HRP konjuge reaktif eklendi.
Yukarda anlatildig1 gibi inkiibasyon yapildu.
Yukarida anlatildig1 gibi yikama islemi yapildi.

Renklendirme: Her kuyuya 50 ul Chromogen Solution A ve 50 ul Chromogen
Solution B eklendi. Nazik¢e karistirilarak 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.
Renklendirme islemi esnasinda numuneler 1giktan korundu.

Sonlandirma: Reaksiyonu sona erdirmek i¢in her kuyuya 50 ul durdurma
soliisyonu eklendi. Bu islemden sonra kuyudaki renk maviden sartya dondii.

Bos olarak ayarladigimiz kontrol kuyusunun absorbans degeri sifir olarak
ayarlanarak 450 nm dalga boyunda o&lciim yapildi. Olgiimlerimiz sonlandirma

sollisyonunun eklenmesinden itibaren 15 dakika igerisinde tamamlandi.
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Sonuglar pg/ml cinsinden ve 15 pg/ml hassasiyetle hesaplandi.

Tiimoér Nekroz Faktor o (TNFa) Miktar Tayini:

Bu analiz yapilirken Sunlong firmasindan temin edilen Rat TNF-a Elisa test Kiti

kullanildi. Yapilan analizlilerde Sandwich-ELISA yontemi kullanildi. Bu analizde

TNFa’nin, TNFa’ya 6zgli olan Horseradish Peroxidase (HRP) antikoru ile tepkimeye

girmesi sonucu olusan sar1 renk 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

slciildii.

Cozeltiler;

1.

2.

9.

Standart Soliisyon 360 ng/L
Standart Diluent
HRP-Konjuge Reaktif
Sample Diluent

Kromojen Soliisyon A
Kromojen Soliisyon B
Durdurucu Soliisyon
Yikama Soliisyonu

Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu

Homojenizasyon:

Dokulardan yaklasik 20 mg tartarak 200 ml Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonuna

(PBS) (pH 7.4) eklenerek homejenizatérde homojenize edildi. Numuneler sogutmali

santrifiij yardimiyla 4°C’de ve 3000xg’ de 20 dakika santriflij edilerek slipernatanti

alindi.

Deneyin Yapilis::

Standartlarin seyreltilmesi: 10 adet mikroeliza serit plakasi hazirlandi. 1. ve 2.

kuyuya 100 pl 2. Standart Soliisyon ve 50 ul Standart Diluent tamponu ilave edilerek
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tyice karistirildi. 3. ve 4. kuyuya, sirasiyla 1. ve 2. kuyudan 100 pul ¢6zelti eklendi. Daha
sonra 50 pl Standart Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 3. ve 4. kuyudan
50 ul soliisyon atildi. 5. ve 6. kuyuya sirastyla, 3. ve 4. kuyudan 50 pl ¢ozelti koyuldu.
Daha sonra 50 pl Standart Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 7. ve 8.
kuyuya sirasiyla, 5. ve 6. kuyudan 50 pl ¢ozelti koyuldu. Daha sonra 50 ul Standart
Diluent tamponu ilave edilerek iyice karistirildi. 9. ve 10. kuyuya sirasiyla, 7. ve 8.
kuyudan 50 pl ¢ozelti koyuldu. Daha sonra 50 ul Standart Diluent tamponu ilave
edilerek iyice karistirildi. Seyreltmeden sonra biitiin kuyulardaki toplam hacim 50 ul ve

kuyularin konsantrasyonu sirastyla 260 ng/L, 160 ng/L, 80 ng/L, 40 ng/L ve 20 ng/L

seklinde oldu.

Mikroelisa serit plakalarindan 1 tanesi bos birakilarak digerlerine 5 numarali
seyreltme tamponundan 40 ul ve 10 pl numune eklendi. Numuneler kuyu duvarinin
tabanina degecek sekilde yiiklendi ve nazikge karistirildi.

Inkiibasyon: Numuneler kapatma plakasi membrani ile miihiirlenerek 37 °C 30
dakika inkiibe edildi.

Seyreltme: Konsantre yikama soliisyonu 96T igin 30 kez 48T igin 20 kez distirile
su ile seyreltildi.

Yikama: Dikkatli bir sekilde plakanin zar1 kapatildi. Soliisyon aspire edilerek
yikama soliisyonuyla tekrar dolduruldu 30 saniye bekletildikten sonra yikama soliisyonu
atildi. Yikama islemi i¢in bu islem 5 kere tekrar edildi.

Kontrol plakasi disindaki her kuyuya 50 ul HRP konjuge reaktif eklendi.
Yukarda anlatildigi gibi inkiibasyon yapildi.
Yukarida anlatildig1 gibi yikama islemi yapildi.
Renklendirme: Her kuyuya 50 pul Chromogen Solution A ve 50 ul Chromogen

Solution B e¢klendi. Nazik¢e karistirilarak 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.
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Renklendirme islemi esnasinda numuneler 1siktan korundu.

Sonlandirma: Reaksiyonu sona erdirmek i¢in her kuyuya 50 upl durdurma
soliisyonu eklendi. Bu islemden sonra kuyudaki renk maviden sariya dondii.

Bos olarak ayarladigimiz kontrol kuyusunun absorbans degeri sifir olarak
ayarlanarak 450 nm dalga boyunda o&lciim yapildi. Olgiimlerimiz sonlandirma
soliisyonunun eklenmesinden itibaren 15 dakika icerisinde tamamlandi.

Sonuglar ng/L cinsinden ve 2.8 ng/L hassasiyetle hesaplandi.

Bobrek Dokusunda Oksidatif Stres Parametrelerinin Cahisilmasi

Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Laboratuvarlarinda, ELISA cihazi
(Spektramax Plus 384 Mikroplate reader) kullanilarak Bobrek dokusunda; TBARS,
SOD, GSH ve NO analizleri yapildi.

Bobrek Dokusunun Homojenizasyonu:

Bobrek dokular1 -80°C’lik derin dondurucudan c¢ikarildiktan sonra buzlarinin
coziinmesi beklendi. Daha sonra bistiiri yardimiyla kesilerek analiz i¢in uygun
homejenizasyon yontemi uygulamak iizere tartildi ve tiiplere konuldu.

Malondialdehit (MDA) Miktar Tayini:

Bu analiz yapilirken Bioassay firmasindan temin edilen Thiobarbituric Acid
Reactive Substances (TBARS) test kiti kullanilarak klorometrik 6lgtim yapildi. Bu
analizde TBARS ile Tiyobarbitiirik Asitin (TBA) reaksiyona girmesi sonucu olusan
pembe renk 535 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiildii.

Cozeltiler;

1. Standart Soliisyon 6M MDA

2. TBA Reaktifi

3. 10% Trichloroacetic acid (TCA)

4. Fostat Tamponlu Tuz Soliisyonu
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Ornek Hazirlama ve Homojenizasyon:

Dokulardan yaklasik 20 mg tartarak 200 ml Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonuna
(PBS) (pH 7.4) eklenerek homejenizatorde homojenize edildi. Karisim vorteks
yardimiyla homojenize edildi. Karistmdan 100 pl alinarak bos bir eppendorf tiipiline
konuldu ve tizerine 200 pl PBS eklenerek vortekslendi. Her ornekten 100 ul alinarak
bos bir eppendorf tiipline konuldu ve tlizerine 200 pl 10% TCA eklendi ve 5 dakika
boyunca buz ilizerinde inkiibe edildi. Numuneler sogutmali santrifiij yardimiyla 4°C’de
ve 14000xg” de 5 dakika santrifiij edilerek 200 ul siipernatant alinarak bos bir eppendorf
tiiptine konuldu. Son duruda seyreltme faktorii 3 olmustur.

Standartlarin Hazirlanmasi:

6 M MDA Standart soliisyonumuz homojen hale getirmek i¢in bir miktar
santrifiij edildi. Daha sonra igerisinden 4 ul alinarak 2396 ul distirile su ile karistirilarak
konsantrasyonu 10 mM MDA haline doniistiiriildii. Ardindan 10 mM MDA
solisyonundan 3 ul alinarak 997 ul distirile su ile karigtirilarak 30 uM soliisyon
hazirlandi. 4 farkli seyreltilmis konsantrasyonu kullanilmak iizere asagidaki tabloda

belirtildigi gibi seyreltildi.

Tablo 3.1. MDA Standart Soliisyonlari

o J0mMMDASHO Toplam Miktar(ul) MDA (M)
300 pl + 0 pl 300 30
180 pl + 120 pl 300 18
90 pl + 210 pl 300 9
. 0 pl + 300 i 300 0

Her soliisyondan 200 ul eppendorf tiiplerine dolduruldu. Daha sonra her standart
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ve numunenin bulundugu eppendorf tiiplerine 200 ul TBA reaktifi konularak vorteksle
iyice karistirildi. Tiipler 100 °C 60 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
tiipler oda sicakligina gelmesi i¢in bir miktar bekletildi ve daha sonra tiipler kisa bir siire
vorteksle karigtirildi. Tiiplerden 100 ul alarak Elissa cihazina yiiklendi ve 535nm dalga
boyunda 6l¢tim yapildi.

Sonuclarin Hesaplanmasi

Tiim standart ve numunelerin absorbans degerleri belirlendi ve daha 6nceden
belirlenmis olan bos kiivetin absorbans degeri bu degerlerden ¢ikarilarak numune ve
standartlarin gergek absorbans degerleri bulundu. Absorbans degerleri standart
degerlere gore degerlendirildi ve standart egrinin egimi belirlendi. Asagidaki formiile
gore hesaplama yapilarak degerler kaydedildi.

[TBARS]=((RNumune-RBos Kiivet)/(Egim (uM”"(-1) ) ) x n (uM MDA esdegeri)

RNumune: Numunenin 535 nm deki absorbans degeri

RBosKiivet: Icinde su bulunan 535 nm deki absorbans degeri

n: Seyreltme faktorii

Sonuglar nmol/gr protein cinsinden kaydedildi.

Siiperoksit Dismutaz (SOD) Miktar Tayini:

Bu analiz yapilirken Cayman firmasindan temin edilen Superoxide Dismutase
(SOD) Assay test kiti kullanilarak klorometrik 6l¢iim yapildi. Bu analizde tetrazolyum
tuzlarindan faydalanilarak ksantin oksidaz ve hipoksantin tarafindan olusturulan
stiperoksit radikallerinin tespiti 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
olgiildii.

Cozeltiler;

1. Deney Tamponu

2. Numune Tamponu
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3. Radikal Dedektor

4. SOD Standartti

5. Ksantin Oksidaz

Ornek Hazirlama ve Homojenizasyon:

Dokulardan yaklasik 20 mg tartarak 200 ml Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonuna
(PBS) (pH 7.4) eklenereck homejenizatérde homojenize edildi. Her gram doku igin 70
mM siikroz, 210 mM manitol, ImM EGTA igeren 5-10 ml soguk 20mM HEPES
tamponu ig¢erisinde homojenize edildi. Sogutmali santrifiij yardimiyla 4 °C ‘de 5 dakika
boyunca 1500xg ‘de santrifiij edildi. Stipernatantlar alinarak analize alindi.

Standartlarin Hazirlanmasi:

20 ul SOD standartti, SOD stok ¢ozeltisi elde edebilmek icin 1,98 ml numune
tamponu ile seyreltildi. 7 adet ¢am test tiipii alinarak A-G aras1 numaralar verildi. SOD
stoku ve ornek tampon miktar1 asagidaki tabloda gosterildigi gibi ayarlandi.

Tablo 3.2. Siiperoksit Dismutaz Standart Soliisyonlari

T SOD Stoku Ornek Tampon Final SOD Aktivitesi
up
() () (Ul
0 1000 0
A
B 20 980 0.0005
c 40 960 0.0010
b 80 920 0.0020
e 120 880 0.0030
. 160 840 0.0040
G 200 800 0.0050

Hazirlanan SOD standart plaklara her bir plaka igin 10 ul standart ve 200 ul
radikal dedektor eklendi. Numune plaklarina ise 200 pl radikal dedektor ve 10 pl
numune eklendi. Kullanilan biitlin haznelere 20 pl seyreltilmis ksantin oksidaz

ekleyerek reaksiyon baglatildi. Plaka kapag: kapatilarak birkag¢ saniye ¢alkalandi ve oda
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sicakhiginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda plakalar 450 nm
dalga boyunda absorbans degerleri dlgiilerek kaydedildi.

Sonuc¢larin Hesaplanmasi:

Her standart ve numunenin ortalama absorbans degeri hesaplandi. Standart A’nin
absorbansini kendisine boldiik ve linearize degerini (LR) bulmak igin standart A’nin
absorbansini diger biitiin standartlara ve numune absorbansina boldiik. (LR Std A = Abs
standart A / Abs standart A; Std B = Abs standart LR A / Abs Std B). Bu veriler
kullanilarak dogrusallastirilmis SOD standart oran1 belirlendi. Her numunenin linearize
degeri yerine gecen standart e8imin linear regresyonundan elde edilen esitlik
kullanilarak numunenin SOD etkinligi hesaplandi.

SOD(U/(ul)= [(SampleLR-ykesiti)/egim)* (0.023ml/0.001) ml)]*Seyreltme Miktari

Sonuglar U/mg protein cinsinden kaydedildi.

Gulutatyon (GSH) Miktar Tayini:

Bu analiz yapilirken Cayman firmasindan temin edilen Gulutatyon (GSH) Assay
test kiti kullanilarak klorometrik 6lgiim yapildi. Bu analizde Gulutatyon rediiktaz
enziminden faydalanilarak gulutatyonun, DTNB (5,5'-dithio-bis-2-(Nitrobenzoik asit)
ile tepkimesi sonucu olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB) olusturuldu.
TNB miktari ile GSH miktar1 dogru orantili oldugundan olusan son iiriin 410 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak olgiildii.

Cozeltiler;

1. GSH MES (2X) Tamponu

2. GSSG Standardi

3. GSH Es Faktor Karigimi

4. GSH Enzim Karisimi

5. GSH DTNB
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Ornek Hazirlama ve Homojenizasyon:

Dokulardan yaklasik 20 mg tartarak 200 ml Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonuna
(PBS) (pH 7.4) eklenerek homejenizatérde homojenize edildi. Her gram doku igin 5-10
ml soguk tampon (50 mM MES ve fosfat, 1 mM EDTA, pH 6-7) i¢erisinde homojenize
edildi. Sogutmali santriflij yardimiyla 4 °C ‘de 10 dakika boyunca 10000xg ‘de santrifiij
edildi. Siipernatantlar alinarak analize alindi.

Standartlarin Hazirlanmasi:

7 adet cam test tiipii alinarak A-G arasi numaralar verildi. GSSG standardi ve
MES tamponu miktar1 agagidaki tabloda gosterildigi gibi ayarlandi.

Hazirlanan standartlar plaklara her bir plaka i¢in 50 pl standart olacak sekilde
yerlestirildi. Ornek plakalarinin her birine 50 pl numene eklendi. Plakalarin iizeri plaka
kapagi ile kapatildi. 20 ml sise icerisinde su reaktifler kullanilarak deney karigimi

Tablo 3.3. Gulutatyon Standart Soliisyonlari

Tiip GSSG Standardi (ul) MES Final Esdeger
Tamponu (ul) Konsantrasyonu Toplam GSH
(MM GSSG) (uM)

A 0 500 0 0
B 5 495 0.025 0.05
c 10 490 0.05 1.0
b 20 480 1.0 2.0
e 40 460 2.0 4.0
c 80 420 4.0 8.0
G 120 380 6.0 12.0
H 160 340 8.0 16.0

hazirlandi; MES tamponu (11.25 ml), yeniden yapilandirilmis kofaktor karigimi (0.045

ml), yeniden yapilandirilmis enzim karisimi (2.1 ml), su (2.3 ml) ve sulandirilmis
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DTNB (0.045 ml). Plaka kapagi kaldirilarak ¢ok uglu pipet yardimiyla numuneler ve
standartlar1 igceren plakalarin her birine yeni hazirlanmis deney karigimindan 150 pl
eklenerek yeni bir plaka kapagi yardimiyla kapatildi. 25 dakika karanlik bir ortamda
calkalayicida bekletildi. Daha sonra 410 nm dalga boyunda absorbans degerleri
kaydedildi.

Sonuclarin Hesaplanmasi:

Her standart ve numunenin ortalama absorbans degeri hesaplandi. Diizeltilmis
absorbans degerini bulmak icin A standardinin absorbans degeri hem kendisinden hem
de diger standartlarin absorbans degerlerinden ¢ikarildi. Toplam GSH degerinin
diizeltilmis absorbans degerinin grafigi ¢izildi. Asagidaki formiil kullanilarak hesaplama
yapildi.

Toplam GSH=[(410 nm absorbans-ykesiti)/egim)]*Seyreltme Miktar1

Sonuglar pmol/g protein cinsinden kaydedildi.

Nitrik Oksit (NO) Miktar Tayini:

Bu analiz yapilirken Cayman firmasindan temin edilen Nitrat/Nitrit Klorometrik
Assay test kiti kullanilarak klorometrik 6l¢tim yapildi. NO in vivo olarak kesin olarak
tespit edilemediginden organizmadaki nitrit ve nitratin toplami olarak kabul edilir. Bu
analiz iki basamakta gerceklestirildi. Birinci asamada nitrat indirgeyici enzim
kullanarak nitrat, nitrite doniistiiriildii. Ikinci asamada ise nitriti koyu mor azo bilesige
dontistiiren Griess reaktifi eklendi. Bu reaksiyon azodan dolay1 540 nm dalga boyunda
fotometrik absorbans 6l¢iimiiyle nitrit miktarini dogru 6l¢gmemizi sagladi.

Cozeltiler;

1. Nitrat/Nitrit Deney Tamponu

2. Nitrat Rediiktaz Enzimi

3. Nitrat Reduktaz Kofaktori
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4. Nitrat Standard1

5. Nitrit Standard1

6. Griess Reaktifleri R1 ve R2

Ornek Hazirlama ve Homojenizasyon:

Dokulardan yaklasik 20 mg tartarak 200 ml Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonuna
(PBS) (pH 7.4) eklenerek homejenizatdrde homojenize edildi. Daha sonra 10000xg’de
20 dakika santrifiij edildi. 30 kDa molekiil agirligina gore ayarlanmis utrafiltreler
kullanarak stipernatant filtre edildi. Filtreler kullanilmadan 6nce ultra safsu ile yikandi.
Siiziintli nitratin nitrite doniismesi i¢in 3 saat bekletilerek kullanildi.

Standartlarin Hazirlanmasi:

Nitrat Ol¢iimii

Hazirlanan nitrat egrisi numune nitrat+nitrit yogunluk miktarin1 6lgmek i¢in
kullamildi. Plakalara 0.09 ml deney tamponu konuldu. Uzerine 0.01 ml seyreltilmis
nitrat standardi eklendi ve karistirildi. Olusan standardin yogunlugu 200 uM oldu. Bu
standart asagida belirtildigi gibi nitrat standart hazirlig1 i¢in kullanildi. Nitratin standart

egrisi asagidaki gibi plaka haznelerine reaktiflerin eklenmesiyle hazirlandi.

Tablo 3.4. Nitrat Standart Soliisyonlari

Tiip Nitrat Standardi (ul) Deney Tamponu Final Nitrat
(nl) Konsantrasyonu
(nl)
Al,A2 0 80 0
B1,B2 5 75 5
C1.C2 10 70 10
D1,D2 15 65 15
E1,E2 20 60 20
F1,F2 25 55 25
G1,G2 30 50 30
H1,H2 35 45 35
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Bos plakalara 200 ul deney tamponu eklendi. Diger kaliptaki plakalara ise son

hacim 80 pl olacak sekilde numune eklendi. Tiim kuyulara 10 pl enzim kofaktorii

eklendi. Daha sonra tiim kuyulara 10 pl Nitrat rediiktaz eklendi. Plakalar plaka

kapagiyla kapatilarak oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edildi. Daha sonra plakalara 50

ul Griess reaktifi R1 ilave edildi. Ardindan 50 pl Griess reaktifi 2 ilave edildi. Istenilen

rengin olugmasi i¢in 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Plakalar Elisa cihazinda 540

nm dalga boyunda okutularak absorbans degerleri kaydedildi.

Nitrit Ol¢iimii

Plakalara 0.09 ml deney tamponu konuldu. Uzerine 0.01 ml seyreltilmis nitrit

standard1 eklendi ve karistirildi. Olusan standardin yogunlugu 200 uM oldu. Bu standart

asagida belirtildigi gibi nitrit standart hazirligr i¢in kullanildi. Nitritin standart egrisi

asagidaki gibi plaka haznelerine reaktiflerin eklenmesiyle hazirlandi.

Tablo 3.5. Nitrit Standart Soliisyonlari

T Nitrit Standardi (ul) Deney Tamponu Final Nitrit
up
(nl) Konsantrasyonu
(D)

0 100 0
Al1.A2

5 95 5
B1.B2

10 90 10
Cl1.C2

15 85 15
D1.D2

20 80 20
E1E2

25 75 25
F1.F2

30 70 30
G1.G2

35 65 35
H1.H2

Bos plakalara 200 pl deney tamponu eklendi. Diger kaliptaki plakalara ise son
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hacim 100 pl olacak sekilde numune eklendi. Daha sonra plakalara 50 pl Griess reaktifi
R1 ilave edildi. Ardindan 50 pl Griess reaktifi 2 ilave edildi. Istenilen rengin olusmasi
icin 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Plakalar Elisa cihazinda 540 nm dalga
boyunda okutularak absorbans degerleri kaydedildi.

Sonuc¢larin Hesaplanmasi:

Bos plakalarin absorbans degerlerini ortalamasi alinarak diger tiim plakalarin
absorbans degerlerinden ¢ikarildi. Nitrit ve nitratin 540 nm de absorbans grafigi ¢izildi.
Nitrit standart egrisi sadece nitrit saptamasi i¢in kullanilmisken nitrat standart egrisi
hem nitrit hem de nitrat saptamasi i¢in kullanilmistir. Hesaplama asagidaki formiil
kullanilarak yapilmustir.

Nitrat+Nitrit (NO)(uM)= (A540-y ekseni egimi) (20ul tizerinde kullanilan 6rnek
hacmi )xseyreltme miktari

Sonuglar mg/dl cinsinden kaydedildi.

Bobrek Dokusunun Histopatolojisinin Calisilmasi

Yapilan nekropsi sonucu histopatolojik degerlendirme amaciyla alman dokular
%10’luk formalin soliisyonunda 48 saat tespit edildikten sonra, akan ¢gesme suyunda 10
saat yikandi. Ardindan dokular alkol ve ksilol serilerinden gegirildikten sonra parafinde
bloklara gomiildii. Her bloktan 4 um kalinliginda kesitler alinip lam iizerinde preparatlar
hazirlandi. Histopatolojik inceleme i¢in hazirlanan preparatlar Hematoksilen-Eozin (HE)
ile boyanip 151k mikroskobu ile incelendi (Leica DM 1000, Germany). Isik
mikroskobunda incelenen kesitler lezyonlara gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli
(+++) olarak degerlendirilip resimleri ¢ekildi.

3.7.  Istatistiksel Analiz

Calismamizda elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS 17 istatistik

programi kullanilarak yapildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde One Way ANOVA ve
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Tukey testi uygulandi. Degerler, ortalama + SD olarak verildi. p<0.05 degerleri anlaml

kabul edildi.
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4. BUGULAR

Siga Toksin 2‘nin 100 ng/kg dozuma maruz birakilarak Hemolitik Uremik
Sendrom olusturdugumuz ratlarda rutin etken maddesinin 100 mg/kg ve 50 mg/kg
dozlarmin, BUN, Kreatinin, Alkalen Fosfataz, Na, K, Cl, GSH, MDA, SOD, NO, TNF-
a, IL-1, IL-6, IL-8 diizeyleri ve bobrek histopatolojisi tizerine protektif etkisi incelendi.

4.1. Bobrek Biyokimya Bulgular:

Deney gruplarindan elde edilen bobrek biyokimyasi ile ilgili parametreler Tablo
4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg Dozu Uygulanan Ratlarda, Rutin Etken

Maddesinin 50 mg/kg Ve 100 mg/kg Dozlarmin Bobrek Biyokimya Parametreleri
Uzerine Protektif Etkisi.

Bobrek Biyokimya Parametreleri

Deney Kreatin BUN Na K Cl ALP

Gruplan (mg\dL) (mg\dL) (mmol\L)  (mmol\L)  (mmol\L) (U\L)
Kontrol 0.018+0.004*  25.14+1.17° 140.06+15* 5.140.06° 99.2+1.6° 416.8+34.6%
STX 0.029+0.006"  34.88+5.07° 146.3£5.1* 5.4+0.05° 100.03+1.8* 476.1+39.3%

RU50+STX  0.020+0.005® 30.034+6.86® 143.3+4.3° 53+0.04° 100.08+2.0° 429.5+27.2%

RU100+STX 0.019+0.004® 27.75+4.0®  141.1+2.1° 52+0.06° 100.04+2.0° 421.6+35.9%

RU100 0.020+0.01*  26.58+55®  140.00+1.0* 5.1+0.07°  98.5+1.5°  395+25.07°

Tabloda gruplar arasinda ayni siitunda farkli harflerle belirtilen ortalama degerler
arasindaki farklar istatistiksel olarak onemlidir n=8 (p<0.05). Siga Toksin 2‘nin 100
ng/kg dozu uygulanan ratlarda, STX gurubuyla Kontrol gurubunu kreatin seviyelerine
gore kiyasladigimizda kreatin diizeyinin STX gurubunda arttig1, bu artisin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05, n=8). Kiyaslamay1 tedavi gruplar1 olan
RU50+STX ve RU100+STX gruplartyla STX gurubu arasinda yaptigimizda ise tedavi
gruplarmin kreatin seviyesinin azaldigi, bu azalma dikkate deger olsa da istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 saptanmustir (p>0.05, n=8). Saglikl ratlara Rutinin 100 ng/kg
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dozunun uygulamasiyla olusturulan RU100 gurubu ile Kontrol gurubunu
karsilastirdigimizda ise ortaya ¢ikan sonucun istatistiksel olarak anlamli olmadigi
saptanmustir (p>0.05, n=8).

Siga Toksin 2°nin 100 ng/kg dozu uygulanan ratlarda, STX gurubuyla Kontrol
gurubunu BUN seviyelerine gore kiyasladigimizda STX gurubunda artistin oldugu, bu
artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05, n=8). Kiyaslamay1
tedavi gruplari olan RU50+STX ve RU100+STX gruplariyla STX gurubu arasinda
yaptigimizda ise BUN seviyesinin azaldigi, bu azalma dikkate deger olsa da istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p>0.05, n=8). Saglikli ratlara Rutinin 100 ng/kg
dozunun uygulamasiyla olusturulan RU100 gurubu ile Kontrol gurubunu BUN
seviyelerine gore kiyasladigimizda ise ortaya ¢ikan sonucun istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 saptanmistir (p>0.05, n=8).

Siga Toksin 2°nin 100 ng/kg dozu uygulanan ratlarda, STX gurubuyla Kontrol
gurubunu ALP seviyelerine gore kiyasladigimizda STX gurubunda dikkate deger bir
artis oldugu fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig saptanmistir (p>0.05,
n=8). Kiyaslamay1 tedavi gruplari olan RU5S0+STX ve RU100+STX gruplariyla STX
gurubu arasinda yaptigimizda ise ALP seviyesinin azaldigi, bu azalma dikkate deger
olsa da istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmustir (p>0.05, n=8). Saglikl ratlara
Rutinin 100 ng/kg dozunun uygulamasiyla olusturulan RU100 gurubu ile Kontrol
gurubunu ALP seviyelerine gore kiyasladigimizda ise RU100 gurubunda azaldigi, bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir (p<0.05, n=8).

Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uygulanan ratlarda, Na, K ve ClI seviyelerinde
deney gruplar arasindaki karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir sonug

saptanamamustir (p>0.05, n=8).
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4.2. Interlokinler ve TNFo Bulgular

Deney gruplarindan elde edilen Interlokinler ve TNFa ile ilgili parametreler

sirastyla Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4°de verilmistir.

Deney Gruplari

Sekil 4.1. Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uygulanan ratlarda, Rutin etken
maddesinin 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarinin IL-1p diizeyi tlizerine protektif etkisi.

Sekilde gruplar arasinda farkli harflerle belirtilen ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamlidir n=8 (p<0.05).

Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uyguladigimiz ratlarda IL-1B diizeylerini,
Kontrol gurubunda 6.7+0.094 ng/L, STX gurubunda 8.34+0.081 ng/L, RU50+STX
gurubunda 8.1+0.082 ng/L, RU100+STX gurubunda 8.04+0.086 ng/L ve RU100
gurubunda 6.58+0.050 ng/L olarak saptandi. Bu g¢alismada IL-1B diizeyinin, STX
gurubunda, Kontrol gurubuna kiyasla arttigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptand1 (p<0.05, n=8). Kiyaslamayi tedavi gruplar1 olan RUS50+STX ve
RU100+STX gruplartyla STX gurubu arasinda yaptigimizda ise, IL-1 seviyesinde
tedavi gruplarinda bir azalma saptasak da, bu azalma istatistiksel olarak Onemli
olmadig: tespit edildi (p>0.05, n=8). RU100 gurubunun IL-1p seviyesinin Kontrol

gurubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05, n=8).
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IL-6 (ng/L)

Deney Gruplari

Sekil 4.2. Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uygulanan ratlarda, Rutin etken
maddesinin 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarinin IL-6 diizeyi iizerine protektif etkisi.

Sekilde gruplar arasinda farkli harflerle belirtilen ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamlidir n=8 (p<0.05).

Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uyguladigimiz ratlarda IL-6 diizeylerini,
Kontrol gurubunda 8.05 +0.054 ng/L, STX gurubunda 12.4+1.36 ng/L, RU50+STX
gurubunda 10.017+0.085 ng/L, RU100+STX gurubunda 9.93+0.068 ng/L ve RU100
gurubunda 8.48+0.049 ng/L olarak saptandi. Bu c¢alismada IL-6 diizeyinin, STX
gurubunda, Kontrol gurubuna kiyasla arttigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (p<0.05, n=8). Kiyaslamay1 tedavi gruplar1 olan RU50+STX ve
RU100+STX gruplartyla STX gurubu arasinda yaptigimizda ise, IL-6 seviyesinde
tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p<0.05, n=8). RU100
gurubunda ise Kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

saptanmadi (p>0.05, n=8).
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Sekil 4.3. Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uygulanan ratlarda, Rutin etken
maddesinin 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarinin IL-8 diizeyi ilizerine protektif etkisi.

Sekilde gruplar arasinda farkli harflerle belirtilen ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamlidir n=8 (p<0.05).

Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uyguladigimiz ratlarda IL 8 diizeylerini,
Kontrol gurubunda 85.18+7.65 pg/ml, STX gurubunda 120.035+6.36 pg/ml,
RU50+STX gurubunda 89.77+6.75 pg/ml, RU100+STX gurubunda 87.5+7.46 pg/ml ve
RU100 gurubunda 85.97+7.65 pg/ml olarak saptandi. Bu g¢alismada IL-8 diizeyinin,
STX gurubunda, Kontrol gurubuna kiyasla arttigi ve bu artigin istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05, n=8). Kiyaslamay1 tedavi gruplart olan
RUS50+STX ve RU100+STX gruplariyla STX gurubu arasinda yaptigimizda ise, I1L-8
seviyesinin tedavi gruplarinda azalarak saglikli kontrol gruplariyla ayni seviyeye
diistiigiinii ve bu sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05, n=8).
RU100 gurubunun IL-8 seviyesinde ise Kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik saptanmadi (p>0.05, n=8).
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Sekil 4.4. Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uygulanan ratlarda, Rutin etken
maddesinin 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarinin TNF-a diizeyi lizerine protektif etkisi.

Sekilde gruplar arasinda farkli harflerle belirtilen ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamlidir n=8 (p<0.05).

Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uyguladigimiz ratlarda TNF-o diizeylerini,
Kontrol gurubunda 6.20+1.40 ng/L, STX gurubunda 11.07+1.19 ng/L, RU50+STX
gurubunda 7.70+1.53 ng/L, RU100+STX gurubunda 6.97+1.00 ng/L ve RU100
gurubunda 8.13+0.099 ng/L olarak tespit edildi. Bu ¢alismada TNF-o diizeyinin STX
gurubunda Kontrol gurubuna kiyasla arttigi ve bu artigin istatistiksel olarak anlaml
oldugu tespit edildi (p<0.05, n=8). Kiyaslamay1 tedavi gruplar1 olan RU50+STX ve
RU100+STX gruplariyla STX gurubu arasinda yaptigimizda ise, TNF-o seviyesinin
tedavi gruplarinda azalarak saglikli kontrol gruplariyla ayni seviyeye diistiigiinii ve bu
sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05, n=8). RU100
gurubunun TNF-a seviyesinde ise Kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli

bir degisiklik saptanmadi (p>0.05, n=8).
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4.3. Oksidatif Stres Bulgular:

Deney gruplarindan elde edilen oksidatif stres ile ilgili parametreler sirasiyla

Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8’de verilmistir.

TBARS (nmol /g protein)

Deney Gruplari

Sekil 4.5. Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uygulanan ratlarda, Rutin etken
maddesinin 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarmin MDA (TBARS) diizeyi iizerine
protektif etkisi.

Sekilde gruplar arasinda farkli harflerle belirtilen ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamlidir n=8 (p<0.05).

Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uyguladigimiz ratlarda MDA (TBARS)
diizeylerini,  Kontrol gurubunda 1.94+0.022 nmol/g protein, STX gurubunda
3.14+£0.031 nmol/g protein, RU50+STX gurubunda 2.16+0.034 nmol/g protein,
RU100+STX gurubunda 2.04+0.018 nmol/g protein ve RU100 gurubunda 1.92+0.029
nmol/g protein olarak saptandi. Bu ¢alismada MDA (TBARS) diizeyinin STX
gurubunda Kontrol gurubuna kiyasla arttigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (p<0.05, n=8). Kiyaslamay1 tedavi gruplar1 olan RU50+STX ve
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RU100+STX gruplariyla STX gurubu arasinda yaptigimizda ise, MDA (TBARS)
seviyesinde tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptand1 (p<0.05,
n=8). RU100 gurubunda ise Kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik saptanamadi (p>0.05, n=8).

0.15-

0.10+

o
o
rk

SOD (U/mg protein)

Deney Gruplari

Sekil 4.6. Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uygulanan ratlarda, Rutin etken
maddesinin 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarinin SOD diizeyi lizerine protektif etkisi.

Sekilde gruplar arasinda farkli harflerle belirtilen ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamlidir n=8 (p<0.05).

Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uyguladigimiz ratlarda SOD diizeylerini,
Kontrol gurubunda 0.0105+0.0007 U/mg protein, STX gurubunda 0.0075+0.0005 U/mg
protein, RU50+STX gurubunda 0.0091+0.0009 U/mg protein, RU100+STX gurubunda
0.0094+0.0014 U/mg protein ve RU100 gurubunda 0.0093+0.0008 U/mg protein olarak
tespit edildi. Bu ¢alismada SOD diizeyinin STX gurubunda Kontrol gurubuna kiyasla
azaldig1 ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05, n=8).

Kiyaslamay1 tedavi gruplar1 olan RUS0+STX ve RU100+STX gruplartyla STX gurubu
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arasinda yaptigimizda ise, SOD seviyesinde tedavi gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptand: (p<0.05, n=8). RU100 gurubunda ise Kontrol gurubuna

kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi (p>0.05, n=8).

801

604
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GSH (umol/g protein)

Deney Gruplari

Sekil 4.7. Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uygulanan ratlarda, Rutin etken
maddesinin 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarinin GSH diizeyi iizerine protektif etkisi.

Sekilde gruplar arasinda farkli harflerle belirtilen ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamlidir n=8 (p<0.05).

Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uyguladigimiz ratlarda GSH diizeylerini,
Kontrol gurubunda 69.7+4.9 umol/g protein, STX gurubunda 60+3.9 pumol/g protein,
RU50+STX gurubunda 67.5+3.3 umol/g protein, RU100+STX gurubunda 68.7+2.9
umol/g protein ve RU100 gurubunda 68.7+5.1 umol/g U/mg protein olarak tespit edildi.
Bu ¢alismada GSH diizeyinin STX gurubunda Kontrol gurubuna kiyasla azaldigi ve bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05, n=8). Kiyaslamay1
tedavi gruplar1 olan RU50+STX ve RU100+STX gruplartyla STX gurubu arasinda

yaptigimizda ise, GSH seviyesinde tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir

50



artis saptandr. (p<0.05, n=8). RUI100 gurubunda ise Kontrol gurubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi (p>0.05, n=8).

NO (mg/dl)

Deney Gruplari

Sekil 4.8. Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uygulanan ratlarda, Rutin etken
maddesinin 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlariin NO diizeyi iizerine protektif etkisi.

Sekilde gruplar arasinda farkli harflerle belirtilen ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamlidir n=8 (p<0.05).

Siga Toksin 2’nin 100 ng/kg dozu uyguladigimiz ratlarda NO diizeylerini,
Kontrol gurubunda 0.060+0.005 mg/dl, STX gurubunda 0.079+0.006 mg/dl,
RU50+STX gurubunda 0.069+0.004 mg/dl, RU100+STX gurubunda 0.064+0.006
mg/dl ve RU100 gurubunda 0.063+0.007 mg/dl olarak tespit edildi. Bu ¢alismada NO
diizeyinin STX gurubunda Kontrol gurubuna kiyasla arttig1 ve bu artisin istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05, n=8). Kiyaslamay1 tedavi gruplari olan
RUS0+STX ve RU100+STX gruplartyla STX gurubu arasinda yaptigimizda ise, NO
seviyesinde tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p<0.05,
n=8). RU100 gurubunda ise Kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik saptanmadi (p>0.05, n=8).

o1



4.4, Bobrek Dokusundan Elde Edilen Histopatolojik Bulgular

Deney gruplarindan elde edilen bobrek dokusu histopatolojik bulgular: sirasiyla

Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14°de verilmistir.

Sekil 4.10. Bobrek korteksinde interstisyel nefrit, (STX grup , H&E, Bar: 20um).
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Sekil 4.11. Bobrek medullasinda interstisyel nefrit, (STX grup, H&E, Bar: 20um).

Sekil 4.12. Bobrek dokulari incelendiginde hafif intersitisyel nefrit, (RU50+STX grup,

H&E, Bar: 20um).
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Sekil 4.14. Bobreklerin normal histolojik yapist, (RU 100 grup, H&E, Bar: 20um).
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Tablo 4.2. Bobrek Dokusunda Histopatolojik Degerlendirme. (Istk Mikroskobunda
Incelenen Kesitler Lezyonlara Gore Yok (-), Hafif (+), Orta (++) ve Siddetli (+++).)

Deney Gruplar:

Patolojik
Lezyonlar Kontrol STX RUS50+STX RU100+STX  RU100

(n=8)  (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Intersitisyel nefrit - +++ ++ + ]
Tubul
epitellerinde - +++ +++ + -
dejenerasyon
Tubul
epitellerinde - +4++ ++ - -
nekroz
Hiperemi - +++ ++ ++ -

Kontrol grubundan alinan bobrek dokusu incelendiginde normal histolojik
yapida oldugu goriildii (Sekil 4.9). Borek medullasinda ise benzer bulgularin yani sira
hipereminin ve interstisyel nefritin daha siddetli oldugu belirlendi (Sekil 4.11).
RUS50+STX grubundan alinan bobrek dokulart incelendiginde hafif interstisyel nefrit,
tubul epitellerinde dejenerasyon ve nekroz, damarlarda hiperemi tespit edildi (Sekil
4.12). RU100+STX grubunda ¢ok hafif interstisyel nefrit, tubul epitellerinde hidropik
dejenerasyon goriiliirken hi¢ nekrotik hiicreye rastlanmadi (Sekil 4.13). RU 100
grubunda ise bobrek dokulari incelendiginde serozasinin, korteks ve medullasinin
normal histolojik yapiya sahip oldugu goriildii (Sekil 4.14). Tablo 4.2’de bobrek
dokusunda goriilen patolojik lezyonlar diizeyine gore; yok (-), hafif (+), orta (++) ve

siddetli (+++) olarak degerlendirildi.
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5. TARTISMA

Hemolitik tiremik sendrom mikroanjiopatik hemolitik anemi, trombositopeni,
akut bobrek hasar1 gibi klinik bulgular gosterir. HUS vakalarinin cogunlugu Siga toksin
iireten Escherichia coli'ye (STEC) baglh olarak gelisir. Ozellikle ¢ocukluk ¢aglarinda
bobrek kaybi hatta dliime sebep olan vakalar kaydedilmistir. HUS’iin en agir vakalari
Siga toksin 2’ye bagli olarak gelisen vakalardir.”® STEC enfeksiyonlarinda Siga toksine
baglh olarak, organizmada oksidatif hasar ve inflamasyonlar meydana geldigi
belirtilmistir.” %

Hemolitik tiremik sendrom’un fizyolojik ve patolojik etkilerini arastirmak igin
cok sayida c¢alisma yapilmistir. Bu calismalarin birgogu da semptomik bulgularin
yiiksek olmasi sebebiyle Siga toksin 2 kullanarak olusturulan fare modelleri iizerinde
yapilmistir.

Gomez ve ark.’” Siga Toksin 2 Tarafindan in Vivo Olarak Indiiklenen Oksidatif
Stresin Hemolitik Uremik Sendromun Patojenitesine Etkisi isimli ¢alismasinda fareler
iizerinde Siga toksin 2’nin 100 ng/kg dozunu kullanarak olusturdugu HUS modeli
{izerinde caligmustr.’

Bagska bir c¢alismada ise Keepers ark.®® HUSli Bir Fare Modeli:
Lipopolisakkaritli Siga Toksinin insan Bébreklerinde Sebep Olacagi Bébrek Hasarinin
Fizyolojik Yanitinin Modellenmesi ¢alismasinda fareler {izerinde Siga toksin 2’nin 225
ng/kg dozunu kullanarak olusturdugu HUS modeli iizerinde gallsmlstlr.94

Diger bir c¢aligmada ise Sauter ve ark.® endotoksinsiz Siga Toksin 2 ile
Olusturulan Hemolitik Uremik Sendromlu Fare Modelinde Anti-Stx Antikoruyla
Oliimciil Etkilerden Korunma isimli ¢alismasinda fareler iizerinde Siga toksin 2’nin tek
doz 250 ng/kg ve iicer giin arayla ii¢ doz 50 ng/kg dozlariyla iki ayr1 HUS modeli

lizerinde (A;ahsmlstlr.95
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Biz calismamizi yaparken Siga toksinin 6liimciil etkilerini azaltip sonuglarimizi
daha 1yi gorebilmek amaciyla fareye gore daha dayanikli olan rat modeli iizerinde
calistik. Kullandigimiz dozu segerken de yine Oliimlerin c¢alismamizi etkilemesi
maksadiyla 6liimciil dozun altinda olan 100 ng/kg dozunu tercih ettik.

Bobrek viicuttaki endojen ve ekzojen kaynakli atik iirlinlerin temizlenmesinde
rol alan organ olmasi nedeniyle yiiksek miktarda toksik maddeye maruz kalir. Bu
nedenle bobrek tiibiiler epitel hiicrelerinin toksin kaynakli hasara ugrama ihtimali daha
yﬁksektir.85' 8 Klinik de bobrek fonksiyonlariin tespiti i¢in kreatin ve BUN 6nemli iki
biyokimyasal parametredir. Bu iki parametre tek bagina bir anlam ifade etmese bile ikisi
birlikte degerlendirildiginde bobrek fonksiyonu hakkinda bize fikir verebilir.®

Bobrek fonksiyonlarinin bozulmanin tespitinde bir diger onemli ydntem ise
elektrolit dengenin bozulmasina bagl olarak ortaya ¢ikan hiperpotasemi, metabolik
asidoz, hipokalsemi ve hiperfosfatemidir.”

Bu nedenlerle bobrek hasarinin tespitinde bir¢cok calismada oldugu gibi bizde
BUN, kreatnin, Na, K, Cl seviyelerindeki degisimi kullandik.

Yapilan bazi ¢alismalarda ALP’nin nefrotoksisiteye duyarli indikatorlerden birisi
olarak bildirilmigtir.90 Bu nedenle ALP seviyesinin Ol¢lilmesinin ¢calismamiza deger
katacagini diisiindiiglimiizden bu parametreye de ¢alismamizda yer verdik.

Sauter ve ark.”, endotoksinsiz Siga toksin 2 ile olusturulan hemolitik iiremik
sendromlu fare modelinde Anti-Stx antikoruyla 6liimciil etkilerden korunmasina yonelik
yaptig1 calismada deneklerin bobrek fonksiyonlarinin galisip calismadigini BUN ve
Kreatin seviyelerine bakarak tespit etmistir. Bu ¢alismayi fareler iizerinde Stx 2’nin tek
doz 250 ng/kg ve iicer giin arayla ii¢ doz 50 ng/kg dozlariyla iki ayr1 HUS modeli
tizerinde yapmustir. Calismada 250 ng/kg Stx 2’nin tek doz uygulandigi grup

enjeksiyondan 3 giin sonra Gtenazi edilip alinan dokularda BUN ve kreatin diizeyleri

57



calisilmis olup BUN seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu bildirilmistir
(p<0.05). Kreatin seviyesindeki degisikligin ise istatistiksel olarak anlamli olmadigi
bildirilmistir (p>0.05). 50 ng/kg Stx 2’nin ii¢ doz uygulandig: gruplar ise 8 giin sonra
Otenazi edilip alinan dokularda BUN ve kreatin diizeyleri calisiimis olup BUN
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu bildirilmistir (p<0.001). Kreatin
seviyelerindeki artis da istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmis istatistiksel
olarak anlamli artig oldugu bildirilmistir (p<0.001).%

Keepers ark. lipopolisakkaritli Siga toksinin insan bobreklerinde sebep olacagi
bobrek hasarmin fizyolojik yanmitimm gormek maksadiyla HUS’li fare modeli
olusturulmustur. Calismada bir grup fare iizerinde 225 ng/kg Siga toksin 2 ve 300 g/kg
LPS dozlar1 ayri ayri ve birlikte farkli gruplara uygulanmis. Bizim g¢alismamizla
benzerlik gosterdigi i¢in sadece 225 ng/kg Siga toksin 2 uygulanan gurubun
enjeksiyondan 72 saat sonra BUN ve kreatin seviyelerini inceledigimizde BUN ve
kreatinin seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu bildirilmistir (p<0.05).%

Russo ve ark.” farelerde Siga toksin 2a tarafindan olusturulan agir
toksifikasyonun Anti-Stx2a Monoclonal Antikor (11E10) ile korunmasina yonelik
yaptig1 ¢aligmada toksifikasyon gruplarinda BUN ve kreatin seviyelerinde istatistiksel
olarak 6nemli bir artisin olustugu bildirilmistir (p<0.001). Na, K, CI seviyelerinde ise
degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadig: bildirilmistir(p>0.05).%

Liye Zhu ve ark.” akut toksisiteli sican modelinde Okratoksin-A ile olusturulan
bobrek hasari ile oksidatif stres arasindaki Sinirlt baglantiy: ortaya koymak i¢in ¢aligma
yapmistir. Bu ¢alismada Okratoksin-A’nin 1 mg/kg ve 4mg/kg dozlar1 kullanilmis. 1
mg/kg dozu kullanilan grupta kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel olarak sadece BUN
seviyesinde belirgin artis olmusken (p<0.05) kreatin ve ALP seviyelerindeki artis

istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu belirtilmistir (p>0.05). Okratoksin-A’nin 4 mg/kg
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dozu kullanilan grupta ise kontrol gurubuna kiyasla BUN, kreatin ve ALP seviyelerinde
istatistiksel olarak onemli bir artisin olustugu bildirilmistir (p<0.05).%

Apaydin Yildirm ve ark.®® Helichrysum plicatum DC. subsp. Plicatum’dan
ekstre edilen etanol ekstraktinin siganlarda gentamisin kaynakli nefrotoksisite iizerine
etkisinin arastirildig1 calismada BUN ve kreatinin diizeylerinin kontrol gurubuna kiyasla
istatistiksel olarak arttigin bildirmistir (p<0.05).%

Hashish ve ark.'®

Curcumin’in siganlarda bakir zehirlenmesine karsi
hepatoprotektif ve nefroprotektif etkisi iizerine yaptigi ¢alismada bakir zehirlenmesi
sonucunda ALP, BUN ve kreatin seviyesinin kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir artis gosterdigini bildirmistir (p<0.01).'%

Eraslan ve ark.'® etci piliclerde aflatoksinin bobrek fonksiyonlar1 tizerine
etkisini arastirdig1 ¢alismasinda aflatoksin’in BUN ve K diizeylerinde istatistiksel olarak
Oonemli bir artisin meydana geldigini bildirmistir (p<0.05). Kreatin, Na ve Cl de ise
istatistiksel olarak 6nemli bir diisiis meydana geldigini bildirmistir. (p<0.05)."%*

Yapilan calismalar toksifikasyona bagli nefrotoksisite neticesinde canlilarda
BUN ve kreatin seviyesinin 6nemli dl¢iide artigini bildirmistir. Bizim ¢alismamizda da
Tablo 4.1°de de goriilecegi gibi BUN ve kreatin seviyesinde diger ¢calismalarda oldugu
gibi istatistiksel olarak anlamli bir atig goriilmiistiir. Bu sonuglar bize Stx 2’nin ratlarda
bobrek fonksiyonlarinin kaybina neden oldugunu gostermistir. Na, K, Cl seviyelerinde
ise kontrol gurubuyla herhangi bir farkliga rastlanmamistir. Yapilan diger ¢alismalarda
ise bu farklilk minimum diizeyde kalmistir. Yine yaptifimiz calismada ALP
seviyesinde ufak farkliliklar olsa da bu farkliliklar istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu
goriilmiistiir.

Sitokinler proinfamatuvar olaylarda rol oynayarak immiin sistemin

diizenlenmesinde gérev alan protein yapisindaki habercileridir.”” Akut inflamasyonlar
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esnasinda lenfosit ve makrofajlardan salgilanan TNF-a ve IL-13 6zellikle IL-6 ve IL-8
ve diger sitokinlerin salinmasini sitiimiile ederek erken donemde inflamasyonun
siddetini artirir.?® %1 %2 %8 By nedenle calismamizda akut inflamasyonlar i¢in en 6nemli
sitokinler olan TNF-a, IL-1pB,IL-6 ve IL-8 ¢alismanin faydali olacagini diistindiik.

Ohara ve ark.*®® Azomiksinin, Siga Toksin Ureten Escherichia coli (STEC)
enfeksiyonlu konak iizerinde olusturdugu inflamatuar Yanit Uzerine Etkisini arastirdig
calismasina STEC enfeksiyonlu fareler iizerine yaptigi ¢alismada IL-1B, IL-6, TNF-a

seviyelerinde istatistiksel olarak énemli bir artisin olustugu bildirilmistir (p<0.05)'%,

Moazzezy ve ark.'®

Siga toksinin ve alt birimlerinin farkli hiicre tiplerinde
sitokin indiiksiiyonu {izerine etkilerini arastirdigi ¢alismasinda Stx uygulanan farkli
hiice gruplarmin tamaminda, farkli miktarda da olsa IL-la, IL-6, IL-8, TNF-a
seviyelerinde istatistiksel olarak énemli bir artisin olustugu bildirilmistir (p<0.05)'%,
Sauter ve ark.”® endotoksinsiz Siga toksin 2 ile olusturulan hemolitik iiremik
sendromlu fare modelinde Anti-Stx antikoruyla 6liimciil etkilerden korunmasina yonelik
yaptig1 caligmada deneklerin Stx 2°nin zararli etkilerine maruz kalip kalmadig IL-1p,
IL-6, TNF-o gibi sitokin seviyelerine bakarak tespit etmistir. Bu g¢alismay1 fareler
tizerinde Stx 2’nin tek doz 250 ng/kg ve liger giin arayla iic doz 50 ng/kg dozlariyla iki
ayr1 HUS modeli iizerinde yapmustir. Calismada 250 ng/kg STX 2’nin tek doz
uygulandig1 grup enjeksiyondan 3 giin sonra 6tenazi edilip alinan bobrek dokularda IL-
1B, IL-6, TNF-o diizeyleri calisilmis olup IL-1B seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli artis oldugu bildirilmistir (p<0.01). IL-6 seviyesinde de bir artis oldugu ve bu
artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu bildirilmistir (p<0.001). Yine TNF-a
seviyesinde bir artis meydana gelmistir ve bu artis istatistiksel olarak 6nemli oldugu

bildirilmistir (p<0.01). 50 ng/kg Stx 2’nin ii¢ doz uygulandigi gruplar ise 8 giin sonra

Otenazi edilip alinan bobrek dokularda IL-1p, IL-6, TNF-a diizeyleri ¢aligilmis olup IL-
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1B seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu bildirilmistir (p<0.01). IL-6
seviyesinde de artis oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu bildirilmistir
(p<0.01). Artisin TNF-a seviyesinde de meydana geldigi ve bu artisin istatistiksel olarak
onemli oldugu bildirilmistir (p<0.01)95.

Burdet ve ark.’* ratlarda Stx2'min neden oldugu erken dogumdan sorumlu
mekanizmalardaki TNF-a'nin rolii {izerine yaptig1 ¢alismasinda Stx 2 uygulanan ratlarda
TNF-o seviyesinde istatistiksel olarak oOnemli bir artisin olustugu bildirilmistir
(p<0.05).1*

Yapilan c¢alismalarin tamami Siga toksin 2’nin etki ettigi dokularda akut
inflamasyona bagl olarak IL-1p, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi sitokinlerin seviyesinde artis
olacagimi bildirmistir. Bizim yaptigimiz ¢aligmada da Tablo 4.1, 4.2, 4.3 ve 4,4’te de
goriilecegi gibi IL-1B, IL-6, IL-8 ve TNF-a seviyelerinde diger ¢aligmalarla benzer
sekilde istatistiksel olarak anlamli artislar bulunmustur (p<0.01). Bu verilerden de
anlagilacagi gibi Stx 2 uyguladigimiz ratlarin bobrek dokularinda akut inflamasyonlar
gerceklesmistir.

Oksidatif stres temel olarak, hiicresel metabolizma esnasinda olusan reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi sonucunda ortaya
cikan oksidatif denge bozuklugudur.71 Lipid peroksidasyonunun yikim {iriinlerinden
olan malondialdehit (MDA) dokudaki olasi oksidatif strese karsi bize fikir verme
konusunda énemli bir parametredir.”* GSH ve SOD ise birer antioksidan madde olup
hiicre igerisindeki serbest oksijen radikallerinin detoksifikasyonunda gorevlidir.?% ®
Nitrik oksitin endotoksemiye bagli doku hasar1 iizerine farkli etkileri olmasina karsin
yapilan klinik aragtirmalarda indiiklenebilir nitrik oksitsentaz (iNOS) inhibitorlerinin
doku hasarini énlemede etkili oldugu bildirilmistir.”

Gomez ve ark.” Siga Toksin 2 Tarafindan in Vivo Olarak indiiklenen Oksidatif
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Stresin Hemolitik Urmik Sendromun Patojenitesine Etkisi isimli ¢alismasinda fareler
iizerinde Siga toksin 2’nin 100 ng/kg dozunu kullanarak olusturdugu HUS modeli
tizerinde ¢alismistir. STX 2’nin 100 ng/kg dozu uygulanan farelerden 72 saat sonra
Otenazi altinda alman bobrek dokularinda MDA seviyelerine bakilmistir. MDA
seviyelerinin Stx 2 uygulanan grupta kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
bir artis oldugu bildirilmistir (p<0.0001). GSH seviyeleri kiyaslandiginda ise
istatistiksel olarak 6nemli bir azalma oldugu bildirilmistir (p<0.0001).”

Zhu ve ark.%® sisplatin ile indiiklenen nerotoksisite apoptozunun olusturdugu
oksidatif stres ve inflamasyon etkisinin S-Allylmercaptocysteine etkisiyle azaltilmasi
calismasinda olusturulan nefrotoksisiteye bagli olarak toksikasyon gurubunda MDA
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig bildirilmistir (p<0.01). GSH ve SOD
seviyelerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma bildirilmistir (p<0.05).%

Ekinci-Akdemir ve ark.'® P-Coumaric asit'in sisplatin tarafindan olusturulan
akut karaciger ve bobrek hasarina karsi koruyucu etkisi iizerine yaptigi ¢alismada MDA
seviyesinin toksisiteye maruz kalmig borek dokusunda istatistiksel olarak anlamli bir
artis oldugunu bildirmistir (p<0.05). Yapilan ¢alismada bobrek dokusundaki GSH ve
SOD miktarlarinda ise anlaml1 bir azalma gerceklestigi bildirilmistir (p<0.05).105

Burdet ve ark.'% farelerde 6lii fetiislerin erken dogumunu baslatan Siga toksin 2
tizerine NO’nun etkisi ¢alismasinda STX 2 nin 70 ng/kg ve 200 ng/kg dozunu
uygulayarak NO seviyelerini kontrol etmis. Yapilan ¢alisma sonucunda her iki grupta da
NO seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli artis saptanmis olup STX 2 dozunun
artmasinin NO seviyesine daha anlamli bir sonu¢ ortaya koydugunu bildirmistir
(p<0.001).1%®

Morsy ve ark.*®’ nebivololun sicanlarda sisplatinle olusan nefrotoksisite iizerine

etkisini aragtiran ¢aligmasinda sisplatinin MDA ve NO seviyesini istatistiksel olarak
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anlamli miktarda artirdigini bildirmistir (p<0.05). GSH seviyesini ise istatistiksel olarak
anlaml miktarda azalttigin bildirmistir (p<0.05).*”’

Yapilan c¢alismalarda nefrotoksisiteye bagli olarak oksidatif stres gelistigi bu
durumunda bobrek dokusunda MDA seviyelerinde artisa sebep oldugu goriilmiistiir.
Bizim c¢alismamizda da Tablo 4.5 de goriilecegi gibi diger ¢alismalarla uyum oldugu
goriilmiistiir. Ayrica yapilan calismalarda oksidatif stresin antioksidan kapasiteyi
azalttig1 ve bu durumun bobrek dokusunda SOD ve GSH seviyelerinde azalmaya sebep
oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da Tablo 4.6 ve 4.7 de goriilecegi gibi diger
calismalarla uyum oldugu gorilmiistir. Yapilan galismalarda NO seviyesinde doku
hasarina bagli olarak arttigi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da Tablo 4.8 de de
goriilecegi gibi diger calismalarla uyum goriilmiistiir. Ortaya ¢ikan tablo neticesinde Stx
2’nin oksidatif strese sebep oldugu ve bu durumun bobrek de doku hasarina sebep
oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda goriilmiistiir.

Rutin (rutoside, quercetin-3-O-rutinoside and sophorin) quercetin’den olusan bir
flavanol glikoziddir ve disakkarit rutinoz igerir.45 Rutinin anti-oksidan, antikarsinojenik,
antiviral, antibakteriyel, antiinflamatuar, antiplatelet, sitoprotektif, noroprotektif,

9, 49-51

kardiyoprotektif ve vazoprotektif 6zellikleri saptanmustir. Ayni zamanda bir¢ok

calisma rutinin iskemi/reperfiizyon bobrek hasarinda bobrekleri koruma {lizerine 6nemli
etkisi oldugunu géstermistir.54' %

Alhoshani ve ark.'® ratlarda rutin takviyesinin sisplatin kaynakli nefrotoksisiteye
karst koruyucu etkisini arastirdigi ¢alismada sisplatin uyguladigi ratlarda kontrol
gurubuna kiyasla BUN ve kreatin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artis
oldugunu bildirmistir (p<0.001). Sisplatin ile birlikte rutinin 30 mg/kg dozu uygulanan
grupta ise toksifikasyon gurubuna kiyasla BUN ve kreatin seviyesinde anlamli bir

azalma oldugunu bildirmistir (p<0.001).*
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Khan ve ark.*® ratlarda rutinin Potasyum Bromat kaynakli nefrotoksisiteye karsi
koruyucu etkilerini arastirdigit ¢alismada Potasyum Bromat ile olusturulan
nefrotoksisitede kontrol gurubuna kiyasla BUN ve kreatin seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis bildirmistir (p<0.01). Tedavi gruplarinda rutinin 50 mg/kg ve 70
mg/kg dozlar1 uygulanmis her iki grupta da toksifikasyon gurubuna kiyasla BUN ve
Kreatin seviyesinde istatistiksel olarak anlaml bir azalma bildirilmistir (p<0.01).*

Ramalingayya ve ark.'®® Wistar siganlarinda doksorubisin kaynakli in vivo hafiza
defisitlerininin lizerine rutinin etkisi {izerine yaptig1r ¢alismada doksorubisin kaynakli
toksisitede kontrol gurubuna kiyasla BUN, kreatin ve ALP diizeyleri {lizerine istatistiksel
olarak anlamli bir degisikligin olmadigi bildirilmistir (p>0.05). Nefrotoksifikasyon
gelismedigi icin uygulanan rutin de istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden
olmadig bildirilmistir (p>0.05).1%

Rajakrishnan ve ark."° Plumbago zeylanica bitkisinin koklerindeki fitokimyasal
maddelerin nefroprotektif etkisinin degerlendirilmesi ¢alismasinda farelerde sisplatin ile
olusturulan nefrotoksisite gurubunda kontrol gurubuna kiyasla BUN ve kreatin
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig bildirilmistir (p<0.01). K seviyesinde
ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma bildirilmistir (p<0.05). Na seviyesinde ise
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigi bildirilmistir (p>0.05). Plumbago
zeylanica bitkisinin koklerinden elde edilen 6ziit uygulanan grupta ise BUN ve kreatin
seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana geldigi bildirilmistir
(p<0.01). K seviyesinde ise istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana geldigi
bildirilmistir (p<0.05). Na seviyesinde ise istatistiksel orak herhangi bir degisiklik
bildirilmemistir.**

Hashish ve ark!® Curcumin’in sicanlarda bakir zehirlenmesine karsi

hepatoprotektif ve nefroprotektif etkisi iizerine yaptigi ¢alismada bakir zehirlenmesi
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sonucunda ALP, BUN ve kreatin seviyesinin kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlaml bir artis gosterdigini bildirmistir. Bir antiinflamatuar olan curcumin ile
yapilan tedavide ALP, BUN ve kreatin seviyelerinde toksifikasyon gurubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir azalma bildirmistir (p<0.01).*®

Yapilan ¢alismalar rutinin nefrotoksisiteye bagli olarak yiikselen BUN ve kreatin
seviyelerini azaltict etkisini kanitlamaktadir. Bizim calismamizda dikkate deger bir
azalma goriilmesine karsin istatistiksel olarak anlam ifade etmemektedir.
Nefrotoksisiteye bagli olarak Na, K, Cl seviyeleri iizerine yapilan ¢alismalarda bizim
calismamizla paralel sekilde dikkate deger farkliliklar saptanamamistir. Yapilan
calismada nefrotoksisiteye bagli olarak ALP seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
artis meydana geldigi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da dikkate deger artis olmasina
karsin istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanamamistir. ALP seviyeleri lizerine
direkt rutin kullanilarak yapilan bir ¢alisma olmamasina karsin diger antinflamatuar
maddelerin toksifikasyona bagli olarak yiikselen ALP seviyelerini diisiirdiigi
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da tedavi gruplarinda ALP seviyelerinin de dikkate
deger azalma gozlenmistir fakat bu azalma istatistiksel olarak anlam ifade
etmemektedir.

Torres-Rego ve ark .M karaginen kaynakli peritonit modeli tizerinde, igerisinde
rutin iceren Hancornia speciosa meyvelerinden elde edilen ekstrenin antiinflamatuar
etkinligini kontrol etmistir. Bu c¢alisma neticesinde Karaginen kaynakli olarak
hiicrelerde IL-1p, IL-6 ve TNF-a seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis meydana
geldigini bildirmistir (p<0.001). Hancornia speciosa meyvelerinden ekstresindeki
rutinin ise hiicrelerdeki IL-1B, IL-6 ve TNF-a seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli

azalma meydana getirdigini bildirmistir (p<0.001).*!

k.llz

Kauss ve ar rutinin insan makrofaj hiicreleri kaynakli inflamatuar
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mediatorlerin ve ratlarda adjuvan kaynakli olusturulan artritte {izerine etkisini arastiran
calisma yapmistir. Bu ¢alismada in vivo olarak aktif edilen makrofaj hiicrelerinden
saliman IL-1B, IL-6 ve TNF-a ortama rutin eklenmesiyle miktarinin istatistiksel olarak
azaldig1 bildirilmistir (p<0.02). Ratlarda adjuvan kaynakli olusturulan atritte de
adjuvanin etkisiyle IL-1B, IL-6 ve TNF-a seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
artis meydana geldigi bildirilmistir (p<0.02). Ratlara rutin uygulandiginda ise IL-1p, IL-
6 ve TNF-a seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi bildirilmistir
(p<0.02)."?

Su ve ark.*™®

rutinin bir metaboliti olan 3,4-Dihidroksitoliienin, lipopolisakkarit
ile aktive olan makrofajlarda, NF-kB sinyalizasyonunun aktivasyonunu azaltarak
inflamatuar yanitlar1 inhibe edilmesi iizerine yaptigi ¢alismada lipopolisakkarit ile
aktive olan makrofajlarda IL-1f3, IL-6 ve TNF-a seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis meydana geldigi bildirilmistir (p<0.01). Bu hiicrelere Rutin'in bir
metaboliti olan 3,4-Dihidroksitoliien uyguladiginda ise IL-1B, IL-6 ve TNF-a
seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 bildirilmistir (p<0.05).113

Yapilan ¢aligmalar toksisiteye bali olarak olusan inflamasyonlarda IL-1p, IL-6 ve
TNF-o seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirdigt ve rutin
uygulamasinin IL-1B, IL-6 ve TNF-a seviyelerini istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde azalttig1 bildirilmistir. Bizim yaptigimiz calisma da Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4°de de
goriilecegi gibi yapilan diger ¢alismalara paralel sekilde gerceklesmistir. IL 8 {izerine
rutinin etkisini gosteren herhangi bir ¢alisma bulunamamistir. Ortaya ¢ikan tablo
calismamizda inflamatuar hasarin meydana geldigi ve rutin’in bu hasar1 giderdigi
goriilmiistiir.

Khan ve ark.*® ratlarda rutinin potasyum bromat kaynakli nefrotoksisiteye karst

koruyucu etkilerini arastirdigi  ¢alismada potasyum bromat ile olusturulan
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nefrotoksisitede kontrol gurubuna kiyasla MDA parametresinde istatistiksel olarak
anlaml bir artig bildirilmistir olup rutin uygulamasi MDA seviyesini istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde azalttig1 bildirilmistir (p<0.01). Toksisite gurubunun SOD ve
GSH seviyelerini kontrol gurubuyla kiyasladigimizda ise SOD ve GSH seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugunu Potasyum Bromat ile beraber uygulanan
rutinin ise SOD ve GSH seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirdig:
bildirilmistir (p<0.01).*®

Gautam ve ark™® rutinin, Metotreksat ile indiiklenen antioksidatif ve
antiinflamatuar etki ile baglantili bagirsak toksisitesi {izerine yaptigi ¢alismada MDA
seviyesi toksisite gurubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak arttigi
Metotreksat ve rutin’in beraber uygulandigi grupta ise MDA seviyesinin istatistiksel
olarak azaldig: bildirilmistir (p<0.001). Toksisite gurubunun SOD ve GSH seviyelerini
kontrol gurubuyla kiyasladigimizda ise SOD ve GSH seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma oldugunu Metotreksat ile beraber uygulanan rutin’in ise SOD ve
GSH seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirdigi bildirilmistir
(p<0.001).**

Erdogan ve ark.™

rutin’in Metotreksat’a bagli olarak gelisen hepatik hasar
izerine etkisini arastiran ¢alismada MDA seviyesinin toksisite gurubunda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak arttigi Metotreksat ve rutin’in beraber uygulandigi
grupta ise MDA seviyesinin istatistiksel olarak azaldigi bildirilmistir (p<0.05). Toksisite
gurubunun SOD ve GSH seviyelerini kontrol gurubuyla kiyasladigimizda ise SOD ve
GSH seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugunu Metotreksat ile
beraber uygulanan rutin’in ise SOD ve GSH seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artirdig1 bildirilmistir (p<0.05).*°

k.llG

Wang ve ar Sonchus asper oziitiinin  RAW264.7 makrofajlarinda
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Lipopolisakkarit ile indiiklenen oksidatif stresin inhibasyonu ve proinflamatuar sitokin
iretimi tizerine etkisini arastirdigi galismada MDA ve NO seviyesinin kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak arttig1 Lipopolisakkarit ve Sonchus asper 6ziitiiniin beraber
uygulandigi grupta ise MDA ve NO seviyelerinin istatistiksel olarak azaldigini
bildirilmistir (p<0.05). Lipopolisakkarit uygulanan gurubun SOD ve GSH seviyelerini
kontrol gurubuyla kiyasladigimizda ise SOD ve GSH seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma oldugunu Lipopolisakkarit ve Sonchus asper Oziitiiniin beraber
uygulandig1 grupta ise SOD ve GSH seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

artirdig bildirilmistir (p<0.05).™°

Morsy ve ark'”’

nebivololun siganlarda sisplatinle olusan nefrotoksisite iizerine
etkisini arastiran ¢alismasinda sisplatinin MDA ve NO seviyesini istatistiksel olarak
anlamli miktarda artirdigin1 Nebivol ve Sisplatinin beraber uygulandiginda ise MDA ve
NO seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigini bildirmistir (p<0.05).
Sisplatinin GSH seviyesini ise istatistiksel olarak anlamli miktarda azalttigin1 Nebivol
ve Sisplatinin beraber uygulandiginda ise GSH seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli
miktarda arttigim bildirmistir (p<0.05).%

Yapilan ¢aligmalar toksisiteye bali olarak olusan oksidatif stresin MDA ve NO
seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirdig1 ve rutin uygulamasinin MDA
ve NO seviyelerini istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azalttigi bildirilmistir.
Yapilan ¢alismalar oksidatif stresin GSH ve SOD seviyelerini istatistiksel anlamli
sekilde azalttigini, rutin uygulamasinin ise GSH ve SOD seviyelerini istatistiksel
anlaml sekilde artirdigini gostermektedir. Bizim yaptigimiz ¢alismada Sekil 4.5, 4.6,
4.7, 4.8°de de goriilecegi gibi yapilan diger caligmalara paralel sekilde gerceklesmistir.

Ortaya ¢ikan tablo ¢alismamizda oksidatif stresin olustugu ve rutin’in oksidatif stresi

gidermede basarili oldugu goriilmiistiir.
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Bobrek dokulariin histopatolojik incelemelerinde kontrol guruplarina gore STX
grubunda gerek korteks gerekse medullar bolgelerde belirgin dejeneratif lezyonlarin
ortaya ¢iktig1r gorilmektedir. RUS0+STX ve RU100+STX guruplarinda belirlenen
dejeneratif lezyonlarin STX gurubuna gore daha hafif oldugu gozlemlendi. RU 100
gurubundan elde edilen veriler kontrol gurubundan elde edilen verilere benzer
bulunmustur. Tablo 4.2°de gorildiigi gibi en bariz dejeneratif bulgular STX gurubunda
bobrek medullasinda tespit edilmis bunu bobregin korteks boliimii izlemistir.
RUS50+STX ve RU100+STX gruplarinda olusan lezyonlar rutinin etkisiyle doza baglh

olarak daha hafifleyici seyir gostermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak; Siga toksinin inflamasyon ve okidatif strese bagli olarak bobrek
dokusunda hasara sebep oldugu bununda HUS olusturdugu belirlendi. Rutinin giiclii
antiinflamatuar ve antioksidan 6zelligi sayesinde dokudaki sitokin seviyesini diistirdiigii
ve antioksidan kapasiteyi artirarak olusan HUS {in etkilerini azalttig1 goriildii.

Elde ettigimiz bulgularm, HUS tedavisinde rutin ile yapilacak farmakolojik
arastirmalara temel olusturarak literatlire katkida bulunacagi ve daha ileride yapilacak
caligmalara yon verecegi diisiiniilmektedir. Ayrica elde edilen sonuglarin,
arastirmacilara ve konu ile ilgili sektdrlere aydinlatici bilgi saglayacak nitelikte bulgular
olusturdugu diistiniilmektedir. Bununla beraber Rutinin gii¢lii antiinflamatuar ve
antioksidan 6zelligi diger toksik maddelerin etkisinin azaltilmasinda faydali olabilecegi

diisiiniilerek daha farkli modeller tizerinde incelenmesi dnerilmektedir.
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