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Bu tezde kronik sigara i¢imi ve alkol alimmin, erkek Wistar rat bobrek dokularina etkilerinin
incelenmesi amaglanmigtir. 6 ay boyunca bu maddelere maruz birakilan hayvanlar, galisma siiresince her
birinde 7 rat bulunan 4 gruba; kontrol, alkol, sigara ve sigara+alkol gruplarma ayrildilar. Alkol grubu
hayvanlar inek siitli, vitamin A (5000 IU) ve stikrozdan olusan bir dieti %7,2’lik alkolle birlikte agiz
yoluyla alirlarken, sigara grubundaki hayvanlar bir plastik kafes (0,75x1x0,85 m, 0,64 m®) i¢inde galisma
sliresince sigara dumanina maruz birakildilar. 4 grupta bulunan hayvanlar son uygulama sonras: sakrifiye
edildiler ve bobrek dokularmin GSH, MDA, NO, MPO ve XO seviyeleri analiz edildi.

Gram yag doku bagina GSH seviyesi, kontrol, alkol, sigara ve sigara+alkol gruplari igin sirasiyla;
1,579+0,06 pumol, 0,910,0,06 umol, 1,141+0,06 umol ve 0,818+0,04 umol olarak belirlendi. Uygulama
vapilan gruplarin degeri kontrol grubundaki hayvanlarin degerinden anlaml olarak diisiiktii (p<0,05).
Gram yas doku basma MDA seviyesi kontrol, alkol, sigara ve sigara+alkol gruplari igin sirasiyla;
40,14+3,4 nmol, 71,4+2,8 nmol, 64+3,6 nmol ve 76,5+4,3 nmol’dii. Kontrole gore, diger gruplarin MDA
seviyeleri anlaml sekilde artmisti (P<0,05). Total nitrit seviyeleri kontrol, alkol, sigara ve sigara+alkol
gruplarinda sirasiyla; gram yas doku bagma 347,73%8,1 nmol, 261,09+4,8 nmol, 329,76£5,6 nmol ve
254,15%3,8 nmol olarak tespit edildi. Kontrole gore alkol ve sigaratalkol gruplarinin total nitrit seviyeleri
anlamli olarak azalmisti (P<0,05). Kontrol ve sigara grubunun total nitrit seviyeleri arasinda anlamli bir
fark gozlenmedi. MPO aktivitesi kontrol, alkol, sigara ve sigaratalkol gruplarinda sirastyla; 13,5£0,6
U/gr, 16,16x1,1 Ulgr, 14,71x1,1 Ulgr ve 23,7510,9 U/gr protein olarak bulundu. Kontrolle
kargilagtirldiginda alkol, sigaratalkol gruplarmda MPO aktivitesinin anlamli olarak arttift (p<0,05)
goriiltirken, sigara grubundaki hayvanlarda fark tespit edilmedi. XO aktivitesi sirasiyla; kontrol, alkol,
sigara ve sigara + alkol gruplarmnda 2,77+0,3 U/gr, 5,1940,3 U/gr, 3,22+0,1 U/gr ve 7,59+0,9 U/gr protein
idi. Kontrole gore alkol ve sigara+alkol gruplarinin XO aktiviteleri anlamli bir artis gésterirken (P<0,05),
sigara grubunda anlamli bir fark belirlenemedi.

Biitin gruplarin histopatolojik verileri incelendiginde, alkol ve sigaratalkol gruplarma gore
sigara grubunun bgbrek tiibiillerinde daha az bir dejenerasyon gozlendi. Ozellikle alkol grubunda,
glomerulusta vakuollesme ve tiibiillerde bozulma mevcuttu. Sigara+alkol grubunda ise, alkol ve sigara
grubuna gore tiibtillerin agin derecede bozuldugu ve glomerulus bazal membraninda erime meydana
geldigi gortildii.

Sonug olarak, kronik sigara igimi ve alkol kullaniminin bobrek dokusunda oksidatif patlamaya
yol agabilecegi ve bunun sonucunda ise serbest radikal kaynakl: doku hasarlanmalar: goriilebilecegi
kanaatine varilds.

ANAHTAR KELIMELER:Sigara I¢gimi, Alkol, Rat, Bobrek, GSH, MDA, MPO, NO, XO, Histopatoloji
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The aim of the study carried out in this thesis was to investigate the effects of chronic cigarette
smoke and alcohol exposure on the kidney tissue in male Wistar rats. Animals, treated with these
substances for a period of six months were divided into four experimental groups which were i) a control
group if) alcohol group iii) cigarette smoke group iv) smoke+alcohol group. All groups were consisted of
7 rats. Specimens in alcohol group animals were orally fed on a diet containing cow milk, 5000 IU
vitamin A and sucrose together with 7.2% alcohol. Cigarette smoke group, on the other hand were kept in
closed plastic cage (0.75x1x0.85 m., 0.64 m?®) which exposed to cigarette smoke for the whole
experimental period. At the end of the experimental period, the specimens in four groups were sacrified
and then their kidney tissues were analyzed for GSH, MDA, NO, XO, and MPO levels.

The level of GSH per gram of wet tissue was determined as 1.579 + 0.06 umol, 0.910 £ 0.06
umol, 1.141 £ 0.06 pmol, and 0.818 * 0.04 pmol for control, alcohol, smoke, and smoke+alcohol groups
respectively. The values were significantly lower (p<0.05) than that of control group animals. The MDA
levels per gram of wet tissue were 40.14 + 3.4 nmol, 71.4 + 2.8 nmol, 64 + 3.6 nmol, and 76.5 + 4.3
nmol, for control, alcohol, and smoke-+alcohol groups, respectively. These values were found to be
significantly higher (p<0.05) than that of control group. The total nitrite levels were determined as 347.73
+ 8.1 nmol, 261.09 £ 4.8 nmol, 329.76 + 5.6 nmol, and 254.15 + 3.8 nmol per gram wet tissue in control,
alcohol, smoke, and smoke+talcohol groups, respectively. A significant decrease (p<0.05) in total nitrite
were observed in alcohol and smoke+alcohol group when compared to control group animals, however,
no significant differences in total nitrite levels between smoke and control groups were detected. The
activity of MPO was determined as 13.5 + 0.6 U/g, 16.16 + 1.1 U/g, 14.71 = 1.1 U/g, and 23.75 + 0.9 U/g
protein, for control, alcohol, smoke, and smoke-+alcohol groups, respectively. These figures correspond to
a significant increase (p<0.05) in MPO activity in alcohol, smoke+alcohol groups compared to control.
The difference was determined not to be significant for smoke group animals compared to control. The
XO activity were 2.77 + 0.3 U/g, 5.19 £ 0.3 U/g, 3.22 + 0.1 U/g, and 7.59 + 0.9 U/g protein in control,
alcohol, smoke, and smoke+alcohol groups, respectively. This values also correspond to a significant
increase (p<0.05) in XO activity in alcohol and smoke+alcohol group animals compared to control. The
difference in XO was determined not to be significant between smoke and control group.

When the histopathological values of all groups were considered together, the degeneration of
kidney tubules was determined to be lesser extent in smoke group animals than in alcohol and
smoke+alcohol group animals. Especially in alcohol group animals there was an intense vacuolization in
glomerulus and deformation of kidney tubules. In smoke+alcohol group animals, however, the
degeneration of tubules was determined to be more severe and basal membrane of glomerulus to be
dissolved compared to alcohol and smoke groups.

Results shows that the chronic cigarette smoke and alcohol exposure may cause an oxidative
burst in kidney, resulting in tissue damage through the generation of free radical formation.

KEY WORDS: Cigarette smoke, Alcohol, Kidney, Rat, GSH, MDA, MPO, NO, XO, Histopathology
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1. GIRIS

Diinyanin en yaygin aligkanliklarindan olan alkol ve sigara kullammi kanser,
ateroskleroz, diyabet, bébrek hastaliklar1 gibi birgok hastalia zemin hazirlamaktadir.
Bu hastaliklarin temelinde, kronik alkol ve sigara kullanimimin hiicresel diizeyde
oksidatif hasara neden olmas: yatmaktadir. Diinya genelinde son yillarda yapilan
bilimsel ¢alismalarda, sigara, alkol ve uyusturucu madde kullamimlarinda belirgin bir
artts oldugu gozlenmektedir. Sigara, Avrupa’da her yil 500,000 ve Amerika’da ise
400,000 kisinin Slimiinden sorumlu tutulmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin verileri,
1996°da diinyada 3 milyon kiginin sigaradan dolay: oldiigtinti gostermektedir. Bu
sayinin 2020’de 10 milyonu bulacagi tahmin edilmektedir [1]. Beyin, akciger,
karaciger, kalp ve damarlar gibi hayati organlarda meydana getirdikleri &liimciil
tahribatlar nedeniyle, halk sagligini tehdit eden olumsuz faktorler arasinda ilk siralarda
yer alan alkol ve sigara, insan viicudunda bircok sistemde hasarlara neden
olabilmektedir.

Alkoliin, sigarayla birlikte kullanimi olduk¢a yaygindir. Yapilan aragtirmalarda,
tiitiin ve alkoliin birlikte kronik olarak kullaniminin, kullanicilar arasinda kanser riskini
artirdig1 bildirilmistir [2]. Oyleki, sigara ve alkoliin birlikte kullanimi, timdr olusum
riskini 7 kat artirmaktadir [3]. Afiz ve Ozofagus kanserleri, alkol alan sigara
tiryakilerinde, alkoliin dozuyla dogru orantili olarak artmaktadir [4]. Alkol ve sigaranin
birlikte kullanildiginda ortaya ¢ikan zararl etkileri, bu etkenlerin tek basina yapmis
olduklar etkilerden daha fazla oldugunun goriilmesi, bu iki zararli madde arasinda
biyolojik bir etkilesimin oldugunu diisiindiirmektedir.

Alkoliin viicutta en stiratli etki gdsterdigi yer merkezi sinir sistemidir. Alkoliin
karaciger, solunum, dolasim, gérme ve isitme sistemlerine ilaveten diger sistemler
lizerine de zarar verici etkisi vardir. Ayrica alkol, hemoglobinin yapisini etkileyerek
eritrositlerin oksijen tasima kapasitesini azaltmaktadir. Bu nedenle, viicudun
oksijenlenmesindeki azalmaya bagli olarak patolojiler ortaya g¢ikmaktadir. Viicuda
alinan alkoliin %90°1 karacigerde detoksifiye edilerek, %10°u da hi¢ degismeksizin
bébrek yoluyla viicut digina atilir. Alkol ve metabolitlerinin bdbreklerden atilimi
sirasinda, bobrek dokusunda hasarlara yol agacag: agiktir. Alkoliin hem kendisi, hem de
metabolitleri organizmada oksidatif stresin olusumuna neden olabilmektedir. Alkol

toksisitesi, bobreklerde iltihaplara ve fonksiyon bozukluklarina yol agmaktadir.



Bilindigi gibi bobrekler viicut homeostasisinin saglanmasinda onemli organlardan
biridir. Bobrek dokusunda olusacak bir bozulma biitiin viicudu etkileyecektir.

Sigara i¢imiyle 4700°tGn ustlinde tanimlanan madde Kkarisim: viicuda
alinmaktadir. Sigarada, katran ve gaz fazi olmak iizere iki faz belirlenmistir. Her iki faz,
radikal olmayan oksidanlar kadar, oksijen merkezli, karbon merkezli ve nitrojen
merkezli serbest radikallerce de zengindir. Yapilan analizlerde, katran fazinin her bir ige
¢ekimde 10", gaz fazinim ise 10" adet serbest radikal icerdigi tespit edilmigtir. Katran
fazi radikalleri, asir1 reaktif olmayan bir ¢ok bilesikten olusmaktadir. Bununla birlikte,
bu radikaller havada saatlerce veya belki de giinlerce kalabilen uzun Omiirlii
molekiillerdir. Katran fazi radikalleri DNA’da kiriklar veya ¢entikler olusturarak
kansere yol agabilmektedirler [S]. Sigaranin neden oldugu serbest radikal kaynakli
oksidatif durum, organizmanin antioksidan kapasitesinde degisikliklere neden
olabilmekte ve savunma sistemlerinde yetersizliklere yol agmaktadir [6-9].

Oksidatif hasar, hiicresel diizeyde hiicre membran lipidlerinin peroksidasyonu ile
sonuglanir. Bu peroksidasyon sonucunda, hiicre membran gegirgenligi, akigkanligi,
clastikiyeti ve yapisal ozellikleri bozulur. Bir doku ya da viicut sivisinda
malondialdehit’in (MDA) artisi, lipid peroksidasyonunun arttiini gosteren dnemli bir
indekstir. Yine glutatyon (GSH), hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan ¢nemli bir
hiicre i¢i antioksidandir. GSH seviyesinin tespiti, organizmadaki oksidatif hasarin
diizeyini ortaya koymaya yardimci olmaktadir. Ksantin oksidorediiktazlar da (XOR)
antioksidan sistemde onemli bir yere sahiptir. Radikalik hasarin arttid1 her durumda,
normalde ksantin dehidrogenaz (XDH) aktivitesi gésteren bu protein, ksantin oksidaz’a
(XO) dontigerek oksidatif patlamaya katkida bulunmaktadir. Organizmada siiperoksit
radikalinin (O;") baglica kaynaklarindan biri XO’dur. Dokuda XO aktivitesinin
belirlenmesi, hasarin tespitinde 6nemli bir indekstir.

Nitrik oksit (NO) renksiz bir gazdir. Havadaki NO kisa siirede, oksijen ile
oksitlenerek, NO,'(nitrit) ve daha sonra NOs’e (nitrat) doniigiir. NO, ¢iftlenmemis
elektron bulundurmasi ve hiicrelere kolayca girebilmesi nedeni ile ideal bir haberci
molekiilti ve serbest radikal 6zelligi tagir. Asirt ve kontrolsiiz NO tiretimi, hiicreler igin
zararl1 olmaktadir. Ciinkti NO, O,” ile birlegerek peroksinitrit (ONOO?) haline
dontismektedir ve sonugta ONOO™lar patolojik tablolarin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Dokudaki total nitrit diizeylerinin 6l¢iilmesi, NO metabolizmas: ile ilgili

cok dnemli veriler sunabilmektedir.



Miyeloperoksidaz (MPO), immiin sistemde olduk¢a onemli bir enzimdir.
Ozellikle MPO’nun olusturdugu hipoklor6z asit (HOCI), fagosite edilen bakterilerin
parcalamasinda 6nemli bir yer tutar. Oksidatif hasarin oldugu bdlgeye nétrofillerin
y1gilmasi, doku MPO aktivitesinde bir artis1 da beraberinde getirebilmektedir. Bundan
dolay1 doku MPO aktivitesinin tespiti, dokuya nétrofil yigilmasinin bir delili olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

Bobrek dokularimin histopatolojik yonden incelenmesi ise olusacak hasarin
mikroskopik diizeyde ortaya konmasini saglamaktadir.

Alkol ve sigaranin viicuttaki zararli etkilerini incelemek amaciyla yapilan
aragtirmalar daha c¢ok akciger, mide, beyin, karaciger ve lireme sistemleri lizerinde
yogunlagmustir. Bu konuyla ilgili bobrekler tizerinde ¢ok az sayida aragtirma yapilmig
ve konu tam olarak agiklanamamugtir.

Bu nedenle bu arastirmada; deneysel olarak olusturulan kronik alkol ve sigara rat
modelinde, bobrek dokusu MDA, MPO, NO, GSH, XOR diizeyleri analiz edilerek,
alkol ve sigaranin bobrek dokusunda meydana getirecegi oksidatif hasarin biyokimyasal

olarak ortaya konulmasi ve histopatolojik verilerle de desteklenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Bibregin Yapi ve Fonksiyonlar:

Bir hiicrenin yasamsal fonksiyonunu siirdiirebilmesi, yalnizca alinan besinlerin
metabolize edilmesi veya metabolik atiklarin temizlenmesiyle degil, aym1 zamanda
hiicre dis1 s1vida fiziksel ve kimyasal sartlarin devamliliginin saglanmasina da baglidir.
Bu sartlarin olusmasina yardimci en 6nemli maddeler arasinda su, sodyum, potasyum,
kalsiyum ve fosfat yer alir. Bu maddelerin herhangi birinin kayb:1 veya ortamda
birikimi, digerlerinin organizmadaki durumunu etkileyebilir. Bobrekler, hiicre disi
stvida bu maddelerin miktarinin ve konsantrasyonunun diizenlenmesinden sorumlu olan
baglica organlardir. Bobrekler viicut sivisinu, elektrolit dengesini korur ve metabolik
atiklart canlidan uzaklagtirir. Viicudun sivi kompozisyonunun stirdiiriilmesi, fizyolojik
iglevleri etkileyen hormonlarin {iretimi, kan basincinin diizenlenmesi (renin sentezi ve
salgilanmas: yoluyla), alyuvarlarin tiretimi (eritropoietin sentezi ve salinimi yoluyla) ve
kalsiyum metabolizmasinin diizenlenmesi de bobregin diger gorevleri arasindadir.
Bobrekler kanin ultrafiltrasyonu ile idrar iretirler. Idrar; iire, {irik asit, kreatinin ve
cesitli maddelerin yikim {iriinleri gibi atik tiriinlere ilaveten, su ve elektrolitleri de igerir.
Idrar son haline gelinceye kadar secici geri emilim mekanizmalar1 ve 6zel salgilama
mekanizmalar1 ile sekillendirilir. Organizmada bobreklerin bu kadar 6nemli islevleri
olmasi nedeniyle, bobrek fonksiyonlarindaki herhangi bir bozulma, beraberinde canliy1
6liime gotiirebilen sonuglar1 dogurabilmektedir [10].

Bobrekler; karin boglugunun arka tarafinda retroperitonal dokuda, spinal
kolonun her iki yaminda bulunan, erigkin insanda 120-160 gr aguliginda, 10 cm
uzunlugunda, 6,5 cm genigliginde ve 3 cm kalinlifinda olan kirmizimtirak renkte
organlardir. Organin agirlik ve hacmi, fonksiyonel yiiklenme durumuna gére oldukga
degiskenlik gosterir [11].

Viicutta i¢ ortamun degismez tutulmasi akciger ve bobrekler tarafindan
saglanmaktadir. Bobrekler bu gorevi filtrasyon (siizme), rezorpsiyon (geri emme) ve
sekresyon (bosaltma) islevleriyle gerceklestirmektedirler. Filtrasyon; kan plazmasi
suyunun bir kisminin, i¢inde erimis maddeleriyle birlikte siiziilme yoluyla ¢ikarma
islemidir. Rezorpsiyon ise siizme ile kandan ayrilan, fakat i¢ dengenin saglanmasinda
lizumlu olan maddelerin geri emilimidir. Sekresyon; viicut igin yararsiz veya zararli
olan artik ve yabanci maddelerin kandan alinip tiibiil sivisina verilmesidir. Bobregin

histolojik yapist incelendiginde, dis yiizii capsula renalis adi verilen bir zarla ortiilil
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olup, korteks ve medulladan olusan iki bélgeye ayrilmaktadir. Bobrek dokusu
piramidlerden olugmustur ve piramidlerin sivri uglari bobrek boslugu da denilen hilus
renalis’e bakmaktadir. Kanin siiziilmesi i¢in bobreklere kani getiren artere bébrek arteri
ad1 verilir. Bobrek arteri, bbrekte 7 ile 9 pargaya ayrilir ve bunlara interlobular arterler
ad1 verilir. Bu arterlerde ikiye ayrilir, iki ug kars1 karsiya gelir ve arklar yapar (arkuat
arter) (Sekil 2.1.).
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Bobrek Arteri

Bibrek Veni Medulla
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Sekil 2.1. B6bregin histolojik goriintimii [12].

Interlobular arterden ayrlan kisa kan damarlan glomerulus’a girer.
Glomerulus’tan bahsetmeden 6nce, bobregin is géren linitesi olan nefron’u izah etmek
faydali olacaktir. Nefron; glomerulus ve bowman kapsiilii, bunu izleyen proksimal
tiibiil, henle kulpu, distal tiibiil ve idrar toplama kanallarindan olugmustur. Insanda
nefron’un uzunlugu 5 santimetre kadardir ve tahminen insan bobreginde 1 milyon kadar
nefron bulunmaktadir. Glomerulus; afferent arterin bobrekte bir¢ok kilcal damara
ayrilmasi ve kilcal damarlarin birleserek efferent arteri meydana getirmesi ile olusan,
affarent ve efferent arter arasinda kalan kilcal kan damar1 yumagidir. Glomerulus’lar
viicudun stizgegleridirler, kan damarlar1 ve bol miktarda por (gézenek) tasirlar ve
sistemik kilcal damarlardan 100 kat daha gegirgendirler. Glomerular siiziinti kimyasal

yapist bakimindan kan plazmasina benzerdir ve protein ve proteine bagli maddeleri
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Interlobular arterden ayrilan kisa kan damarlart glomerulus’a girer.
Glomerulus’tan bahsetmeden 6nce, bobregin ig goren linitesi olan nefron’u izah etmek
faydali olacaktir. Nefron; glomerulus ve bowman kapsiilii, bunu izleyen proksimal
tiibiil, henle kulpu, distal tiibiil ve idrar toplama kanallarindan olusmustur. Insanda
nefron’un uzunlugu 5 santimetre kadardir ve tahminen insan bébreginde 1 milyon kadar
nefron bulunmaktadir. Glomerulus; afferent arterin bébrekte birgok kilcal damara
ayrilmasi ve kilcal damarlarin birleserek efferent arteri meydana getirmesi ile olusan,
affarent ve efferent arter arasinda kalan kilcal kan damar:t yumagidir. Glomerulus’lar
viicudun siizgecleridirler, kan damarlar1 ve bol miktarda por (gozenek) tasirlar ve
sistemik kilcal damarlardan 100 kat daha gegirgendirler. Glomerular siizlinti kimyasal

yapisi bakimindan kan plazmasina benzerdir ve protein ve proteine bagli maddeleri



tasimaz. Bobrek tarafindan viicut i¢in liizumlu olan maddeler tekrar kana emilir. Bébrek
tiibiillerinden proksimal tiibiil, glukozun, elektrolitlerin ve suyun geri emilimini yapar,
yani tiiblil sivisindan bu maddeleri geri kana aktarir. Henle kulpu, idrarin konsantre
edilmesinden sorumludur. Distal tiibiil ise, su geri emilimi, sodyum geri emilimi, klor
geri emilimi, idrarin asitlestirilmesi ve bikarbonat geri emiliminden sorumludur (Sekil

2.2.) [13].

Distal tibul

Proksimal tibiil

Glomerulus
- Bowman

kapsilt

Toplama tubilo

Henle kulpu

Sekil 2.2. Bébrekte nefronun yapisi [14].

Organizmada ¢ok 6nemli iglevlere sahip olan bobrekler, gesitli dig ve i¢ etkiler
ile hasarlanabilmektedirler. Husain ve ark. [4], b6breklerin etanol ve nikotin kaynakli
metabolitlerden etkilenebildigini bildirmislerdir. Alkol ve sigara, serbest radikaller adi
verilen asirt reaktif molekiller olusturarak bobrek dokusunda radikal kaynakli
hasarlanmalar meydana getirebilmektedir. Konunun daha iyi anlagilabilmesi igin
Oncelikle kisa olarak radikaller, olusum mekanizmalar1 ve bu radikallere kars1 savunma

sistemleri hakkinda bilgi vermek faydali olacaktir. Ciinkii radikal bilesikler, sigara ve



alkol gibi dis kaynakl: etkilere bagli olarak asir1 miktarda iiretilmekte ve dokulara zarar

verebilmektedirler.
2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan Sistem

Serbest radikaller; hiicre metabolizmasinda biyokimyasal redoks tepkimeleri ile
ortaya ¢ikan, dis yoriingelerinde ¢ok az bir siire i¢in bile olsa bir giftlenmemis elektron
bulunduran atom ya da molekiillerdir. Bu tek elektron, ¢iftlenmek egiliminde
oldugundan, serbest radikaller agir1 derecede reaktiftirler ve bu nedenle diger molekiiller
ile hizla reaksiyona girebilirler [15]. Bu radikaller hiicre iginde, aerobik metabolizma
sirasinda siirekli olusurlar ve belli patolojik durumlarda tiretimleri artar. Serbest oksijen
radikalleri; siiperoksit anyonu (O,"), hidroksil radikali (OH"), singlet (tekil) oksijen
(102) ve hidrojen peroksit (H,0,)’dir. H;O, ve 102 tanimlamada bir serbest radikal
olarak sayilmazlar, fakat serbest radikal 6zelligi gosterirler. Biyolojik agidan diger
onemli serbest radikaller veya onlarin esitleri ise, lipid hidroperoksit (ROOH), lipid
peroksi radikal (ROO), lipid alkoksi radikal (RO"), nitrik oksit (NO") gibi radikal
tiirleridir [16,17].

Serbest radikaller, canlilarda i¢ ve dis kaynakli olarak tiretilebilirler. I¢ kaynak
olarak, mitokondrial elektron tasima sistemi, oksidan enzimler (XO, monoamin oksidaz
vb.), fagositik hiicreler (n6trofil, eozinofil vb.), otooksidasyon reaksiyonlari, yaglanma
gibi kaynaklar ile ortaya ¢ikarlar [15,18,19].

laglar, sigara, alkol, uyusturucular, ksenobiyotikler, kirli hava, nitrojen dioksit,
benzen, kikiirt dioksit, karbon monoksit gibi maddeler Gnemli dig radikal
kaynaklaridirlar. Serbest radikaller, asir1 reaktiviteleri nedeniyle canlilarda bulunan her
cesit biyomolekiile hasar verebilirler. Serbest radikallerin hasar verdigi biyomolekiiller
arasinda niikleik asitler, lipidler, proteinler, serbest amino asitler, lipoproteinler,
karbohidratlar ve bunlardan tiireyen kompleks molekdller sayilabilir (Sekil 2.3.) [20-
22].
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Sekil 2.3. Serbest radikal kaynakli hasar ve olugan {irlinler [23].

I¢ veya dis kaynaklarn etkisiyle agir1 miktarda tiretilen bu radikaller, Cizelge

2.1.’de 6zetlenen hasarlara neden olabilirler.



Cizelge 2.1. Serbest Radikallerin Hiicredeki Zararl1 Etkileri

- Proteinlere zarar verirler,

- Enzimleri inaktive ederler,

- Membran ve serum lipidlerinde peroksidasyon yaparlar,

- DNA’da hasar yaparlar,

- Mitokondride aerobik solunumu bozarlar,

- Litik enzimleri aktive ederler,

- Hiicre yiizeyindeki reseptérlerde degisiklikler yaparlar,

- Hiicrenin K kaybint artirirlar,

- Na-K-ATPaz, Ca-ATPaz gibi hiicre iyon tasima proteinlerini tahrip ederler,
- Bag dokusunda harabiyet olustururlar,

- Trombosit birikimini arttirirlar,

- Dokularda fagosit artigina sebep olurlar,

- Karbohidratlara etki ederler,

-Hiicre disi kollajen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve transmitterleri
yikarlar,

- Kilcal damarlarin gegirgenligini bozarlar,

- Hiicre dis1 yapilar etkilerler.

Normal fizyolojik sartlarda oksijenin %2-5’i reaktif oksijen tiirleri’ne (ROT)
doniigmekte ve antioksidan sistem ile ortadan kaldirilmaktadir. ROT, eger antioksidan
savunma sistemleri ile ortadan kaldirilmazsa, lipid peroksidasyonuyla hiicresel hasara
neden olabilmektedir. O,”, H,0,, OH' gibi ROT’lar, insan hastaliklarinin bir ¢ogunun
patogenezinde isin igine karigmaktadir. Bununla birlikte fizyolojik sartlarda olusan
ROT, antioksidan savunma sistemi ile ortadan kaldirilmaktadir. Antioksidan savunma
sistemi; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimleri ve glutatyon (GSH), vitamin A, C
ve E gibi enzim olmayan antioksidanlar1 igine almaktadir. O," radikalleri SOD ile
H,0;’ye, olusan bu H,0, ise, GSH-Px ve CAT ile su ve oksijene doniistiiriilerek
detoksifiye edilmektedir (Sekil 2.4.) [24].

Dokularda antioksidan sistemlerce kaldirilamayacak kadar agir1 serbest radikal
liretiminin oldugu her patolojik durumda, oksidatif stres meydana gelir [17].

Dis faktorlerin etkisiyle olusan ROT, hiicrenin oksidan/antioksidan dengesini
daha da bozar. Etanol ve nikotin, ROT olusturan ¢ok 6nemli dig kaynaklardir. Serbest
radikaller veya ROT, etanol ve sigara kaynakli oksidatif hiicre hasarinda ise
karigmaktadir [4].
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Sekil 2.4. Hiicrede oksidatif ve antioksidan sistemin basit bir semas:.
Siiperoksit (O,") baslica, solunum zincirinden elektron kagaklarindan dolay: sitozolde
flavin iceren enzimler ile, mitokondride ise hiicre i¢i olarak anlamli miktarda
tiretilmektedir. Stiperoksit, ya siiperoksit dismutaz (SOD) ile ya da kendiliginden,
hidrojen peroksit (H,0,) olusturur. Hidrojen peroksit, degisik enzimler ile (GSH-Px=
Glutatyon peroksidaz, CAT=Katalaz) su ve dioksijene enzimatik olarak metabolize
olabilir veya transisyon metal iyonlariyla, bir kimyasal reaksiyonla (Haber-Weiss
reaksiyonu) ¢ok asir1 reaktif olan hidroksil radikaline (OH') doniisebilir. OH' radikali de,
lipid peroksidasyonuna, DNA’da veya proteinlerde hasara neden olur [25].

2.3. Bibrekte Serbest Radikal Olusturabilecek Muhtemel Mekanizmalar

Deneysel modellerle yapilan ¢alismalarda iskemik, toksik ve immiinolojik olarak
olusan bobrek hasarinin patogenezinde birinci neden olarak ROT gosterilmigtir. Bobrek
dokusunda gesitli etkenler ile oksidatif stresin olusmasi, ciddi bébrek bozukluklarina yol
acmaktadir. Ornegin, tedavi amaciyla igilen bazi ilaglar (gentamisin, sisplatin ve
siklosporin A) ROT olusumunu artirarak, bobrek dokusunda hasarlanmalar meydana
getirebilmektedir [26-29]. Ayrica giinlimiiziin temel problemlerinden olan sigara ve
alkol, organizmada ROT olusturan dis kaynaklarm basinda gelmektedir. Ileride de
deginecegimiz gibi sigara ve alkol hem ayr1 ayr1 hem de birlikte kullanimlariyla viicutta
olduk¢a fazla miktarda radikal olusumuna neden olabilmektedirler. Burada, bdbrek
dokusunda olugan radikallerin hangi mekanizmalardan kaynaklandigina deginilecektir.

ROT’un agir1 tiretimi antioksidan kapasitede bir azalmayr da beraberinde
getirerek toksisiteye neden olmaktadir. Bu durum; sigara ve alkol kullanimda,
hipoksi/tekrar oksijenlenme (iskemi/reperfiizyon) indiiklii bobrek hasarinda, immiin-
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aracitli glomerular hasarda veya bagka etkenlerle meydana gelebilecek bobrek
hasarlanmalarinda, in vivo ve in vitro olarak g6sterilmistir [30,31].

Dokularda ROT olusumu; neden olduklar1 lipid peroksidasyonuna, dokudaki
XDH/XO déniisiim oramina, dokunun GSH igerigine, NO diizeyine ve MPO gibi
enzimlerin aktivitelerine etkileri ile belirlenebilmektedir. Normal sartlar altinda,
proksimal tiibiil hiicreleri Oy”, H,O,, OH radikali tiretebilmektedir. Iskemi/reperfiizyon
durumunda veya herhangi bir i¢ veya dis etki ile bu {Uretimin artmasi,
oksidan/antioksidan dengenin bozulmasiyla sonuglanmaktadir. Iskemi ile olusan akut
bobrek bozuklugu; bébrek kasilimi, agir1 tiibiiler hasar, tiibiiler nekrozis, glomerular
stizmede bozulma ve glomerular hasari kapsayan kompleks bir olay olarak kargimiza
¢ikmaktadir.

O, radikali, hipertansiyon olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Arterial
kan basmcindaki akut bir yiikselme, arterlerde O, radikali iiretimini olduk¢a artirmakta
ve artan O;" radikali ise endotel fonksiyonunu bozabilmektedir. Angiotensin-II indiiklii
hipertansiyonda, patolojik sartlar altinda oksijen tiiketimi i¢in birincil kaynaklardan olan
NADH/NADPH oksidaz sistemi arter duvarlarinda aktive olmakta ve O, radikali
iiretmektedir. Artan O, radikali iiretimi, vaskiiler duvarlarin seklini degistirerek
hipertansiyonla sonuglanan periferal direngte bir artisa neden olabilmektedir. Renal
korteksteki NADH oksidaz aktivitesi dig medullaya benzerken, b6brek papillasindan
daha yiiksektir. O," radikali iretiminin diger onemli bir kaynagi olan mitokondri
solunum zinciri enzimleri, bSbregin 3 bolgesi arasinda en gok dig medullada aktiftir.
Fizyolojik sartlar altinda bobrekteki O, radikali baslica NADH oksidaz ve
mitokondrial enzim sistemi ile iiretilmektedir. O," radikali, NO ile birleserek, NO’nun
neden oldugu gevsemede bir azalmaya neden olmakta ve bunun sonucunda damar
kasilmas1 meydana gelmektedir. Ayni zamanda bu radikal, dogrudan vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu artirarak da kasilmaya neden
olabilmektedir [32].

Anoksiyay1 igeren bobrek iskemi/reperfiizyon hasarinda, reperfiizyon boyunca
serbest oksijen radikallerinin salinimi, nétrofil birikimini meydana getirebilmektedir.
Iskemi/reperfiizyon sirasinda olusan serbest oksijen radikalleri, hiicresel hasarin
patogenezinde rol oynayan en 6nemli fakt6rdir (Sekil 2.5.).

Rhoden ve arkadaslarimin [33], ratlarda deneysel bdbrek iskemi/reperflizyonu
olusturarak yaptiklar1 aragtirmada, bébrek MDA diizeyinin, iskemi/reperfiizyon
grubunda arttifii tespit etmislerdir. Yine bu aragtirmada L-arjinin uygulanan
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iskemi/reperfiizyon gruplarinda, MDA diizeyinde olduk¢a bir artma meydana geldigini,
bu durumun ise ONOO" {iretimindeki artistan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Yapilan diger ¢alismalarda; bobrek iskemisinde ATP oraminda azalma ve
adenozin, inozin ve hipoksantin gibi ATP yikilim uriinlerinde artmanin, XO’yu aktive
ederek O,” radikal olusumunu artirabilecegi ve buna bagli olarak ONOO™ kaynakli
bobrek doku hasarlanmalar1 meydana gelebilecegi bildirilmigtir [33,34].

ATP XDH
, o
o o B
= )1:*;
X0

Hipoksantin + H,O ——— Ksantin + O,” + H,0;

G

Reperfiizyon

Mikrovaskiiler ve tiibiiler hasar

0O,

Aktif polimorfuniikleer 16kosit

Sekil 2.5. Bobrekte ROT un muhtemel olusum mekanizmalari.

Agustin ve ark. [35], yaptiklar: bir iskemi/reperfiizyon arastirmasinda, iskemik
rat bobreklerinin lipid peroksidasyonunun arttigini bildirmiglerdir. Arastirmacilar bu
durumun iskemi boyunca XDH’nin, XO’ya doniisiimiiyle birlikte tiretilen ROT’tan
kaynaklanabilecegini rapor etmiglerdir.

Hiicre hasari; adenin metabolitlerinin akigi ve ATP seviyesindeki azalma ile
karakterizedir ve daha sonra hiicre ayrilmasi ve hiicre pargalanmasi meydana gelir.
Iskemi sonrasi bobrek hasarinda, ROT’un etkilerini gosterebilmek igin
oksidan/antioksidan sistemler iizerinde cesitli ¢aligmalar yapilmistir. Ornegin iskemi
Oncesi ve reperfiizyon sirasinda ortama SOD ilavesinin yapilmasi, bébrek fonksiyon

bozukluklarimi (glomerular stizme oraninin azalmasi) ve histopatolojik (hiicresel nekroz
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ve tiibiil tikanmasi) bobrek hasarlarini 6nlemektedir. Bu sonuglar, bébrek patogenezinde
O,” radikalinin roliinii ortaya koymaktadir. Bébrek hasarinin mekanizmasi, ortamda
asir1 O,” radikalinin birikimi, SOD aktivitesinde bir azalma ve XO aktivitesinde bir
artma ile agiklanmaktadir. Bobrekte XDH’nin, XO’ya déniigmesi i¢in yaklagik olarak
30 dakikalik bir iskemi yeterli olmaktadir. Bobrek iskemisi boyunca O," radikalinin en
onemli kaynaginin XO oldugu gériilmektedir [36].

Polimorfniikleer 16kositler, iskemik bdbrekte O, radikallerinin diger bir
kaynagidir. Polimorfniikleer 16kositler ve glomeriiler mezensial hiicre kaynakl: serbest
oksijen radikalleri, glomeriiler zedelenmede rol oynamaktadirlar [37]. Renal arterlerde
ROT’un olusumu, glomerulus’larda bozulmalara, endotel ve mesangial hiicrelerde
hasarlanmalara, glomerular slizmede azalmaya ve proteinlere karst glomerular
gegirgenligin ~ degisimine  neden  olur.  Polimorfniikleer  l6kositler  ve
monositler/makrofajlar, glomerulus’ta ROT’un gliglii birer kaynaklaridirlar. Tibiil
epitel hiicrelerini de igine alan birgok hiicre, oksidatif hasara kars1 oldukg¢a duyarlidirlar.
ROT kaynakl: lipid peroksidasyonu, lipid tabakalarinin yapisal biitlinligiinti bozar ve bu
nedenle artan membran gegirgenligi, bozulan iyon taginmasi, mitokondride oksidatif
fosforilasyonun bozulmasina ve hidrolitik enzimlere kargi lizozomal gegirgenlikte
artmaya neden olur. Ayrica ROT, DNA hasarlanmalarina yol agmakta ve stilfhidril
gruplarimi etkileyerek, kritik bazi hiicresel enzimleri ve tagima proteinlerini inhibe
etmekte, glomerular bazal membranin bariyer fonksiyonlarimi bozmaktadir (Sekil 2.6.)
[36].

2.4. Alkoliin Genel Etkileri

Alkol; cesitli meyveler, tahillar ve sebzelerin ig¢inde bulunan sekerlerin maya
mantarlart tarafindan fermente edilmesiyle elde edilmektedir. Dogada bulunan en
onemli alkoller arasinda metil alkol (diger adiyla metanol) ve etil alkol (veya etanol) ilk
siralarda yer almaktadir. Etanoliin alkollii igecekler seklinde fazla miktarda tiiketilmesi
insan saglig1 agisindan etanolii diger alkol tiirlerinden ayirmaktadir.

Alkol ttketimi, diinyanin bir¢ok iilkesinde en Snemli toplumsal sorunlardan
birini olusturmaktadir. Alkol bagimlilig1 birgok doku hasar1 ve ikincil bozukluklar ile
birliktedir. Alkoliin kendisi direkt toksik 6zelliklere sahiptir, ayrica énemli metabolik
fonksiyonlart degistirme ve koruyucu mekanizmalar1 baskilamasiyla birgok hiicresel
yollar1 da etkiler. Kronik alkol alimi, membran akigkanlig1, sinyal gegisi, sitokrom P450

indiiksiyonu, asetaldehit metabolizmasi, eikosanoid metabolizmasi, sitoskeletal
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fonksiyonu, enerji metabolizmasi, oksijen tiiketimi, mikro dolagim, immiin hasar ve gen
ifadesini etkileyebilmektedir. Baglica karacigerde bulunan ve detoksifikasyon
mekanizmasinda ige karisan sitokrom P450’nin bdbrek gibi birgok karaciger dist
dokuda da bulundugu ve kronik etanol tiiketimiyle bobrek sitokrom P450 aktivitesinin
olduk¢a artmis oldugu bildirilmistir [38,39]. Sitokrom P450 aktivitesindeki artis

beraberinde oksidatif stresi de getirebilmektedir.

Patolojik sartlar
(Iskemi/reperfiizyon, hipoksi, i¢
ve dis etkiler [alkol, sigara ...vs])

y

X0 —» | €—— Heme proteinler
Notrofil aktivasyonu —% | €——  — Mitokondrial ETS
¢ <4— Otooksidatif islemler

NOS 0 &P H,0,
NO
Fe** e—*—% Fe**
ONOO” —» OH

7

Protein oksidasyonu DNA hasar1  Lipid peroksidasyonu

N v

Bobrek hasari

Sekil 2.6. Bobrekte hasar meydana getirebilecek biyokimyasal yollar.

Alkol bagimlilarinda, tim dokular igine alan bir oksidatif stres meydana
gelmektedir. Alkol bagimliligi, beslenme statiistindeki bozulmayla (vitaminler, eser
elementler), E vitamini seviyesinde azalma ve antioksidan kapasitede bir indirgenme ile
birliktedir. Serbest radikal iiretimindeki artistan ve/veya antioksidan savunmadaki

azalmadan kaynaklanan oksidatif stres yalmizca karacigerle sinirli degildir, ayrica
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bobrek, merkezi sinir sistemi, kalp ve testisler gibi karaciger disi dokularda da meydana
gelir. Etanol metabolizmas: boyunca olusan serbest radikal fiiriinleri, alkoliklerdeki
oksidatif hasarin nedeni olmakta ve bu durum alkol kaynakli bobrek, beyin hasarinda,
karaciger toksisitesinde ve tiimdr olugumunda ise karismaktadir. Etanole kronik olarak
maruz kalma, oksidatif strese hiicresel uyumu baskilayabilmekte ve oksidatif hasar
artirabilmektedir [40]. Serbest radikal tiirleri, alkol kullanimina bagli olarak karaciger
patolojilerinin olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir [41].

Viicuda alman toksik maddelerin metabolizmasi biiylik ¢ogunlukla karacigerde
gergeklesir. Alkol bu toksik maddeler arasindadir ve kolayca elimine edilmek igin basit
son tiriine yikilir. Alkol metabolizmasi boyunca olusan yan iiriinler, alkoliin kendisinden
¢ok daha toksik olabilirler ve alkolik karaciger hastaliklarimin gelisiminden sorumlu
tutulabilirler.

Wright ve ark. [42], organizmada asir1 alkol tiiketiminin, alkoliin metaboliti olan
asetaldehit tiretimini artirdifini ve bdylece olusan asetaldehitinde XOR tarafindan bir
substrat olarak kullanilarak ROT olusturulabilecegini, ayrica bu mekanizma ile olusan
ROT’un karsinojenik mutasyonlari indiikleyebilecegini bildirmislerdir.

Alkoliin oksidasyonu gibi bazi1 metabolik islemler oksidatif strese neden olabilen
giiclii oksidanlar iretebilirler. Ug enzimatik yol etanol oksidasyonundan sorumludur;
alkol dehidrogenaz (ADH), katalaz ve mikrozomal oksitleyici sistem. Alkol, bobrek,
mide, ince bagirsak ve beyini de igine alan gesitli organlarda da metabolize olabilir.
Bununla birlikte alkol metabolizmasinin ¢ogu karacierde gergeklesir. Alkoliin
metabolize olmasi, ADH enzimi ile oksitlenmeyle baslar. Bu enzim her bir alkol
molekiiliinden iki hidrojen atomu ¢ikarir ve alkolii asetaldehite doniigtiirlir [43,44].
Etanoltin ilk metaboliti olan asetaldehit, proteinlere kovalent baglanarak, proteinlerin
biyolojik aktive ve fonksiyonlarint bozar ve hasara neden olabilir. Asetaldehit
olusumundaki bir artma, enzim inaktivasyonuna, tamir mekanizmalarinda azalmaya,
GSH eksikligine, serbest radikal kaynakli toksisiteye ve lipid peroksidasyonuna neden
olur. Bu degisimler etanolden ziyade, asetaldehitin toksisitesiyle iliskili gériilmektedir
[41,44]. Aldehit dehidrogenaz ise asetaldehiti, asetata ¢evirerek detoksifiye eder. Bu

reaksiyon agagida verilmistir.



Alkol dehidrogenaz Aldehit dehidrogenaz

Etanol / \ » Asetaldehit / \ » Asetat

NADH NADH

Alkol metabolizmasinda ikinci bir yol, sitokrom P450 olarak bilinen detoksifiye
edici enzimlerin bir grubunu kapsayan enzim sistemidir (mikrozomal etanol oksitleyici
sistem). Bu enzimler ADH’la karsilagtirildiginda, alkol metabolizmasindaki rolleri gok
kticiikttir, fakat uzun stireli alkol kullanimi bu sistemi olduk¢a aktif hale
gecirebilmektedir. Alkol ile sitiimiile edilebilen P450 komponentine, CYP2E1 ismi
verilmektedir. ADH gibi CYP2E1’de alkol oksidasyonunun sonunda asetaldehit
olusturmaktadir. Bu reaksiyonda hidrojen alicisi, NAD’ye benzer bir koenzimdir. Uzun
stireli alkol kullanimi, sitokromlardan kaynaklanan ROT olusumunu artirir ve hiicre
membranlarinda lipid peroksidasyonuyla hasarlanmaya yol agabilir. CYP2E!1’in
indiiklenmesinin bir sonucu olarak O, radikal olusumu ve hidroksietil serbest radikal
olusumunda da bir artig goriiliir [43,45].

Alkoliin organizmaya olan birgok etkisi vardir. Alkol alimi beraberinde iki tip
asidozu ortaya ¢ikarabilir; laktik asidoz ve ketoasidoz. Asetaldehit birikimi, NADH
oksidasyonunu inhibe eder. Bu durum alkolik ketoasidoz’u ortaya cikarir. Artan
kortizol, biiylime hormonu ve diisiik insiilin seviyesi alkolik ketoasidoz’u tanimlayan
parametrelerdir. Kortizol, lipolizisi ve serbest yag asit seviyesini artirir ve serbest yag
asitlerinin ketonlara déniisiimiinii hizlandirir. Insiilin, ketogenez’i onleyen belli bash
hormondur ve alkolik ketoasidoz’da diigiiktiir [46].

Kronik etanol tiiketimi, spesifik bir iskelet kasi miyopatisine neden olur. Kas
miyopatisi; kas dayanikligi ve kas Kkitlesinin (iiriner kreatinin olusumu ile
belirlenmektedir) her ikisinde de meydana gelen bir azalma ile karakterizedir.
Alkoliklerin kas kiitlelerinin %30’undan fazlasim kaybettikleri bildirilmistir [47].

Preedy ve ark. [48], alt1 hafta boyunca alkol diyeti verilerek beslenen ratlarmn
viicut agirliklarinin ve kas kitlelerinin azaldigim tespit etmiglerdir.

Kronik alkol tiiketimi, biitiin yaglarda kemik gelisimi ve onarmm {izerinde
oldukga zararl etkilere sahiptir. Alkol, genglerde kemik ucu bélgesinde azalmaya neden
olarak kemik biiyiimesini baskilmaktadir. Insan ve hayvan galismalar1 alkoliin dogrudan

kemik yapict hiicrelerin aktivitesini inhibe ettigini gdstermistir [49].
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Alkol tiiketimi, viicudun infeksiyonlara ve toksinlerin birgoguna kars
hassasiyetini artirarak savunma mekanizmalarinda degisiklikler yapmaktadir [50].

Etanol, c¢esitli kimyasallarin kanserojen, mutajen ve hepatoksik etkisini
artirmaktadir. Alkolikler, kursunun toksik etkisine ¢ok daha fazla duyarhidirlar. Alkol
ayn1 zamanda viicutta kursun absorbsiyonunu artirmaktadir.

Flora ve ark. [51], etanol ile birlikte ratlara oral yoldan kursun uygulamasi
yaptiklarinda, etanol ve kursuna maruz birakilan grupta, kursunun sistemik
toksisitesinin, norolojik ve hepatoksik etkilerinin olduk¢a artmis oldugunu tespit
etmiglerdir.

Etanoliin, kronik ve agir1 tiiketimi viicudun degisik dokularmda toksik etkiler
meydana getirir. Uzun siireli alkol tiiketenlerde, doku veya organlarda hasarlanmalara
bagh fonksiyon bozukluklari ortaya ¢ikmaktadir. Alkol alimi, alkolik hepatoksisiteye
bagli olarak serum transaminazlarmin seviyelerini yiikseltmektedir [52]. Alkolikler
genelde karaciger hasarina maruz kalirlar ve ksenobiotiklerin zit etkilerine duyarlidirlar.
Bu duyarlilik kismen alkolin uzun stireli tiiketimi sonucu hepatik mikrozomal
enzimlerin aktivitesindeki artigtan kaynaklanir [53].

Kronik alkolik annelerden dogan ¢ocuklarin yaklasik %40’inda alkol
embriyopati goriilmektedir. Bu sendrom, biiyiime ve zeka geriligi, kraniofasiyal
dismorfizim ve diger malformasyonlar ile karakterizedir. Memeli embriyolarinda,
alkoliin direkt teratojenik etkisinin varligi bilinmektedir [54]. Hamilelerde asir1 alkol
kullaniminin, yavrunun immiin fonksiyonlarinda bozulmaya yol acabilecegi
bildirilmigtir [55].

Kronik alkol kullananlarda, intraserebral ve subarahnoid hemorajik felg riski
artmaktadir. Alkol kullanimimin artmasi, yiiksek kan basincimi da beraberinde
getirmektedir. Alkol tiiketenlerde safra tag1 olugsumu normal kisilere gore %10 ile %50
oraninda artmaktadir [3]. Kronik alkol tiiketimi kardiomiyopati, sistemik hipertansiyon,
kardiak aritmiler ve hemorajik ve iskemik felcide igine alan birgok kardivaskiiler
hastaliklarin patogenezinde ise karigir [56]. Kronik alkolizm kalpte, kardiak
miyofibrillerin mimarisini bozmakta ve kasimayla ilgili diger birimleri de
etkilemektedir [57]. Alkol, beyni de i¢ine alan biitiin sinir sistemi i¢in toksiktir. Bunun
sonucunda alkolikler ve kronik agir igiciler zihinsel fonksiyon anormalliklerine ve
davranis bozukluklarma maruz kalabilirler. Alkoliin sinir sistemi {izerindeki toksik
etkisi, dogrudan olabilir veya diger organlarda hasarlanmalar meydana getirerek dolayl:

olabilir. Baz1 alkoliklerde, beyinde yara ve kiiglilmenin meydana geldigi tespit
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edilmigtir. Ayrica alkol 1s1 diizenlenmesi, uyku ve koordinasyon gibi sinirsel iglevleri
negatif yonde etkilemektedir [58].

Alkol kaynakli hormonal bozukluklar, kardiovaskiiler anormallikler, erkek ve
disilerde treme fonksiyonunun baskilanmasiyla sonuglanabilir. Erkeklerde {ireme
sistemi; hipotalamus, 6n hipofiz bezi ve testislerden meydana gelmektedir. Alkol, bu
bilesenlerin herbirinin fonksiyonunu olumsuz yonde etkilemektedir [59]. Kronik alkolik
rat modellerinde alkol, ratlarmn tireme sistemlerinde oldukga ciddi hasarlanmalar ortaya
¢ikarmaktadir [60]. Bu hasarlar sonucu, impotans (cinsel agidan giligsiizliik), kisirlik ve
ikincil sekstiel 6zelliklerde azalma ortaya ¢ikmaktadir. Alkol kortizol, testesteron,
biiylime hormonu ve prolaktinin sentez ve salimminda da bozulmalara yol agabilir.
Ratlara uygulanan akut alkol, doza bagli olarak ACTH ve kortikosteron sentezini
artirmaktadir. Alkol alanlarda diigiik serum testesteron seviyesi gozlenmistir. Alkol,
testislerde testesteron iireten leydig hiicrelerini direkt olarak etkiler. Alkol ayni
zamanda, spermin olgunlagmasinda énemli bir rol oynamakta olan ve testislerde
bulunan sertoli hiicrelerinin fonksiyonunu da bozmaktadir. Asir1 alkol kullanimi,
kadinlarda diizensiz menstural siklus olugsumuna neden olmaktadir [61,62]. Ergenlik
sathasinda tiiketilen alkol, disilerin cinsel olgunlugunu geciktirmektedir [63]. Alkol
insanlarda, maymunlarda ve kiigiik rodentlerde liiteinize edici hormonun (LH)
salinimini bozarak tiremeyi baskilar [61,62].

Alkol kullanma aligkanli1, kanser vakalarini arttiran 6nemli risk faktdrlerinden
biridir [64]. Alkol aligkanlig1 mide kanseri olusumunda en 6nemli risk faktérlerinden
biri olarak kabul edilmektedir [65]. Alkoliin iist sindirim yollarinda (orofarenks ve
Ozefagus) kanser gelisimine yol agan gliclii bir risk faktorii oldugu, ayrica titketilen
alkollii igeceklerin tiirtine bagh olarak bu etkilerin degisiklikler gosterebilecegi ifade
edilmistir [66]. Yapilan aragtirmalar; fazla miktarlarda alkol kullammmimn, kolon ve
rektum kanseri geligiminde risk arttiric bir faktdr oldugunu géstermektedir [67]. Yine
alkol kullanimi, meme kanseri olusumunu artiran 6nemli risk faktorleri arasinda

sayilmaktadir [42].

2.5. Alkoliin Bébrekteki Etkileri

Asin miktarda serbest oksijen radikalinin olusmasi ve antioksidan sistemlerin
yetersiz kalmasiyla, bobrekteki patolojik durumlarin ortaya g¢ikabilecegi bildirilmistir
[68]. Alkol kullanimi, b6brekte tiibiiler ve glomerular hasara neden olmaktadir [68,69].
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Rat bobrek doku ADH aktivitesi, karacigerdeki ADH’a benzer bir yolla alkolii okside
eder. Burada da alkoliin oksidasyonu ile asetaldehit olusur.

Orellana ve ark. [44], 10 hafta boyunca alkol uyguladiklari ratlarin b6brek ADH
aktivitesinin arttifini tespit etmislerdir. Arastirmacilar, ADH ile bobrekte meydana
gelen etanol oksidasyonunun diger karaciger disi dokulara nazaran daha yiiksek
seviyede gerceklestigini ve bu durumun bdbrekte hasarlanmalara yol agabilecegini
bildirmiglerdir.

Krisztina ve ark. [41], etanol alimi sonrasi olugan asetaldehitin, XDH’nin serbest
stilfidril gruplariyla reaksiyona girerek XDH’yi, XO’ya ¢evirdigini ve olugan XO’nun
ise asetaldehiti bir substrat olarak kullamip O,” radikalleri meydana getirerek alkoliin
bobrekte hasar olusturabilecek bir bagka mekanizmasina dikkat cekmislerdir.

Alkoliin hiicre membranin fosfotidilinozitol igerigini yapisal bir degisime
ugratarak membranda bozulma yaptigi, bobrek hiicrelerinde kalsiyum metabolizmasin
degistirdigi, farkli organlarda hiicre i¢i enerji depolarmi azaltarak hiicrelerde geri
doniistimsiiz hasarlanmalara neden oldugu, membrana bagli enzim aktiviteleri (plazma
membraninda Na'/K'-ATPaz ve mitokondri i¢ membran enzimlerinde ATPaz) ve
karaciger, trombosit, pankreatik asini ve alveolar makrofaji igine alan birgok hiicrelerde
Ca** mobilizasyonu etkiledigi bildirilmistir [70]. Bu veriler alkoliin, bobrek
fonksiyonlarim ve yapisini direkt olarak etkiledigini gostermektedir. Alkol verilen
ratlarin bébreklerinde sisme ve bobrek fonksiyonlarinda azalma tespit edilmistir. Klinik
incelemeler, alkoliklerde bobrek genislemesinin (nefromegali) olustugunu ve bunun
sebebinin  ise, hiicresel genisleme ve hiicrelerin sayica gogalmasindan
kaynaklanabilecegini ortaya koymaktadir. Alkol ratlarda, dokular arast 6dem
olusturarak su igerigini artirmakta ve bdylece bobrek hacminde bir artis meydana
getirmektedir [10,46]. Alkol verilen kopeklerin bobreklerinde glomerulus hipertrofisi ve
sklerozisi olugmaktadir. Kronik alkol tiiketimiyle bobrek papilla yaralanmalar:
sekillenebilmektedir [10].

Ratlarda yapilan kronik alkol ¢aligmalarinda, alkoliin nefrotoksik etkileri
gosterilmigtir.  Izokalorik  yemlemeyle alkol verilen gruplarin  kontrolle
kargilastirilmalarinda; alkol grubunda, glomeriiler siizme hzimmn bozuldugu, renal
hipertrofi meydana geldigi ve bdbregin protein, yag ve su igeriinde bir artma oldugu
bulunmustur [54].



Etanol, antidiliretik hormonun salinimindaki bir azalmayla birlikte diiiresisin
meydana gelisini indiikler. Antidiliretik hormonun baskilanmasi, etanoliin kan
seviyesinde artlsi ile sonuglanmaktadir [54,70].

Bobreklerin en Snemli fonksiyonlarindan birisi sodyum, potasyum, klor gibi
iyonik partikiilleri iceren viicut sivisinin miktarin1 ve yapisini diizenlemektir. Alkoliin
idrar miktarini artirma yetenegi viicut sivi seviyesini degistirir ve elektrolit igeriginde
bozulmaya neden olur [10].

Alkol, hipofosfatemiye, hipomagnezemiye, hipokalsemiye, metabolik asidozis
ve solunumsal alkolozis gibi asit-baz bozukluklarina yol agabilir. Potasyumun serum
seviyesindeki azalma, alkoliklerde sik goriilen bir durumdur. Hipofosfatemiye alkolik
hastalarin %30-50’sinde rastlanmaktadir. Iskelet kasinin fosfat igerigi, bir ¢ok alkolikte
anormal sekilde dustiktiir. Alkol kullaniminin kalsiyum, magnezyum ve fosfatin idrarla
agir1 miktarda atilimim indiikleyebilecegi bildirilmigtir [46,54]. Magnezyum eksikligi
alkolizmin en sik rastlanilan komplikasyonlarindandir. Etanol, bobreklerden agsiri
miktarda magnezyumun atilimimi saglayarak hipomagnezemiye yol agar. Géniilliilerde,
etanol kullanimi sonrasi idrarla normalin %260 oranminda magnezyum atilimi
goriilmiistiir. Hipermagnesiiireyi indiikleyen etanol, hormonal degisimleri de
beraberinde getirmektedir. Etanol, hayvanlarda ve alkoliklerde kortizol seviyesini
artirnr. Kortikosteroid artig1, magnezyum atiliminda artigla seyretmektedir. Akut etanol
alimi sonras: idrarla kalsiyum atiliminda %90 artis olmaktadir. Alkoliin akut etkisi
sonucu bébrekte bir kalsiliresis meydana gelmektedir [10,46]. Yiiksek miktarda etanol
tiiketimi siklikla ¢inko, magnezyum ve mangan gibi eser elementlerin statiisiinde
azalma yapar. Sirozlu alkoliklerde, normal insanlara gore ¢inkonun idrarla atilimi iki kat
daha fazla olmaktadir. Yine sirozlu olmayan alkoliklerin yarisinda, idrarla g¢inko
atilminda artig tespit edilmigtir. Uzun siireli ¢inko eksikliginde ise biiylime geriligi
goriilmektedir [46,71].

Asin alkol tiiketimi, vitamin eksikliklerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Kronik
alkol kullamimi, siklikla B vitaminlerinin eksikligine yol agar. Etanol, tiamin
absorbsiyonunu ve metabolizmasim inhibe etmektedir. Alkol kullammu ile folatin agiz
yoluyla veya bagirsaklardan emilimi azalmaktadir ve bu durum hiicresel metabolizmay:
ve bobrek bosaltimini etkilemektedir [72]. Etanoliin diisiik dozlar1 bile, ratlarda idrarla
kolin atilmini artirmaktadir. Kolin; asetilkolin, lesitin ve sifingomiyelinden olusan
kompleks bir amindir. Kolin eksikligi ratlarda, siroz ve nefrosklerozis olusumuna yol

acmaktadir [46].
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Kronik alkol kullanimi, kronik karaciger hastalifi, pankreas iltihabi gibi
hastaliklardan bagimsiz olarak bdbrek tiibiiler anormalliklerine neden olmaktadir. Bu
anormalliklerin, proksimal tiibiiler hiicrelerin geri emme yeteneginin bozulmasindan

kaynaklanabilecegi bildirilmistir [44,73].

2.6. Sigaranin Genel Etkileri

Titlin bitkisi, Amerika’nin kesfinden sonra 16. yy baslarinda Avrupa’ya
gotiiriilerek orada ekilmeye baslandi. Ulkemize ise tiitiin 17. yy baslarinda gelmis ve
kisa stirede yaygin bir kullanim alani bulmustur. Diinyanin hemen her yerinde iiretimi
¢ok kolay olan tiitiin bitkisi birgok degisik sekilde kullamlabilmektedir. Tiitliniin degisik
kullanig big¢imleri arasinda enfiye, tiitiin ¢igneme, nargile, pipo, puro ve sigara
bulunmaktadir. Ancak, gliniimiizde tiitiinlin en yaygin tiiketim bi¢imi sigaradir.
Sigaranin insan sagligina kotii etkileri, yol agtif1 hastalik ve oliimler ile ilgili veriler
1950’lerin sonlarindan baglayarak saglik kurumlar: tarafindan ciddi sekilde takip edildi.
Giin gegtikce sigaranin zararlarina iligkin yeni bilgiler saglandi. Zamanla diinyanin belli
baslt saglik orgiitlerince 6rnegin, Diinya Saglik Orgiitii, Uluslararas1 Kanser Arastirma
Orgiitii gibi kuruluslar, sigaranin insanlar icin kanserojen bir madde oldugunu kabul
etmiglerdir [74].

Sigara kullanimi 20. yy sonuna kadar toplumda kabul edilebilir, normal bir
davramis olarak goriilmekteydi. Son zamanlarda ise, sigaranin saglifa ve ekonomiye
olan zararli etkilerinin goriilmesi halka agik birgok yerde, devlet dairelerinde
yasaklanmasina neden olmugtur. Sigara i¢imi, diinyada oliimiin ve sakat kalmanin
onlenebilir bir nedeni olarak tanimlanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin tahminlerine
gore diinyada 1,1 milyar insan sigara kullanmaktadir. Sigara, Avrupa’da her yil 500,000
ve Amerika’da ise 400,000 kisinin 6liimiinden sorumlu tutulmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin verileri bize 1996°da diinyada 3 milyon kisinin sigaradan dolay1 6lduigini
gostermektedir. Bu sayinin 2020°de 10 milyonu bulacagi tahmin edilmektedir [1].

Sigaranin tiim kanser tiirlerinin %30’uyla direkt iligkili oldugu belirtilmektedir.
Sigara baslica akciger, agiz, larinks, farinks, 6zofagus kanserlerine neden olabilirken,
mesane, bobrek ve pankreas kanserlerine katkida bulunmaktadir. Mide ve serviks
kanseri ile de iligkisi vardir. Sigara i¢imi insanlarda ve hayvanlarda gastrik iilser
olusumunda da etkilidir. Pasif sigara i¢imi, etanol kaynakli gastrik mukozal lezyonlarin
olusumunu oldukgca artirmaktadir [73]. Sigaramn giinliik tikketim miktar1, igme siiresi ve

sigaradaki katran miktar1 ile akciger kanseri olugmasi arasinda dogru bir orant1 vardir.
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Sigara tiryakilerinin kimi bagka etkenlerle de karsilagmasi durumunda sigaramn
kanserojen etkisi artmaktadir. Bunlarin basinda ise alkol gelmektedir. A1z ve dzofagus
kanserleri alkol alan sigara tiryakilerinde alkoliin dozuyla artmaktadir.

Sigara aligkanlign hem kadinlar, hem de erkekler arasinda kalp damar
hastaliklarinin ana etkenlerinden biridir. Sigara igimi, kardiovaskiiler hastaliklar i¢in bir
risk faktorii olarak goriilmektedir [75]. Sigara, koroner kalp hastaliklari olusum riskini
oldukg¢a artirmaktadir. Aterosklerozisin ilk isareti olan endotelyal bozulmanin, kronik
sigara igenlerde meydana geldigi gibi, akut sigara igimi sonrasi bile olusabildigi
g6zlenmistir [9,76].

Nikotinin oksidatif streste bir artma yoluyla endotel hiicrelerinde bozulmaya
neden oldugu goriisii; in vivo ve in vitro sartlarda nikotine maruz birakilan endotel
hiicrelerinde, O,” radikali tiretiminin ve monositlerin endotele yapigmasinin arttigini
gosteren c¢aligmalarla desteklenmis ve kronik sigara igenlerde nikotinin brongial
arterlerde endotelyal fonksiyon bozuklularina yol agabilecegi ortaya konmustur [77].

Yapilan bir bagka arastirmada, sigaranin insan serumunda g¢inko eksikligine
neden olarak bobrek, dzofagus ve testis dokusu gibi dokularda ¢inkoya bagli olan
enzimlerin aktivitelerinde azalmaya neden olabilecegi bildirilmistir [78].

Ote yandan son yillarda sigara dumaninin, yalmzca sigara igen bireyi degil, ayr
zamanda o ortami paylasan bagka insanlar1 da benzer bigimde etkiledigi kesin verilerle
kamtlanmigtir. Oyle ki pasif ya da istemsiz sigara igme denen bu durumun, sigara ve
alkol aligkanligini izleyen tiglincii 6nlenebilir Sliim nedeni oldugu ortaya konmustur.
Yine pasif sigara igicilerin sigara dumanina maruz kalmalariyla akciger kanser olusum
riski %30-70 ve kalp damar hastalifina yakalanma riski ise %30-50 oraninda
artmaktadir. Sigara dumanma maruz kalan ¢ocuklarda bronsit goriilme siklifi, sigara
dumanina maruz kalmayanlara gore %28 oraninda daha fazladir. Gebelikte sigara i¢imi
diistige, erken doguma, 6li doguma, diisiik dogum agirlifina sahip bebeklere neden
olabilmektedir. Sigara igme, insanlarin somatik hiicrelerinde genetik degisikliklere yol
agmaktadir. Sigara tiryakilerinde kromozomal defektler ¢ok daha sik gériilmektedir
[74].

Sigara igenlerde, siklikla sigara i¢imine bagli beslenme bozukluklar1 ortaya
¢ikmaktadir. Bu durum belki de sigaraya bagli olan negatif etkilerin ortaya ¢ikmasim da
kortiklemektedir [79]. Ayrica sigara kullanimi, kanda glikozile hemoglobin seviyesini
artirmaktadar [80].
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Nikotin ve katran, mekanizmalar1 heniiz tam olarak bilinmese de tiamin,
riboflavin, Vitamin By ve eritrositlerde ve tiikriikte folat seviyesini azaltarak vitamin B
metabolizmasim bozmaktadir. Tiamin, riboflavin, vitamin Bg ve folat eksiklikleri kigide
ruhsal bozukluklar, hafiza olusumunun bozulmasi ve kisilik béliinmesi gibi beyin
fonksiyonlarinda aksamalara neden olmaktadir [72].

Tiitlin, ortalama %1-3 oraninda nikotin igermektedir. Nikotin yiiksek derecede
toksik bir maddedir. Bir sigarada bulunan yaklagik 20 mg nikotin’in dnemli boliimii
yanarak bagka maddelere doniistir ve her bir sigara ile insan viicuduna 1-2,5 mg nikotin
girer. Nikotin, insanda giiclii fiziksel bagimliliga yol agar. Ayrica nikotin’in diisiik
dozlar1 uyarici, yiksek dozlar1 depresyon yapici ve felg edici etki g8sterir. Nikotin’in
etkisiyle salgilanan degisik kimyasal maddeler, kalp atumini, kan basmcini, kanin
pihtilagmasini, oksijen tiiketimini ve kasilmay: artirirlar. Nikotin, uzun bir yan 6mre
sahip olan kotinin’e oksitlenir ve vaskiiler hastaliklarin etiyopatolojisinde énemli bir rol
oynar. Arastirmacilar sigaranin metaboliti olan kotinin’in karacigerde olustugunu ve
oksidatif doku hasarim indiikledigini bildirmislerdir [81].

Yapilan bir arastirmada, ratlara nikotin’in kronik olarak uygulanmasinin, rat
dokularinda serbest radikal olusumunu artirdigi ve oksidatif stres meydana getirdigi
bildirilmigtir [4].

Sigaradaki bilesiklerden bazilari N-nitrézamin, asetaldehit, fenoller, akrolein,
amonyak gibi piridin alkoloidler; benzopirin gibi polisiklik aromatik hidrokarbonlar,
karbon monoksit, nitrojen oksitler, hidrojen siyanid gibi yamci gazlar; polonyum,
radyum ve toryum gibi alfa-yayilim yapan radyoaktif elementlerdir. Bu bilesiklerin
¢ogu, sicakligm 950°C’ye ulasabildigi sigaranin yanan ucunun hemen gerisindeki
bolgede distilasyon ve erime ile iiretilmektedirler.

Titlin ayrica Al, As, Ba, Br, Ce, Cl, Co, Cr, Cs, Eu, Fe, Hf, K, Ca, Mg, Mn, Na,
Ni, Rb, Sb, Sc, Se, Sr, Th, V, Zn eser elementlerini icermektedir. Bu elementlerden
bazilar1 toksik, radyoaktif ve kuvvetli kanserojendir (K, Pb, As, Cd, Hg, Th, U, Po gibi).
Arsenik dermatolojik bozukluklara, deri kanseri, mide kanseri ve bagirsak
problemlerine neden olurken civa, beyin ve sinir sisteminde hasar meydana
getirmektedir. Sigarada bulunan polonyum, uranyum ve toryum ise radyoaktif toksisite
olugturmaktadir [82].

Sigarada iki faz tespit edilmistir. Gaz ve katran fazi. Sigaranin gaz ve katran
fazi, 4700°den fazla farkli kimyasal maddeyi igeren kompleks bir karisimdir [75]. Her

iki faz radikal olmayan oksidanlar kadar, oksijen merkezli, karbon merkezli ve nitrojen
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merkezli serbest radikallerce zengindir. Her bir fazin analizi sonucunda katran fazininin
her bir ige gekimde 10 adet, gaz fazimin ise 10'° adet serbest radikal icerdigi tespit
edilmigtir. Katran fazi radikalleri fazlaca reaktif olmayan bir¢ok kinon-hidrokinon
bilesikleridir. Bununla birlikte, onlar havada saatlerce veya belki de giinlerce stabil
kalan uzun Omiirlti radikallerdir ve sigara igmeyenlerde gozlenen cevresel sigara
kaynakli hasarin (yan-akim veya pasif sigara igiciligi) gii¢lii bir nedeni olabilirler [5,75].
Ayrica sigaranin katran fazi radikalleri DNA’ya saldirarak, DNA’da kiriklar veya
centikler olusturmakta ve bdylece kanser olusumuna yol agabilmektedirler. Gaz faz
radikalleri genelde daha fazla reaktiftirler, fakat 6miirleri kisadir. Bununla birlikte, gaz
faz1 radikalleri, sigaranin neden oldugu fagositik yangisal cevap sonucunda ortaya ¢ikan
oksidatif patlamayla olusan dogal i¢ oksidanlar ile etkileserek yeterince uzun 6miirlii de
olabilirler [5].

Sigara igenler, sigaray1 agiz yoluyla kullandiklarindan, biyolojik savunmanin
birinci yolu olan burun devre dig1 birakilmakta ve sigara kaynakli radikallerin etkisini
bastiracak antioksidanlardan yoksun olan akciger dokusu direkt olarak sigaraya maruz
kalmaktadir. Bunun sonucu olarak kronik brongit veya kronik yetiskin bronsolitis,
emphizem veya akciger kanserinin olusumuna zemin hazirlanmis olmaktadir. Sigara
i¢imi ve hastalik olusumu ve §liimler arasinda giiniimiizde giiclii iliskiler bulunmus olsa
da, sigaraya bagli hastaliklarin molekiiler ve biyokimyasal mekanizmalar1 tam olarak
agiklanamamustir. Bununla birlikte son zamanlardaki bulgular, solunum bozuklugu ile
sonuglanan akcier hasar1 ve 6zellikle akcigerdeki karsinogenezisin indiiksiyonunda,
sigara i¢imiyle olugsan serbest radikallerin 6nemli rolii oldugunu géstermektedir. Serbest
radikal kaynakli oksidatif stres, dokuda hasar ve sonrasinda da hastalik olusumunu
baslatabilir. Sigara i¢imi, oksidan olusumunda bir artis ve antioksidan kapasitede bir
azalmaya yol agarak oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina neden olur. Sigarayla alinan gok
sayida serbest radikal tiirli oksidatif hasarin ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan cok
sayida hastaligin nedeni olarak goriilmektedir [83].

Sigara dumaninin neden oldugu oksidatif etkilerin, katalaz aktivitesini inhibe
etmek suretiyle serbest radikal liretimini arttirma yetenegine bagli olarak olugabilecegi
ve boylece hiicre hasarinin meydana gikabilecegi ileri siiriilmiistiir [84].

Sigara i¢imi, serbest radikaller ile lipid peroksidasyonuna, protein tiyollerinin
oksidasyonuna ve plazma proteinlerinin karbonil gruplarinda degismeye neden

olmaktadir. Yapilan arastirmalar, sigara igenlerde lipid peroksidasyonunun énemli bir
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gostergesi olan MDA’nin serum diizeylerinin 6énemli oranda arttigim gostermektedir.
(Sekil 2.7.) [85,86].

Sigara

l

Fagositoz ——®» ROT, ——» DNA hasan
serbest radikaller,
oksidanlar

l

Antioksidan eksikligi
v v

Yangi Kanser

Oksidatif stres,
lipid peroks1dasyonu
protein mod1ﬁkasyonu

Bozulma

N

Hastalik Oliim

Sekil 2.7. Sigara igimi ile tetiklenen muhtemel mekanizmalar [1].

Sigara igimiyle 6zellikle alt solunum yollarinda ROT olusumunda bir artma
meydana gelir. Titiintin kendisi de aym zamanda bir ROT kaynagidir [87]. Sigara
icenlerde genellikle alveolar makrofaj ve notrofil sayisinda bir artis gériiliir ve bu
durum H,0;’nin veya H,O, kaynakli iiriinlerin artan miktarda serbest birakilmasina
neden olur [88].

Sigara i¢imi sirasinda serbest radikallere ilaveten ¢ok yiiksek konsantrasyonlara
ulagabilen ve ¢ok daha fazla radikal olusturabilen yanici toksik gazlarda meydana gelir.
Sigara, 500-1000 ppm nitrik oksit ve 250 ppm’e kadar nitrojen dioksit igermektedir.
Ozon ve nitrojen oksitler, insan sagligi igin zararli olan ve biiyiik metropolitan
bolgelerin havasini kirleten ¢ok hasar verici reaktif oksidan gazlardir [75]. NO,

hemoglobin ile reaksiyona girerek methemoglobin olusturur. Sigara i¢imiyle viicuda
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alinan NO, O;" ile ONOO™ ve organik peroksil radikalleri ile alkil peroksinitritleri
(ONOOR) olusturarak viicuda zarar verir.

Wever ve ark. [89], sigara ig¢enlerde azalan plazma NO seviyesine dikkat
¢ekerek, bu durumun agir1 miktarda peroksinitrit olusumundan kaynaklanabilecegini ve
NO azalmasmin da bobrek vaskiiler tonusunda artisa neden olabilecegini
bildirmiglerdir.

Karbonmonoksit (CQO) sigara dumanin gaz fazinda %1,5-4,5 oraninda
bulunmakta ve sigara i¢enlerin kaninda igmeyenlere gére 2-15 kat daha fazla seviyeye
ulagabilmektedir [90]. CO, sigara igenlerde periferal vaskiiler ve koroner kalp
hastaliklar1 i¢in baglica risk faktorii olarak gosterilmekte ve CO’nun nikotin ile
etkilesimi koroner kalp hastalif1 ve serebrovaskiiler hastaliklara ortam hazirlamaktadir
[91]. CO toksisitesinde basglica hedef merkezi sinir sistemidir. Ayrica CO, immiin
sistem aktivitesinde degigmelere yol agmaktadir [92]. CO, kolaylikla hemoglobine
baglanarak karboksi hemoglobin olusturur ve dokulara yeterli miktarda oksijen

taginmasini engeller.

2.7. Sigaranin Bobrekteki Etkileri

Son yillarda sigaramin kardiovaskiiler hastaliklar, kanser ve diger saglik
problemlerinin yaninda bobrek hastaliklarmimin olusmasi iginde baglica risk faktorii
oldugu tespit edilmistir. Ne yazik ki, sigara kaynakli renal risk, nefrologlar tarafindan
hala biiyiik oranda dikkate alinmamaktadir.

Uriner albumin, glomerular hasarin hassas bir belirleyicisidir. Proteiniiri bobrek
hasarinin bir gostergesidir ve sigara igenlerde oldukga sik goriilmektedir. Diyabeti,
hipertansiyonu, hiperkolesterolemisi, sismanligi, bobrek, koroner ve periferal arter
hastaligi olmayan kigilerde bile igilen sigara miktarina bagli bir proteiniiri tespit
edilmistir. Sigara igimi, tip II diyabetin ortaya ¢ikmasina katkida bulunmaktadir. Tip II
diyabetli hastalarda sigara aligkanlifi daha yiiksek diizeyde proteiniiri’ye neden
olmaktadir. Sigara igen diyabetlilerde, igmeyenlere gére diyabetik nefropati olusma
oranlar1 olduk¢a fazladir. Tip I ve tip II diyabetin her ikisinde de sigara kullanimu,
diyabetik nefropatinin gelismesinde ve renal yetmezlik olusumunda olduk¢a Gnemli
olan bir risk fakt6rii oldugu bildirilmistir [93].

Sigara akut hemodinamik etkilerini simpatetik aktivasyon ve vazopressin

salinimi yoluyla gergeklestirmektedir. Nikotin, postgangliyonik simpatik sinir ug¢larmin
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dogrudan uyarilmasi yoluyla simpatik aktiviteyi artirmaktadir. Tek bir sigara i¢imi bile,
norepinefrin ve epinefrininin plazma konsantrasyonunu oldukg¢a artirir, buna karsin
postgangliyotik kas simpatik sinir gidis gelisi azalir. Nikotin, periferal simpatik sinir
uclarindan ve adrenal medulladan, katekolamin salinimini dogrudan uyarir. Artan
simpatik aktivite, kronik bébrek yetmezliginin gstergesidir. Ister aktif, ister pasif olsun
sigaraya maruz kalma, saglikli insanlarda endotel hiicrelerini hasarlandirarak
vasodilatasyon mekanizmasini bozar. Bu etki doza baglidir. Endotel hiicre hasari
ateroskleroz’un ilk basamagidir. Bu patofizyoloji glomerular hasarda da rol oynar.
Sigaranin boébrekler tizerindeki aterojenik etkileri, lipoprotein ve glikozaminoglikan
metabolizmasinda meydana getirdigi degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Sigara
kaynakli oksidatif stres vaskiiler bobrek hasarinda 6nemli rolii olan bir aracidir.
Ozellikle bobrek yetmezligi olan hastalar, sigara kaynakli oksidatif strese daha da
duyarlidirlar. Sigara kaynakli oksidatif stresin sebep oldugu baglica bozukluklar
arasinda proksimal tiibiil fonksiyonunda degismeler, proksimal tiibliler hasar ve
tiibiilointerstisial hasar sayilabilir. Sigara, bobrekteki bu etkilerini oksidatif hasar

meydana getirerek gostermektedir [93].

Cizelge 2.2. Sigara Kaynakli B6brek Hasar1 Olugturan Mekanizmalar

-Giinliik kan basinci ritminde degisim,

-Simpatik sinir aktivitesinde artis,

-Glomerular slizme oraninda azalmaya yol agan

boébrek vaskiiler direncinde artma,

-Bobrek arterleri, intrabSbrek arterleri ve arterlerin aterosklerozu,

-Tiibiilotoksisite,

-B6brek endotel hiicrelerinde direkt toksik etkiler,
-ROT olugsumuyla meydana gelen oksidatif stres
-NO azalmast
-Endotel bagimli vaskiiler gevsemenin bozulmasi
-Endotele monositlerin yapigsmasindaki artig
-CO kaynakl1 hipoksi.

Anand ve ark. [94], 3 ay stireyle pasif sigara dumanina maruz biraktiklari
ratlarin boébrek GSH seviyesinin diigtiglinii ve MDA seviyesinin arttifini tespit
etmiglerdir. Bu durumu; sigaranin bobrek dokusu oksidan/antioksidan dengeyi,

oksidanlar yoniinde bozmasindan kaynaklanabilecegi seklinde yorumlamaiglardir.
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Saglikli insanlarda, akut sigara i¢iminden sonra bdbrek vaskiiler direncindeki
artma ile birlikte, bobrek kan akisi ve glomerular stizme hizinda akut bir azalma
goriilmektedir [76,93,95]. Sigaranin bdobreklere olan etkileri Cizelge 2.2.°de

Ozetlenmistir.
2.8. Tez Caliymasimna Dahil Edilen Parametreler Hakkinda Genel Bilgi
2.8.1. Glutatyon (GSH)

Biitlin hiicreler oksidan maddelere karsi, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan maddelerden olusan bir mekanizmaya sahiptir. Enzimatik olmayan
maddelerden en onemlisi GSH’tir. GSH, i¢ ve dis kaynakli toksik kimyasallara karsi
hiicresel savunma sisteminde Onemli bir rol oynar. Ksenobiotiklerin ve ROT’un
detoksifikasyonunda hiicre i¢gi GSH’1n rolii ¢ok 6nemlidir. Ayrica GSH, GSH-Px gibi
cesitli enzimler igin bir koenzimdir. Bir hiicrede, okside glutatyonun (GSSG) miktarinin
artmig olmasi, oksidasyonun muhtemel bir indeksi olarak kabul edilmektedir [96]. GSH,
6zellikle dis toksinlere siddetli sekilde maruz kalan karaciger gibi organlarda 6nemlidir.
Karaciger, GSH sentezinin yapildig1 baslica organdir [97,98].

GSH, Kkaraciger hiicrelerinin sitoplazmasinda sentez edilir ve daha sonra farkli
organlar ve subselliller kompartmanlara dolasim/tasima sistemi ile dagitilir.
Karacigerdeki yiikksek GSH seviyesi, hiicrelerin sigortasidir. Hiicre i¢i bir antioksidan
olan GSH’in azlify, hiicresel sistemlerin bir ¢cogunun serbest radikal hasarina kars:
hassasiyetini artirir [25,99].

Tripeptit tiyol olan glutatyon; metabolizma, tasima, oksijen ve diger bilesiklerin
toksik etkilerine karg1 hiicrelerin korunmasinda 6nemli bir fonksiyona sahiptir. GSH, y-
glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetaz’in etkilesimleri ile hiicre i¢inde sentez

edilmektedir. Organizmadaki GSH sentezi, asagidaki sekilde gerceklesir.

y-glutamilsistein
sentetaz >
L-glutamat + L-sistein + ATP « L~y-glutamil-L-sistein + ADP + P;

glutatyon
sentetaz
L-y-glutamil-L-sistein + glisin + ATP ¢——— GSH + ADP + P;
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GSH sentezinde 1. basamag katalizleyen y-glutamilsistein sentetaz’in aktivitesi,
GSH’1n feedback inhibisyonu yoluyla kontrol edilmektedir [58,100].

GSH, iki farkli mekanizmayla hiicrenin antioksidan aktivitesine katilir. Birincisi,
GSH bir enzimin aracilif1 olmaksizin oksidanlara dogrudan hidrojenleri transfer ederek
antioksidan etki gosterir. Ikincisi GSH, GSH-Px katalizine enzimin koenzimi olarak
katilir ve H,0,’nin, suya ve oksijene doniisiimiinii saglar [43]. GSH, sitotoksik fenton
reaksiyonu {irlinii olan OH' radikali, sitotoksik {irlin diazot trioksit (N,O3) ve ONOO" ile
hizlica ve enzimatik olmayan bigimde reaksiyona girer ve onlar1 detoksifiye edebilir.
Ayrica GSH, H,05’in ve lipid peroksitlerin rediiktif detoksifikasyonunda ige karigir. Bu
reaksiyonlarin her birinin sonucunda GSH, GSSG’ye doniigiir. GSH sentezi
organizmada en azindan ii¢ faktor ile diizenlenmektedir: 1) hiicrede y-glutamilsistein
sentetaz’in varlig1 2) substratlarin 6zellikle L-sisteinin mevcudiyeti 3) y-glutamilsistein
sentetaz {izerine GSH’1n feedback inhibisyonu. Ayrica son zamanlarda y-glutamilsistein
sentetaz aktivitesinin fosforilasyon ve nitrozasyon ile diizenlendigi de tespit edilmistir
[101].

GSH’1n hiicre i¢i seviyesinin herhangi bir sekilde azalmasi, lipid
peroksidasyonuna veya diger hiicresel hasarlara yol agabilmektedir.

Louercio ve Federico [102], kronik alkol kullananlarin, alkol kullanmayanlara
gore eritrosit ve plazma GSH seviyelerinin diigtiigiinii, MDA ve lipid peroksit
seviyelerinin ise artmis oldugunu bildirmiglerdir. Bu durumun ise alkol kullanimiyla
birlikte meydana gelen oksidatif stresin bir sonucu olarak karsimiza ¢ikabilecegini rapor
etmislerdir.

Endojen GSH, proteinlerdeki tiyol gruplarin1 oksidasyondan korur, ROT ile
direkt reaksiyona girerek onlar1 detoksifiye eder. GSH, DNA ve protein sentezi, enzim
aktivitesinin diizenlenmesi gibi diger hiicresel islevlerde de koruyucu rol alir. Radikal
tiirlerinin ve ksenobiotiklerin detoksifikasyonu ile GSH, GSSG’ye doniisiir. GSSG ise
tekrar GR ile NADPH varliginda GSH’a rejenere edilir [103]. B6yle énemli role sahip
olan bir maddenin organizmada yoklugu c¢esitli patolojileri de beraberinde
getirmektedir. Alkoliin kendisinin ve metabolitlerinin toksik etkisi, antioksidanlarin
seviyesini diistirmektedir. GSH’1n, kronik alkol kullanimiyla plazmadaki seviyesinin
oldukca diistligii ve boylece hiicrelerin oksidatif strese olan duyarliligiminin oldukga
arttig1 bildirilmistir [104].
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Speisky ve ark. [105], akut etanol uygulamasi ile ilgili olarak yaptiklar1 deneysel
bir ¢aligmada, etanoliin akut olarak uygulanmasinin, hepatositlerde GSH sentezini
azalttigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar, azalan GSH iiretiminin, hiicresel savunma
sisteminde oksidanlara kars1 bir zaafiyet getirecegini bildirmislerdir.

Yapilan benzer bir aragtirmada, kronik etanol uygulamasiyla karaciger
mitokondri GSH depolarinin %40-50 oraninda azaldigi ve bu gibi bir azalmaninin
elektron tasima zinciri enzimlerinde hasar meydana getirebilecegi rapor edilmistir
[106].

Etanoliin ve nikotin’in kronik olarak uygulanmasi, ratlarin spesifik dokularinda
lipid peroksidasyonu olugmasinda ortak etkiye neden olabilmektedir. Bu etkinin
karaciger, akciger ve testislerde GSH igerigini anlamli bir sekilde azaltabildigi ortaya
konmustur [4].

Giingdr ve ark. [107], disi Wistar albino ratlari, 60 giin boyunca etanol alimina
maruz birakmiglar ve sonugta alkolik grubun karaciger doku GSH seviyesinin kontrole
gére anlaml sekilde diistiiglinti, MDA seviyesinin ise olduke¢a artmis oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica yapilan histopatolojik incelemede, alkol grubu karaciger dokusunda
dejenerasyon oldugu ortaya konulmustur. Arastirmacilar bu durumun, etanol kaynakli
asir1 serbest radikal olusumu ve antioksidan kapasitedeki azalma nedeniyle meydana

gelebilecegini bildirmiglerdir.

2.8.2. Malondialdehit (MDA)

MDA, hiicre lipidlerinin okside edilerek yapilarinin bozulmasi sonucu olusan
ana metabolittir ve lipid peroksidasyonu {iriinlerinin %40’ ifade eder. Bu nedenle
lipid peroksidasyonunu ifade etmede genellikle MDA yerine tiyobarbutiirik asit reaktif
maddeleri (TBARM) ifadesinin kullanilmasi daha dogrudur. Ancak yine de, MDA lipid
peroksidasyonunun bir indeksi olarak kabul edilmektedir.

ROT’un hiicre bilesenlerine oksidatif saldirisiyla, ateroskleroz, kardiovaskiiler
hastaliklar, diyabet, ¢esitli karaciger bozukluklar1 ve romatizmal hastaliklar gibi bir gok
insan hastalifinin patogenezinde ise karistigi rapor edilmistir [108]. Oksidatif stresin
cesitli biyolojik indikatSrlerindeki artigy ve modifikasyonlar, bazen patolojik durumlarin
ortaya konulmasinda belirte¢ olarak kullanilabilmektedir [109].

Hastaliklarin organ ve/veya dokuda olusturdugu membran hasari, lipid

peroksidasyonunu uyarir. Membranlarin yap1 ve fonksiyonlart bozulur. Hasarli
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dokularda lipid peroksidasyonu, saglikli dokulardan daha hizli ilerler. Bu dokularda
peroksidasyona yatkinliktaki artis, antioksidanlarin inaktivasyonunun ve metal
iyonlarinin (Fe ve Cu) hiicre i¢inden serbestlesmesinin bir neticesidir [110]. 'O, ve OH'
radikali, lipid peroksidasyonuna neden olan en Onemli radikallerdir. Lipid
peroksidasyonu sonucunda, Ozellikle doymamis yag asitlerinin ¢ift baglarinin
oksidasyonu, membran akigkanlifinda azalma, membran salinim fonksiyonlarmda
diizensizlige, membran gecirgenliginde bozulmaya neden olur [15]. OH' radikalinin
doymamis yag asitlerinden hidrojen gikarma ile baslatign tepkimelerin aksine, 'O,
dogrudan doymamis yag asitleriyle tepkimeye girerek hidroperoksitlerin olusumuna
neden olur. Birden fazla ¢ift bag iceren doymamis yag asitlerinin zarlardaki bollugu
nedeniyle, lipid peroksidasyonu zarsal degisimlerin en 6nemli sebebidir [111].
Peroksidatif yol boyunca reaktif ara tirtinler yoluyla aldehitler (MDA ve 4-
hidroksinonenal), pentan ve etan, 2,3 trans konjuge dienler, isoprostanlar ve
kolesteroloksidler ~ gibi son  {iriinler  gekillenmektedir.  Aldehitler, lipid
hidroperoksitlerinin yikimi sirasinda daima olusurlar ve pek ¢ogu biyolojik olarak
aktiftir. Bunlardan en iyi bilinenleri MDA ve 4-hidroksinonenal’dir [112]. Bu maddeler
olusum yerlerinden kolayca difiize olur ve hiicrenin diger bdliimlerinde hasara yol
acarlar. Olusan bu aldehidlerden MDA, membran doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunun isareti olup, lipid peroksidasyonunun en énemli géstergesi olarak kabul
edilir [111]. MDA ve 4-hidroksinonenal gibi aldehitlerin biyolojik aktiviteleri, DNA ve
proteinlere ¢apraz baglanarak bu molekiillerin fonksiyon ve aktivitesini
degistirebilmeleridir. Ornegin MDA, amino ve tiyol gruplariyla reaksiyona
girebilmektedir. Aldehitler olugturulduklar: yerden daha uzak bélgelere gitmede serbest
radikallerden ¢ok daha fazla difiize olarak [113] boylece hiicre 6demine, damar
gegirgenliginin bozulmasina, fosfolipaz aktivitesinde degisikliklere neden olabilmekte,
aragidonik asitin degisik endoperoksitlerinin ve prostoglandinlerin olusumunu ve
salmmmm indiikleyebilmektedirler [15]. Peroksidasyonla olusgan MDA, membran
bilesenlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da deformasyon,
iyon transformu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin birikimi gibi intrinsik
membran 6zelliklerini degistirir. Peroksidasyon iirlinleri aterosklerozda ve iskemik veya
travmatik beyin hasarimin neden oldugu doku hasarmin baslamasinda 6nemlidirler.
LDL’deki trigliseritler ve membranlarin fosfolipidleri serbest radikal ataklarina en

duyarl1 olan makromolekiillerdir [113].
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Serbest radikaller tarafindan olusturulan lipid peroksidasyonunun; diyabetes
mellitus, hipertansiyon, ateroskleroz, yaslanma, kanser, her tiir dokunun post iskemik
reperfiizyon hasari, ksenobiyotik toksisitesi, kollagen doku hastaliklari, senil katarakt,
vitiligo ve gesitli cilt hastaliklar, senil demans, gesitli beyin hastaliklar: gibi daha bir
cok doku ve orgamn ilgilendiren patolojilerde rol oynadigt saptanmistir [114]. Bobrek
karsinogenezis modellerinde doku hasarinda ROT’un ise kanistign lipid
peroksidasyonundaki artmayla desteklenmistir.

Yapilan bir aragtirmada, alkoliin kronik olarak uygulanmasinin rat beyin
dokusunda lipid peroksidasyonunu agir1 arttirdigi, bununla beraber Cu,Zn-SOD
aktivitesinin 6nemli derecede diisiirtidiigii ortaya konmustur Arastirmacilar bu durumun
dokuda alkol kaynakli oksidatif stres olusumu nedeniyle meydana gelmis olabilecegini
bildirmiglerdir [115].

Serbest radikal kaynakli lipid peroksidasyonundaki artig, iskemi reperfiizyon
hasar1 ve doku travmasi, yangi, ilag toksisitesi gibi patofizyolojik olaylarmn bir
sonucudur. Kronik alkol tiikketimi peroksidatif islemler ile membran lipidlerinin yapisin
ve biitlinltigiinii bozmaktadir [16].

Ignazio ve ark. [104], alkolik hastalarin kan dokusunda, alkol ve alkol
metabolitlerinin XO aktivitesini artirarak ve dogrudan serbest radikal olusturarak,
membran lipidlerinin ve kan plazma proteinlerinin oksidasyonuna neden oldugunu
ortaya koymuslardir. Ayrica aym arastirmacilar alkolin ana metaboliti olan
asetaldehitin, MDA ile reaksiyona girerek, MDA’nin etkisini kuvvetlendirebilecegini
tespit etmiglerdir.

Lipid peroksidasyonu, alkol indiiklii karaciger hasarinin gelisiminde muhtemel
bir mekanizma olarak kabul edilmektedir. Alkoliin hayvanlarda MDA seviyesini,
konjuge dienleri ve lipid peroksidasyonunun bir {irlinii olan etan iiretimini artirdig:
bildirilmistir [98].

Nordman ve ark. [116], kronik etanol tiikketiminin, karacifer, bobrek, kalp,
testisler, merkezi sinir sisteminde oksidan/antioksidan dengeyi bozdugunu ve bu
nedenlede oksidatif stres olusturarak lipid peroksidasyonunu artirdiii ve sonugta
organ hasari olugumunun gozlendigini rapor etmiglerdir. Yine aym arastirmacilar,
alkoliin neden oldugu testiskiiler bozulma, mitokondrial lipid peroksidasyonundaki
artigla beraber, GSH seviyesindeki azalmadan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Worral ve ark. [57], alkoliin kalp kas: {izerindeki hasarin tespit etmek amaciyla
yaptiklar1 caligmada, alkol alimiyla dolagimdaki MDA ve asetaldehit seviyelerinin

32



arttigini, ayn1 zamanda MDA -asetaldehit etkilesimi sonucu, kalp kasinda hasarlanmalar
meydana gelebilecegini bildirmislerdir.

Bir bagka caligmada arastirmacilar, ratlara kronik olarak etanol ve nikotin
uygulanmasinin, ratlarin degisik dokularinda oksidan/antioksidan dengeyi bozarak lipid

peroksidasyonu meydana getirdigini ortaya koymuslardir [4].

2.8.3. Nitrik Oksit (NO)

1980 yilinda ABD’de “endothelium-derived relaxing factor” (EDRF); endotel
kaynakli gevsetici faktér olarak tespit edilen bu ajanin, 1986°da nitrik oksit (NO)
olabilecegi dislinilmiis ve daha sonraki ¢alismalarda EDRF’nin NO oldugu
gosterilmistir. 1988°de NO’nun damar endotel hiicrelerinde L-arjinin’den sentezlendigi
tespit edilmistir [117].

NO diisiik konsantrasyonlarda ¢ok 6nemli fizyolojik islevlerde gérev almaktadir.
NO, kardiovaskiiler, sinir ve immiin sistemlerde ¢ok sayida fonksiyonu diizenleyen bir
molekiildiir. Havayla alman NO, oksijen ile reaksiyona girer ve nitrojen diokside
doniislir (NOy), ki bu form dokulara hasar verir ve daha sonra daha stabil bir yap: olan
nitrata (NOs) oksitlenir. NO, 4-50 saniyelik ¢ok kisa yarilanma siiresine sahiptir ve daha
stabil yapilar olan NO; ve NOj’e déniigiir [25]. Diisiik konsantrasyonlarda NO, ROT
kaynakli hasara karsi1 koruyucu olabilirken, yiiksek konsantrasyonlarda ise hasarlayici
olmaktadir. Diistik konsantrasyondaki NO, oksijene nazaran hemoglobine 3000 kathik
bir affiniteyle baglanir. Hemoglobin oksi formda ise NO’i kisa siirede NO;s’e
oksitleyerek etkisizlestirir. NO’nun 6nemli bir diger etkisi de oksi hemoglobinle
reaksiyona girerek methemoglobine ve NOs’e dontistimiidiir [118], bu tepkime

asagidaki gibidir.

Hb (Fe-0,) + NO » met Hb (Fe (III)) + NO;

Bu reaksiyon, NO biyoaktivitesinin ve konsantrasyonunun in vivo olarak kontrol
edildigi baglica mekanizmadir [119].

NO, L-arjinin-NO yolu olarak isimlendirilen bir mekanizmayla, ii¢ farklt
izoformu bulunan nitrik oksit sentaz (NOS, EC 1.14.13.39) tarafindan, L-arjinin’den
tiretilir [120]. Asagidaki reaksiyonda L-arjinin-NO yolu gésterilmisgtir.
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NOS
L-Arjinin + O, / \ » Sitriillin + NO

NADPH NADP

NOS’un fizikokimyasal ve kinetik 6zellikleri viicudun ¢ok degisik dokularindan
(damar endoteli, beyin, makrofaj, {iriner sistem dokular1 vb) izole edilerek incelenmistir
[121,122]. NOS enziminin {i¢ izoformu vardir. Tip I (n6ronal NOS, nNOS), tip II
(indiiklenebilir NOS, iNOS) ve tip III (endotel NOS, eNOS). Tip I ve III, konstitiif NOS
(cNOS) olarak smiflandirilir. Konstitif NOS (nNOS veya eNOS), 6zellikle damar
endoteli, idrar yolu dokulari, periferik ve merkezi sinir sistemi gibi dokularda lokalize
olmustur. nNOS ve eNOS, bu dokularda her zaman mevcuttur ancak aktif degildir.
Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu arttifi zaman, kalsiyum kalmodulinle birleserek
konstitiif NOS’u aktive eder ve L-arjinin’den, NO sentezi gergeklesir. ikinci enzim
indiiklenebilir izoformdur (iNOS). Bu tip NOS, konstitiif tipin aksine hiicre iginde
bulunmaz. Ozellikle makrofaj (monosit, nétrofil, kupfer hiicreleri ve digerleri) ve damar
endotel hiicrelerinde sentez edilmektedir. Lipopolisakkarit, sitokinler, interferon,
hipoksi gibi etkenler bu hiicrelerde iNOS proteininin transkripsiyonunu ve sonrasinda
da sentezini artirir. Sentezlendigi an aktif olan iNOS, kalsiyum konsantrasyonuna bagl
olmaksizin yiiksek konsantrasyonda ve uzun siireli bir NO sentezine yol agar. Ozellikle
bakteri lipopolisakkaridleri ve interferon-y ile uyarilan makrofajlar ¢ok miktarda NO
tireterek yabanci hiicrelerde (bakteri parazit, tiimor hiicresi) sitostatik veya sitotoksik
etki meydana getirirler [117,121].

Makrofajlardaki NOS izoformu iNOS’tur ve aktivasyon olmadigi durumlarda
makrofajlarda NOS proteini bulunmaz. Indiiksiyondan sonra enzim sentezi ve
dolayisiyla NO sentezi meydana gelmektedir. I-arjinin-NO yolunun indiiklenmesi,
saatlerce hatta glinlerce devam eden NO sentezine neden olmaktadir. Ancak, agirt NO
sentezi, hiicreler i¢in olduk¢a zararh etkiler meydana getirmektedir. Makrofaj kaynakli
NO; bakteri, parazit ve timor hiicreleri iizerinde sitotoksik etki yapmaktadir. Bu etki
hiicre i¢i patojenlere kargi da baglica savunma mekanizmasidir [50]. Makrofajlardaki
NO, tiimér hiicresi ve mikroorganizmalardaki Fe-S tagiyan enzimleri nitrozile ederek
antimikrobial, antitimdoral sitotoksik etki gosterir. NO, ferritinle reaksiyona girerek
serbest demir salinimina yol agar, bu serbest demirde lipid peroksidasyonuna neden
olabilir. Makrofaj koékenli NO tiimor hiicresinin DNA sentezini engeller. Bunu
ribontikleotid rediiktaz1 inhibe ederek yapar. Ayrica, hedef hiicrede mitokondri elektron
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tagima zinciri enzimlerini inhibe ederek ATP sentezini simirlar ve sitotoksik etki
meydana getirir [123].

Endotel, vaskiiler diiz kas, adrenal bezler, makrofajlar, nétrofiller ve beyin
sitozolleri NO iretir. NO, hiicrelerde guanilat siklaz1 aktive ederek ¢cGMP’yi artirir.
Artan c¢cGMP vaskiiler diiz kaslar1 gevsetir, makrofaj aktivasyonunu, trombosit
yapismasi ve birikimini inhibe eder [121,122].

Endotel kaynakli NO, damar diiz kaslarimimin gevsemesini saglayarak kan
akimini ve kan basincinm diizenlemektedir. Bu etki sistemik dolasimda meydana geldigi
gibi lokal olarak kalp, beyin, karaciger, gastrointestinal sistemlerde de gézlenmektedir.
Nonadrenerjik ve nonkolinerjik terminallerden salgilanan NO, kan akiminin ve
basmciin diizenlenmesinde yardimeidir [118,122]. Lipoliziste adipositler, endojen
olarak NO iretebilmektedirler. Endojen NO, yag hiicrelerinde lipolizisin kontroliinde
diizenleyici bir sinyal olarak gorev yapar [124]. Sinirsel iletimde NO’nun bir
nérotransmitter oldugu tam olarak ispat edilmistir. In vitro spesifik reseptor
sitimiilasyonundan sonra NO, postsinaptik bir kaynaktan salinarak, presinaptik olarak
bir veya daha fazla ndrona etki yapar. Bu etki glutamat salmmim artirarak sinaptik
geciste artisa neden olmaktadir. L-arjinin-NO yolu, peniste korpus kavernosumun
gevsemesinden sorumlu olan ¢ok 6nemli bir mekanizmadir ve bu yolla insanda penis
ercksiyonunu saglar [118]. Sekil 2.8.’de NO’nun baglica etkileri 6zet olarak verilmistir.

NO, stabil olmayan bir yapt1 Ozelligi gosterir ve biyolojik sistemlerde
hemoglobin, oksijen, siiperoksit ve transisyon metal iyonlari ile reaksiyona girer.
NO’nun hiicreler tizerinde ¢ok sayida dogrudan ve dolayli toksik etkileri bilinmektedir.
NO, molekiiler oksijenle reaksiyona girerek, DNA deaminasyonuna neden olan diazot
trioksit (N2O3) sekline doniisiir. O, radikali ile reaksiyona girerek doku hasarina neden
olan ONOO™ya doniigiir. NO’nun mutajenik etkileri de vardir. NO ve ROT, lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu, cesitli enzim sistemlerinin aktive/inaktive
edilmesine neden olan tiyollerin oksidasyonu, prostetik iyon gruplu enzimlerin
inhibisyonu, ATP ve NADPH sentezinin baskilanmasi, kalsiyum ve diger iyon tagima
sistemlerinin bloke edilmesi gibi birgok patolojik olaya neden olabilir [103]. NO ve Oy~
radikali arasindaki etkilesim sonucunda olusgan ONOO’, NO’nun biyoaktivitesinin
ortadan kaldirilmasinda rol oynayan énemli mekanizmalardan birisidir [125]. ONOO"
‘nun ileri katabolik reaksiyonlar1 yoluyla, OH' ve NO, olusabilir ve bu yapilar oldukga
toksiktir ve kuvvetli birer oksidandir. Ozellikle yag asitlerinin oksidasyonuna ve

aromatik asitlerin nitrosilasyonuna neden olurlar [126].
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NO

Koruyucu etkileri Diizenleyici etkileri Asir liretiminden
kaynaklanan zararl
etkileri
Antioksidan etki, Lokal ve genel Bazi enzimleri inhibe eder,
Lokosit aktivasyon kan dolagiminin, ONOO' kaynakli DNA hasar1 ve
ve yapigmasini ve vaskiiler gegirgenligin, lipid peroksidasyonunu indiikler.
trombosit yapigma ve ndrotransmiyonun, Radyasyon, alkilleyici ajanlar ve
birikimini bronsodilatasyonunun  toksik metallere karg1 duyarlilig:
bloke eder ve bobrek artirir. Antioksidan depolari
fonksiyonlarinin azaltir. Saglam hiicrelerde
diizenlenmesini apoptotik etki gosterir ve ATP
saglar sentezini inhibe eder.

Sekil 2.8. NO’nun baglica biyolojik etkileri.

NO fazlaliginda, ONOO™nun prooksidan etkisi, NO’nun antioksidan etkisi ile
baskilanir. O,” fazlaliginda ise ONOO™ya bagli olarak patojenik etki meydana gelir
[127].

Metaller ile NO etkilesimi baglica 3 yolla gergeklesir: 1) metal merkezleri ile
NO’nun direkt reaksiyonu, 2) dioksijen metal kompleksleri ile NO redoks reaksiyonu,
3) yliksek valentli oxo-komplekslerin meydana gelmesi seklindedir [119]. NO’nun diger
bir direkt etkisi ise bagka radikal tiirleri ile reaksiyonudur. Karbon merkezli radikaller,
iyonize radyasyon etkilesimi sonucunda DNA’da hasarlanmalarla sekillenirler. Bu gibi
radikal tiirler, C-nitrozo bilesikleri olusturmada NO ile hizlica reaksiyona girebilirler.
Karsinojenik nitr6zaminler, N,O3 yoluyla bazi ikincil aminlerden olusabilir ve zararh
etkilere sahip olabilirler. Proteinlerdeki tiyol gruplarinin nitrozasyonu, S-nitrozotiyol
bilesiklerinin olugmasina bagli enzim inhibisyonu meydana getirebilirler [128]. NO’nun
dolayl sekilde organizmaya olan biitiin etkileri Sekil 2.9.’da 6zetlenmistir.

Bobregin adrenal bezlerinde de NO sentez edilmektedir. Adrenal bezin korteks
ve medullasindaki soluble guanilat siklaz, L-arjinin varliginda sitiimiile olmaktadir ve
bu sitiimiilasyon Hb ile inhibe edilmektedir. Buradaki NO, konstitiif NOS tarafindan
sentez edilmektedir. L-arjinin-NO yolunun, adrenal korteks ve medulladaki fonksiyonu

tam olarak agiklanamamigtir. cGMP, katekolamin salimmi ve steriodogenezisin her
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ikisinde de ise karismaktadir. L-arjinin-NO yolu, adrenal bezden hormonlarin sentezi ve
saliniminda muhtemelen rol oynamaktadir [117].

GSH Nitrosatif stres
Askorbik asit

— ¥ S-Nitrosotiyoller

MetHb+NO;3" NO
2 ————————>N203 —1— > Nitrézaminler

/ ——» Nitrit
—PNitrat
Rl—b0> Riboz oksidasyonu

ONOO 4— HOONOO

Tirozin
> Nitrotrozin
GSH
Methionin
0, ———p Methionil siilfoksit
2 GSSG

Oksidatif stres

Sekil 2.9. NO’nun dolayl: etkilerinin kimyasi.

cNOS izoformlarinin (eNOS, nNOS) bobregin makula densa, toplayici kanallar,
i¢ medullasinda ve glomerulus’taki varlifi imminohistokimyasal boyama ve PCR
yontemleriyle analiz edilerek tam olarak gosterilmistir. Ayrica iNOS, b6bregin vaskiiler
diiz kaslarinda ve jukstaglomerular apparatusta tespit edilmistir. Vaskiiler ve tiibiiler
segmentlerde, interlobtiler arterlerde, glomerulus’ta, proksimal tiibiillerde ve toplayici
kanallarda iNOS mRNA’s:1 izole edilmistir, ancak iNOS’un bobrekteki fonksiyonunun
ne oldugu acik degildir. iNOS’un bobrek fonksiyonlarimin veya arterial basincin
diizenlenmesinde rol aldigi ileri siirtilmiistiir [129].

eNOS tarafindan iiretilen NO, bobregin affarent arter ve mesangial hiicrelerin
kasilimim etkileyerek glomerular mikro dolagimi diizenler. NO, glomerular kilcal damar
kan basinci, glomerular kan akis1 ve glomerular siizme hizinin diizenlenmesinde énemli

bir faktordiir. B6brekte meydana gelebilecek kronik NO eksikligi, hipertansiyon ve
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glomerular hasara neden olmaktadir [130]. NOS’un inhibe olmasi, bsbrek vaskiiler
direncini artirmakta ve boylece hipertansiyon olusmaktadir [131].

Freischlag ve ark. [132], tavsanlar1 8 hafta boyunca sigaraya maruz birakmislar
ve tavsanlarin yiizey femoral venlerinin asetil kolin aracili endotel-bagli gevsemesinin
oldukea azaldigini tespit etmiglerdir. Arastirmacilar bu durumun; sigara igimiyle ortaya
cikabilecek NO iiretimindeki azalmadan veya sigara kaynakli olusan ROT ile NO
yikiliminin artmasindan kaynaklanabilecegini bildirmiglerdir.

Qiu ve ark. [133], bir NOS inhibitérii olan N*-nitro-l-arjinin metil ester’i (L-
NAME) ratlara deri alt1 yolla akut olarak uygulamislar ve ratlarda gastrik tilserin
siddetlendigi tespit etmiglerdir. Aragtirmacilar bu durumu, iskemiyi takiben reperflizyon
aninda agir1 miktarda serbest radikal olusumuna baglamiglaridir.

Sigaradan kaynaklanan NO sentezindeki azalma, endotel hiicrelerinde
hasarlanma meydana getirerek, peptik iilser olusum riskini artirmaktadir. Iskemik doku
reperfiizyonu, akut yangi ve sepsis gibi birgok patofizyoloji, NO iretimini sitiimiile
eden olaylar1 baglatabilmektedir [126].

2.8.4. Miyeloperoksidaz (MPO)

Miyeloperoksidaz (MPO, EC 1.11.1.7), memeli nétrofillerinin azurofilik
graniillerinde bulunan bir enzimdir, ayrica bu enzim insan monositlerinde de
tamumlanmugtir. Bu hiicreler tarafindan fagosite edilen bakteriler, bu enzimin etkisiyle
yok edilirler [134]. Bu enzim, fagozom igerisine birakilir. Fagositoz solunum
patlamasiyla devam eder ve ¢ok daha fazla oksijen tiiketilerek oksidatif patlama
meydana gelir. Bu olaylarin sonucunda H,0,; OH' ve HOCI’ye doniistiriilerek
antibakteriyel aktivite meydana getirilir [135].

Fagositoz, oksijenin toksik {iriinlerinin Onemli 6l¢iide katkida bulundugu bir
olaydir. Bu mekanizmada kullanilan oksijenin tamami, NADPH oksidaz tarafindan
enzimatik olarak O," radikaline ve daha sonra O," radikali ise SOD tarafindan H,O;’ye
doniigtiirtiltir. Fagozomda O,” ve H;0, birikimi yalniz bagina fagositik fonksiyon igin
yetersizdir. H,0,, peroksidazlar tarafindan kullamildifi zaman fagositoza katkida
bulunur. Peroksidazlar, H,O, ve bir halojen ile birlestikleri zaman mikroorganizma ve
tiimorlere karst vucudun en 6nemli hiicresel savunma sistemlerinden birini olugtururlar.
Bu amagla nétrofil ve monositler MPO igerirler. Bu peroksidazlar fagositik lokositlerin

sitoplazmalarinda graniiller halinde depolanirlar ve fagositoz sirasinda fagozom igine
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bosaltilirlar. Peroksidazlar, H,O, ile birlikte halojenleri aktive ederek toksik ara {iriinlere
cevirirler. Cogunlukla toksik ara triin HOCI’dir. H,0,, bir halojenie birlikte (CI', Br’, I')
notrofil fagozomlarinda bulunan bir enzim olan MPO tarafindan HOCI’ye gevrilir [19].
Bu reaksiyon agagida verilmis ve fagositoz biyokimyasi Sekil 2.10.’da 6zetlenmistir.

MPO
H+ Cl + H,0, »HOCI + H,O

Fagositler aktive oldugunda, bakterileri &ldtirmek igin yeterli miktarda ROT
iiretirler. Ileri metabolizma geregi H,O0,, MPO tarafindan HOCI’ye ve Fe'™ varliginda
ise OH' radikaline dontigtir. HOCI’de ileri reaksiyonlarla OH‘e doniigebilir. Bu

reaksiyonlar agagida 6zetlenmistir.

MPO
H+CI+H,0; ———  » HOC1 + H,0

HOCl+ 0, — P OH +0,+CI
HOCI + Cu'/Fe"™———» OH +CI' + Cu™"/ Fe'™"

HOCI ¢ok toksiktir ve fagositik hiicrelerde spesifik olarak iiretilerek sitostatik ve
sitotoksik etki meydana getirir. Membran proteinleri ve onlarin tiyol gruplarini hedef
alr. HOCI ile niikleotidlerin, hiicre i¢i enzimlerin ve sitokromlarm oksidasyonu,
solunum zinciri gibi temel yagamsal iglemlerde inhibisyona yol agar. HOCI uzun
Omiirlii oksidanlar olarak isimlendirilen kloraminlerin (RNH-CI) olusmasinda, ig¢
aminler (R-NHI) ile reaksiyona girebilir. HOCI bakteri membranina baglanarak, DNA
replikasyonunu durdurur [25].

Notrofiller, metal katalizli Haber Weiss reaksiyonu ile OH' radikali tiretirler
[136]. Fagozom iginde basta 'O, ve OH' olmak iizere oksijenin biitiin reaktif tiirleri
kolaylikla tiretilir. Bu nedenle fagosite edilen partikiillin lipid, protein, karbohidrat ve
niikleik asitlerinin yapilar1 kisa siirede bozulur ve fagozom igine salmnan lizozomal
enzimler tarafindan pargalanirlar. Ozellikle radikallerin olusumuna neden olan toksik
aldehitler, organik radikaller ve kloroaminler fagozom ortaminda birikirler. Béylece,

fagosite edilmis olan mikroorganizmalar, civar dokulara minimal risk teskil edecek
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sekilde yok edilirler. Eger notrofil sindirebileceginden daha fazla hedef ile karsilasirsa
fagazomda olusan yikici bilesikler ve oksijen metabolitleri hiicre dis1 kisma tasar, bu
durum fagositozda goriilen notrofil kaynakli doku hasarim1 meydana getirir. MPO
tarafindan katalizlenen oksidasyonla olduk¢a yiiksek reaktivitede iirlinler olusur ve

hiicreler ve molekiillerin birgogu ile etkilesir [137].

0,

/‘ NADPH
. S NADP
v

N__ o~ O0x" (oksidaif patlama)

CLBf~MPO + H,0,4 SOD

NADPH
Oksidaz

Haber Weis
tepkimesi

Notrofil

Sekil 2.10. HOCI olugum mekanizmasi.

Dokular yangiyla kargilastiklarinda nétrofiller tam aktive olarak O," olustururlar.
Olusan O," makrofajlar, fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi dokular ve damar digina
sizan noétrofiller ile olusturulan NO ile reaksiyona girerek sitotoksik ONOO" olusturur.
Ayrica Oy", H,O,’ye dontisebilmektedir. Bu bilesik kolaylikla yangili dokuya diflize
olabilir ve nétrofillerde bulunan MPO, H,0,’yi substrat olarak kullanip HOCI olusturur
[136,138].
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Sekil 2.11. Polimorfniikleer 16kosit mevcudiyetinde NO kaynakl
oksidanlarin olugsumu i¢in muhtemel bir yol [138].

Makrofajlar ve endotel hiicrelerini de igine alan bir¢ok hiicre, giiglii biyolojik
aktiviteye sahip olan NO radikalini {iretebilmektedirler. NO’dan olugan reaktif nitrojen
tirleri giiclii oksidandirlar ve oksidatif hasara neden olabilmektedirler. Monositler,
cesitli sitokinler ve vazoaktif maddeler tarafindan sittimiile edilerek bol miktarda NO
tiretirler. Ayrica Oy” ve Hy0,’de iiretebilmektedir. Monositin aym1 anda Oy” ve NO
tiretiyor olmasi, gliglii bir oksidan olan ONOQO™ olusturabilecegini de goéstermektedir.
Notrofil ve monositlerde bulunan MPO, reaktif nitrojen tiirlerinin olugumunda da rol
almaktadir. Son zamanlarda MPO’nun, NO metabolizmasimnin baglica son iiriinii olan
nitriti kullanabildigi ve lipid peroksidasyonunu baglatabildigi tespit edilmigtir. MPO,
HOCI ile nitriti reaksiyona dahil ederek, dolayli bir yolla nitril klorit (NO,Cl) formu
olusturabilmektedir. Aktive olan polimorfniikleer l6kositler hiicre digina MPO salarlar
ve reaktif nitrojen tiirlerinin olusumuna yol agarak lipid peroksidasyonu baglatirlar
(Sekil 2.11.) [138,139].

MPO aktivitesi Ozellikle doku hasarlanmasinin oldugu yerlerde ¢ok yiiksek
seviyelere ulasir. Ornegin aterosklerotik lezyonlarda gok yiiksek MPO aktivitesinin
oldugu bildirilmistir [138,140].

Cift tarafli bobrek iskemi/reperfiizyonu yapilan bir aragtirmada, iskemi sonrasi 6.
saatte bobrek MPO aktivitesinin olduk¢a ylikselmis oldugu tespit edilmisgtir.
Aragtirmacilar bu durumun, bobregin hasarlanmasint takiben-ilk saatlerde o bolgeye

agir1 bir n6trofil birikiminden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir [141].
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Yine bir bagka bobrek iskemi/reperfiizyon galigmasinda, iskemi sonrasi bobrek
MPO aktivitesinin olduk¢a artmis oldugu tespit edilmistir [142].

Ludwig ve ark. [143], sigara i¢iminin alt solunum yollarinda nétrofil birikimini
artirdiging bildirmiglerdir.

Serebral iskemi galismasi yapilan ratlarda, beynin korteks ve stratumunda iskemi
sonrasi 48. saatte artan MPO aktivitesi tespit edilmistir. Ayni calismada, ayrica beyin
GSH miktarinin da diistligti rapor edilmigstir. Arastirmacilar beyin hasarinda, hasar
olusum sonrasi nétrofillerin bolgeye yigildigini ve oksidatif stresin ilk sathalarinda
ortaya ¢ikan GSH azalmasinin, hasarlanmada Onemli bir yer tegkil ettigini
bildirmislerdir [144].

2.8.5. Ksantin Oksidaz (XO)

Ksantin oksidorediiktaz (XOR), son tiriin olarak Urik asitin olustugu piirin
yikiliminin son iki basamagim katalizler. Memelilerde enzim iki formda bulunur: 1.
formu ksantin dehidrogenaz’dir (XDH) (EC 1.1.1.204), elektron alicis1 olarak NAD’yi
kullanir ve sonugta herhangi bir serbest radikal olusumu s6z konusu degildir. 2. formu
ksantin oksidaz’dir (XO) (EC 1.1.3.22), elektron alicisi olarak oksijeni kullanir, H>O,
ve O, radikali gibi ROT olusumuna neden olur [145,146].

X0 ve XDH, molibdenyum hidroksilaz flavoprotein ailesinin birer tiyeleridirler
ve aym gen riiniiniin farkli formlarinda bulunurlar. XDH ve XO’nun baglica
katalizledigi ana reaksiyonlar hipoksantinin ksantine, ksantinin de iirik asite doniigtimiin
reaksiyonlaridir. XO, bakterilerden insanlara kadar ¢ok degisik tiirlerde genis bir
dagilim gosteren ve birgok dokuda bulunan bir enzimdir [147].

XOR aktivitesi memelilerde en fazla karaciger ve ince bagirsakta lokalizedir.
Literatiirde, insanda XOR aktivitesinin dokulara gore dagilimi tartigmalidir. Insan
karaciger ve barsagi, parankima hiicrelerince zengin dokular olmalar1 sebebiyle diger
dokulardan daha yiiksek XOR aktivitesine sahiptir [148].

Insanda XOR’un; karacigerin periportal hepatositlerinde, kuppfer hiicrelerinde,
iskelet kasinda, bobrek ve kalp damarlarinin endotel hiicrelerinde, trake bag dokusunda,
ince bagirsakta bulundugu tespit edilmigtir [146].

XDH, saglikli dokuda total ksantin dehidrogenaz/oksidaz aktivitesinin %90’ nin1

icerir ve elektron alicisi olarak NAD"y1 kullanir. Bu reaksiyon asagida verilmistir.
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XDH
Hipoksantin/Ksantin + NAD ———» Urik asit + NADH

Buna karsin XO, elektron alicisi olarak oksijeni kullamr ve sonugta O, radikali

ve H,O; olustururur. Bu tepkime asagidaki gibidir.

X0
Hipoksantin/Ksantin + Q; —— Urik asit + Oy + H,0;

XDH enzimi, yaklagik olarak 150 kDa molekiil agirliginda tek bir subuniteden
olusan bir homodimer yapidir. Bu homodimer 1 FAD, 1 molibdopterin ve 2 demir/2
stilfiir merkezi igerir [149]. XDH’nin XO’ya déniisimi ya proteolitik ayrilma ya da
protein molekiiliintin stilfhidril gruplarinin oksidasyonuyla olusmaktadir. XDH’nin,
XO’ya ¢evrim islemi, bu enzimin yapisindaki tiyol gruplarimin oksidasyonu sonucu
gerceklesir. Bu reaksiyon geri déniigtimlii bir olaydir. Kalsiyum bagimli bir proteaz ile
subiinitelerin her birinden 20 kDa molekiil agirliginda bir protein pargaciginin ayrilmasi
sonucunda XDH, XO’ya geri doniisiimsiiz olarak ¢evrilebilir. XDH’nin XO’ya

donilisiim mekanizmalar1 asagida verilmistir.

Stilthidril Sinirli
Oksidasyonu proteoliz
XDH ——» Geri donilistimlii XO —— » Geri doniistimsiiz XO

1

Direkt proteoliz

Tripsin ile memeli XOR’unun sinirli proteolizi ile enzim, {i¢ fragmente ayrilir
(20, 40 ve 85 kDa) ve bdylece enzim XO aktivitesi gosterir. XO’nun, 20 kDa’lik bélgesi
iki demir-siilfiir, 40 kDa’lik bélgesi FAD ve 85 kDa’lik bolgesi ise molibdopterin igerir
[150]. Fizyolojik sartlarda enzim sisteminin baskin olan aktivitesi XDH’dir [151].
Memeli XDH’si, Iskemi/reperfiizyon, hipoksi, siilfhidril gruplarinin oksidasyonu,
proteoliz, 37 derecede inkiibasyon, -20°C’de depolama, organik solventlerle XO’ya
doniigebilir ve boylece serbest oksijen radikalleri olugturur [152].

XO, bircok dokuda ROT’un baglica kaynaklarindan sayilmakta ve hiicresel

hasarin olusumunda anahtar bir enzim oldugu duisiintilmektedir [153].
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Iskemi/reperfiizyonu gibi hipoksik durumlarda, reperfiizyonu takiben doku
hasarinin meydana gelme mekanizmasimn, XDH’nin, XO’ya doniisiimiiyle oldugu
rapor edilmistir (Sekil 2.12.) [154]. Ozellikle bu doniigtimiin hipoksik sartlarda
hizlandig: bildirilmigtir [155].

Sultatos [156], etanoliin neden oldugu hipoksik durumun, karaciger ve kalp gibi
dokularda hiicre i¢gi ATP yapimu i¢in mevcut oksijendeki azalmayi da beraberinde
getirdigini, olusan bu hipoksik durumun sitozolik kalsiyumu artirarak bir proteazi aktive
ettigini ve boylece XDH’nin, XO’ya dontistiinii bildirmistir.

XO’nun iskemi/reperflizyon hasarindaki rolti ¢ok dikkat gekicidir. XO ile
tiretilen Oy” ve Hy0, bir taraftan XDH’nin XO’ya doniistimiinii hizlandirmakta ve

bdylece devamli ROT tireten kor bir dongii meydana gelmektedir [31].

ATP OH
¢ F eHT
SOD
ADP o 90, 1,0,54% myo0+0,
¢ U NO<€4—— NOS
AMP
¢ ONOO
NOy”
Adenozin Wi\ ’
i HOONO—» NO;y
Inozin————— Hipoksantin ——— Urik asit OH'

Sekil 2.12. Iskemi/reperfiizyonda XDH’nin, XO’ya doniiserek radikal
tiirleri olugturma mekanizmasi.

Doku reperfiizyonu sirasinda olusan O,” barsak, deri, iskelet kasi, beyin, kalp,
akciger, bobrek ve karacigeri igine alan gesitli dokularda iskemi sonrasi hasarin kritik
bir pargas1 olarak ise karigmaktadir. XO inhibitorleri ve antioksidan enzimler, iskemi
sonrast hasarin alanimi Onemli derecede sinirlarlar. XO kaynakli radikaller, doku
hasarlarinda baglica sorumlu olarak goriilmektedirler.

Wang ve ark. [157], sigaraya maruz biraktiklari ratlarin gastrik mukozasinda,
sigaranin doz ve uygulama siiresine gore gastrik mukozal hiicrelerde artan apoptosis ve

XO aktivitesi tespit etmiglerdir. Aragtirmacilar sonug olarak, sigaraya maruz kalmanin,



artan XO aktivitesini beraberinde getirecegi ve bunun sonucunda agir1 ROT olugumuyla
gastrik mukozal hiicrelerde apoptosisi artirabilecegine kanaat getirmislerdir.

Alkoliin bobrekte, XO aktivitesinin artigina yol agarak asiri miktarda ROT
olusumuna neden oldugu ve bdylece doku hasarlanmalarinin meydana geldigi ileri
sirfilmiigtir [42]. Bu hasarlanmanin muhtemel mekanizmas: Sekil 2.13°de

Ozetlenmistir.

Etanol
NAD
ADH
NADH-+H
Asetaldehit

Asetat Q XORx

H,O,
Fe+3

Fe+2
OH

'

Bobrek hasari

Sekil 2.13. Bobrekte alkoliin XOR yoluyla muhtemel etkisi.

Kaynak ozetlerinde sigara ve alkoliin organizmaya olan etkileri tek tek
agiklanmigtir ancak anlama kolaylifi olmasi agisindan tiim bu etkiler Sekil 2.14.’de

topluca 6zetlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal malzemeler

Aragtirmada, analitik saflikta olan Sigma marka; glutatyon (GSH), 5,5°-
ditiyobis-2 nitrobenzoik asit (DTNB), 2-tiyobarbutiirik asit (IBA), potasyum kloriir
(KCl), ¢inko siilfat, 1,1,3,3, tetramethoksipropan, n-butanol, triklor asetik asit (TCA),
disodyum hidrojen fosfat (Na,HPOy), sodyum hidroksit (NaOH), tri sodyum sitrat,
glisin, sodyum nitrit (NaNQO,), siilfiirik asit (H,SO,4), hidroklorik asit (HCI), P-
aminobenzen stilfamid, N-naftil etilen diamin, fosforik asit (H3POj4, %85°1ik), potasyum
nitrat (KNOs3), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), dipotasyum hidrojen fosfat
(K2HPOy), nikotin amid adenin dinukleotid (NAD), ksantin, etilendiamintetraasetik asit
(EDTA), irik asit, hidrojen peroksit (H;O;), heksadesiltrimetil amonyum bromid
(HTAB), fenol, 4 amino antipirin, Na-K-tartarat, bakir siilfat (CuSO,), sodyum
tetraborat (NayB40O-), paraformaldehit, BSA kimyasal maddeleri kullanildi. Etil alkol
Malatya Seker Fabrikasi’ndan temin edildi. Ratlar filtreli Samsun sigarasina maruz
birakildilar (180 paket). Ayrica 540 litre, kalorisi belirli olan pastorize siit ve 25 kilo toz
seker harcandi. Total nitrit analizinde kadmiyum graniilleri kullanilda.

3.1.2. Kullanilan aletler

Numune hazirlanmasi ve enzim analizlerinde Hierschman marka ( 10 pl, 100 pl,
1000 ul’lik ) otomatik pipetler, cenco whirlmix vortex, Libror-AEG 320 model 0.0001
g’a duyarl hassas terazi, Hermle Z 383 K santrifiij, LKB Biochrom Ultrospec Plus 4054
model UV/visible spektrofotometre, Clifton manyetik karistirici, Hanna marka dijital
pH metre, Labortechnic marka homojenizator kullanildi. Ratlarin kronik olarak sigara
dumanina maruz birakilmalar esnasinda kullanilmak tizere; 0,75x1x0,85 m, 0,64 m?
ebatli ve hacimli plastik bir kabin yaptirildi. Ratlarin muhafazasi ve bakimi i¢in 28 adet
tel kafes ve beslenmelerinde kullanilmak tizere 28 adet agzi bilyeli sise temin edildi.
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3.1.3. Ratlarin temini ve bakimlari

Aragtirmada kullanilan, agirliklar1 180-220 gram arasinda degisen, 1 aylik, 28
tane Wistar albino tipi erkek rat, Inonti Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Aragtirma
Merkezinden temin edildi. Ratlar; her grupta 7 rat olmak iizere kontrol, alkol, sigara,
sigara + alkol olmak {izere 4 gruba ayrildiktan sonra, sessiz, sicaklifin 22 °C ve nemin
% 60-65 arasinda kontrol altinda tutuldugu, ayrica 12 saat 151k, 12 saat karanhk
siklusunun temin edildigi (08:00-20:00 saatleri arasi 151k) bir odada bakima alindilar.

3.2. Yontemler
3.2.1. Kronik alkol ve pasif sigara rat modellerinin olusturulmasi

Kronik alkolik rat modeli, Uzbay ve ark. [158]’na gére olusturuldu. Bu metoda
gore; baslangigta ratlarin tamami 7 giin slireyle sigir siitli, vitamin A (5000 IU) ve
siikrozdan olusan 1000 kcal/L' lik siv1 bir diyetle beslendiler. 7. glinlin sonunda, kontrol
ve sigara grubundaki ratlara etanol igermeyen diyet profili uygulanirken, alkol ve sigara
+ alkol grubundaki ratlara; dnce 3 giin siireyle % 2,4°liikk etanol igeren sivi diyet (v/v)
verilmeye baglandi. 3. giiniin sonunda etanol konsantrasyonu % 4,8’e yiikseltilerek 14.
giine kadar aymt dozda verilmeye devam edildi. 14. giiniin sonunda ise etanol
konsantrasyonu % 7,2’ye yiikseltildi ve 6. ay’in sonuna kadar igerisinde % 7,2 etanol
iceren sivi diyet uygulamasina devam edildi. Deney sonuna kadar diyet'in kalori ve
vitamin degeri siirekli olarak sabit tutuldu. Aym siire zarfinda, kontrol grubu ve sigara
grubundaki ratlara etanol igermeyen, kalorisi 1000 kcal/L’ye ayarlanmig sivi diyet
verildi. Gruplara uygulanan siv1 diyet giinliikk olarak hazirlandi ve her hayvanin glinliik
diyet alim miktarlar1 aragtirma siiresince kaydedildi.

Sigara ve sigara + alkol gruplarini olusturan ratlar 6 aylik siire boyunca her giin ,
Zhu ve ark. [159] tarafindan tanimlanmig (model H 5500, Bioclean, Duo Flo, Lab
products Inc., Maywood, N.J.) model esas alinarak pasif tarzda sigara dumanina maruz
birakildilar. Bu amagla rat bagina 0,045m*® hacimda hava diisecek sekilde plastik bir
kabinin (0,75x1x0,85 m., 0,64 m?® ebatl1 ve hacimli) hazirlanmasindan sonra, tarafimizca
modifiye edilmis bir sigara igme makinasi ile bu kabin arasinda gerekli baglantilar
gerceklestirildi. Bu diizenek yardimiyla hem filtre kismindan, hem de sigaranin yanan
ucundan ¢ikan sigara dumaninin kabin igersine toplanmasi saglandi. Sigara grubunu

olusturan ratlar bu kabin icersine yerlestirilerek, her 5 dakikada 1 sigara icirmek ve
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arada 5 dakika ara vermek suretiyle, 6 ay siiresince, her giin toplam 20 sigaranin

dumanina maruz birakildilar.

3.2.2. Numune alinmasi ve hazirhik iglemleri

6 aylik siirenin sonunda intraperitonal yolla ketalar rampun enjekte edilerek
uyutulan ratlarin bébrek dokulari, laporotomi yapildiktan ve daha sonra heparin igeren
fosfat buffer salina (PBS) ile perfiize edildikten sonra alindi. Bébrek dokularinm bir
kismi1 biyokimyasal analizler yapilincaya kadar —85°C’ye kaldirildi. Dokunun geri kalan
kismi ise %4’liik paraformaldehide alinarak fikse edildikten sonra, histopatolojik

calisma i¢in parafinize edildi.

3.2.3. GSH analizi

GSH, Ellman [160] metoduna goére tayin edildi. Metodun temel prensibi,
ortamdaki glutatyonun, 5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona girerek sar1-
yesilimsi renk vermesi seklindedir. Olusan bu rengin 1s1k siddeti, 410 nm’de

spektrofotometrede okunarak glutatyon miktari tayin edilmektedir.

3.2.3.1. Numune hazirlanmasi

Rat bobrek numunesi, 1-2 dakika 12000 devir/dakikada, %10’luk homojenat
olusturacak sekilde, distile su ilave edilerek buz tizerinde homojenize edildi. Daha
sonra, homojenat 3000 rpm'de, +4 derecede, 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatanta TCA ¢ozeltisi ilave edildi, karigtirildi ve tekrar santrifiij edilerek numune

GSH analizine hazir hale getirildi.

3.2.3.2. Kullamilan reaktifler

GSH, Na;HPOy, 5,5’-Ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ¢ozeltisi.
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3.2.3.3. GSH seviyesinin tayini

Numune Kor
%10’luk homojenat 500 pul —
Na,HPO, (0,3 M) 4 ml 4 ml
DTNB 500 ul 500 pl
Distilesu |- 500 ul

Hazirlanan ¢ozeltiler deney tiiplerine eklendi, vortekslendi ve 5 dakika sonra
olusan rengin siddeti spektrofotometrede 410 nm'de okundu, sonuglar glutatyon standart
grafiginden degerlendirildi.

3.2.4. MDA analizi

Lipid peroksidasyonunun bir géstergesi olan MDA, Ohkawa ve ark. [161]” nin
metoduna gore c¢alisildi. Metodun prensibinde ortamda bulunan MDA’nin,
tiyobarbutiirik asit ile reaksiyona girerek renkli bir kromojen olusturmasi yatmaktadir.
Olusan kromojenin 532 nm’de absorbansi okunarak MDA konsantrasyonu tespit

edilmektedir.

3.2.4.1. Numune hazirlanmasi

Rat bobrek numunesi, %1,15°lik KCl ¢o6zeltisi iginde, %10'luk homojenat
olusturacak sekilde, 15000 devir/dakikada, 1 dakika siireyle buz tizerinde homojenize
edildi. Bu homojenat direkt olarak MDA analizinde kullanildz.

3.2.4.2. Kullanilan reaktifler

SDS, asetik asit, 2-tiyobarbutlirik asit (%0,8), 1,1°,3,3° tetrametoksipropan

cozeltisi.



3.2.4.3. MDA diizeyinin tayini

Numune Kor
Homojenat 100 pl ---
%38,1 SDS 200 pl 200 pl
%20’1ik asetik asit 1500 pl 1500 ul
%0,8’lik TBA 1500 ul 1500 pl
Distile su 700 pl 800 pul

Hazirlanan ¢6zeltiler deney tiiplerine eklendi, vortekslendi ve tlipler kaynar suda
(en az 95 derecede) 1 saat bekletildi. Cesme suyunda sogutulan tiipler ve 3000xg’de 10
dakika santriftij edildi. Siipernatantin absorbanst 532 nm’de okunarak, numunelerin
MDA konsantrasyonlar1 1,1°,3,3” tetrametoksipropan ile hazirlanan standart grafikten
degerlendirildi.

3.2.5. Total nitrit analizi

NO {iretildigi bolgede hizla dnce nitrite daha sonrada nitrata doniisiir. Bu sebeple
dokudaki total nitrit analizi dogrudan NO’nun gdstergesi olacaktir, Total nitrit tayini
Cortas ve ark. [162] ve Navarro ark. [163]’nin metoduna gore yapildi. Metodun temel
prensibi; aktive edilen kadmiyum grantillerinin ortamdaki nitrati, nitrite indirgemesi ve
olusan nitritin greiss reaktifi ile kirmizims1 bir renk olugturmasi ve bu renginde 548

nm’de okunmasi esasina dayanmaktadir.

3.2.5.1. Numune hazirlanmasi

Rat bobrek numunesi, distile su iginde, %10'luk homojenat olusturacak sekilde,
15000 devir/dakikada, 1 dakika slireyle buz tizerinde homojenize edildi. Homojenat,
swrastyla 82 mmol/L'lik ZnSO4 ve 55 mM/L'lik NaOH ilavesi ile deproteinize edildi ve

elde edilen siipernatant total nitrit analizinde kullamlda.
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3.2.5.2. Kullanilan reaktifler

Kadmiyum graniilleri, Glisin-NaOH tamponu (0,25 M, pH:9,7) %]1’lik
Sulfanilamid, %1°lik N-naftiletilendiamin, 5 mmol/L bakir siilfat, sodyum nitrit,
stilfiirik asit (0,1 mol/L) ¢6zeltileri.

3.2.5.3. Total nitrit konsantrasyonunun analizi

Kadmiyum graniillerine 5 mmol/L’lik bakir siilfattan 1 ml eklendi, 2 dakika
vortekslendi ve kadmiyumlar aktive edildi. Kadmiyumlar tizerine 0,5 ml siipernatant,
0,5 ml Glisin-NaOH tamponu eklendi ve 2 saat boyunca g¢alkalandi. Boylece dokudaki
nitratin kadmiyumla nitrite indirgenmesi saglandi. 2 saat sonra, 0,5 ml rediiklenmis siv1
alindy, tizerine 0,5 ml Greiss reaktifi eklendi (siilfanilamid+N-naftiletilendiamin) ve 30
dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda spektrofotometre 548 nm'de distile su ile
sifirlandi ve numunelerin absorbanslart okundu. Numunelerin nitrit konsantrasyonlari,

hazirlanan sodyum nitrit grafiinden yararlanilarak hesaplandi.

3.2.6. MPO analizi

MPO enziminin analizi Wei ve ark. [164]’min metoduna gore yapildi. Metodun

temel prensibinde;

MPO
H,0, + Fenol + 4 amino antipirin ——» Renkli kromojen (quinoneimin)

olusumu vardir. Arastirmada MPO aktivitesi, 1 M kromojen= AAs;¢= 1/6580 mol I
faktort tizerinden hesaplandi. Enzim aktivitesi U/gr protein olarak verildi. Dokudaki
protein miktar1 BSA’nin standart olarak kullanildig1 biiiret metoduna gore tayin edildi

[165].

3.2.6.1. Numune hazirlanmasi

Rat bobrek numunesi, %0,5’lik heksadesiltrimetil amonyum bromid (HTAB)
icinde, 16000 devir/dakikada, 1 dakika siireyle, buz iizerinde homojenize edildi.
Homojenat 10000xg’de, + 4°C’de, 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatant enzim

analizinde kullanildi:

52



3.2.6.2. Kullanilan reaktifler

4 aminoantipirin/fenol ¢ozeltisi (4-aminoantipirin (25 mM) + %2 fenol), HTAB,
1,7 mM H,0, ¢dzeltileri.

3.2.6.3. MPO aktivite tayini

Kor Numune
Distile su 1.8ml |-
4-aminoantipirin/fenol ¢6z. | 1,2 ml 1,3 ml
Hidrojen peroksit |- 1,5 ml
Numune  [~=-—-- 200 pl

Spektrofotometre 510 nm’de korle sifirlandi. Daha sonra numune tliptine 6rnek
konur konmaz karistirild: ve 510 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artisi kaydedildi.
Numunelerin MPO aktiviteleri, kromojenin ekstinction sabitesi kullanilarak absorbans

degerleri lizerinden hesaplandi.

3.2.7. XO analizi

Ksantin oksidaz aktivitesi, Prajda ve ark. [166]’nin metoduna gore g¢aligildi.
Metodun temel prensibinde, ortamda bulunan XO’nun ksantini kullanarak irik asit
olusturmas1 esas1 vardir. Olusan iirik asit, %100’lik TCA eklenmesi ile ortamda
sabitlenir ve 30 dakika boyunca olusan iirik asit miktar1 belirlenir. Enzim aktivitesi U/gr
protein cinsinden ifade edildi. Numunelerdeki protein miktarlar1 BSA’nin standart
olarak kullanildig: bitiret metoduyla belirlendi [165].

3.2.7.1. Numune hazirlanmasi

Bobrek doku numunesi, 12000 devir/dakikada, 1 dakika siireyle distile su ile buz
tizerinde homojenize edildi. Daha sonra homojenat 3500 rpm’de, 25 dakika santrifiij

edildi ve stipernatant enzim analizinde kullanildi.

3.2.7.2. Kullanilan reaktifler

Ksantin (4mM/L), TCA(%100), fosfat tamponu (50 mM, pH:7,5) ¢6zeltileri.
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3.2.7.3. XO aktivite tayini

Kor Numune
Ksantin (4mM/L) 37,5 ul 37,5
Fosfat Tamponu 2100 pl 2100 pl
Numune |- 37,5 ul
37 derecede 30 dakika inkiibasyon
TCA (%100) 100 ul 100 pl
Numune 37,5 ul ==

Hazirlanan ¢6zeltiler yukaridaki ¢aligsma prosediiriinde verilen siraya gére deney
tiiplerine eklendi, vortekslendi ve 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. 293 nm’de
slipernatantin absorbansi okundu. Numunelerin {irik asit konsantrasyonlari, iirik asitle

hazirlanan standart grafikten degerlendirildi.

3.2.8. XDH analizi
XDH metodu standardize edilemedigi i¢in ¢alisilamamusgtir.
3.2.9. Bibrek dokusunun histopatolojik yonden incelenmesi

Rat bobrek dokulari, %4’liik paraformaldehitte 1 giin boyunca bekletilerek tespit
edildi. Daha sonra dokular parafin bloklara gomiildiiler. Parafinize edilen dokular,
mikrotom ile 5-10 mikrometre kalinlifinda kesilerek lama yapistirildilar. Hematoksilen-
eozin boyama yontemiyle boyanan doku preparatlari, entellan ile kapatildi ve 1s1k

mikroskobunda incelenerek, histopatolojik agidan degerlendirildi.

3.2.10. istatistiki analizler

Aragtirma sonuglan students’s t testi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama +
standart hata olarak verildi. P<0,05 olan degerler istatistiki agidan anlamli olarak kabul
edildi.



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Gruplarmn Bébrek Dokusunda Olgiilen GSH Diizeyleri

Bobrek GSH seviyesi kontrole gore, alkol, sigara, sigaratalkol gruplarinda
anlaml1 sekilde diismiistii (P<0,05). Alkol ve sigaratalkol gruplan karsilagtirildiginda
GSH’daki diisiis anlamli degildi (Cizelge 4.1. ve 4.2.).

Cizelge 4.1. Gruplarin Bsbrek Dokusunda Olgiilen GSH Diizeyleri

Gruplar GSH (umol/gr yas doku)
L. Grup /Alkol (n=7) 0,910+0,06
II. Grup /Sigara (n=7) 1,141£0,06

III. Grup /Sigara+Alkol (n=7) |0,818+0,04

IV. Grup /Kontrol (n=7) 1,57940,06

Cizelge 4.2. Gruplarin GSH Diizeylerinin Istatistiki Ac¢idan Degerlendirilmesi

Gruplar P Degeri
I. Grup / IV. Grup P <0,05
II. Grup / IV. Grup P <0,05
III. Grup /IV. Grup P <0,05
L. Grup / II. Grup P <0,05
IT Grup / III. Grup P <0,05
I. Grup / III. Grup P> 0,05
1,6
1,44
1,24
3
E’ 0,8
é 0,6 ~
0,44
0,24
ol

kontrol alkol sigara sigara+alkol

Sekil 4.1. Kontrol, alkol, sigara ve sigarat+alkol grubu bobrek GSH diizeyleri.
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4.2. Gruplarin Bobrek Dokusunda Olgiilen MDA Diizeyleri

Bobrek MDA diizeyi kontrole gore, alkol, sigara, sigaratalkol gruplarinda
anlamli sekilde artmisti (P<0,05). Alkol ve sigaratalkol, alkol ve sigara gruplar

arasindaki fark istatistiki agidan anlamlt degildi (Cizelge 4.3. ve 4.4.).

Cizelge 4.3. Gruplarin Bsbrek Dokusunda Olgiilen MDA Diizeyleri

Gruplar MDA (nmol/gr yas doku)
I.Grup /Alkol (n=7) 71,4428

II.Grup /Sigara (n=7) 641£3,6

II.Grup / Sigara+Alkol (n=7) 76,543

IV.Grup /Kontrol (n=7) 40,1413,4

Cizelge 4.4. Gruplarin MDA Diizeylerinin Istatistiki A¢idan Degerlendirilmesi

Gruplar P Degeri
I. Grup / IV. Grup P <0,05
II. Grup /IV. Grup P <0,05
1. Grup /IV. Grup P <0,05
L. Grup / IL. Grup P>0,05
IT Grup / III. Grup P <0,05
I. Grup / I1I. Grup P> 0,05
80+
70
60
% 50-
3 404
g 30
204
10- -
0 : /

kontrol

sigara alkol+sigara

Sekil 4.2. Kontrol, alkol, sigara ve sigaratalkol grubu bobrek MDA diizeyleri.

56




4.3. Gruplarm Bobrek Dokusunda Olgiilen Total Nitrit Diizeyleri

Bobrek total nitrit diizeyi kontrole gore, alkol, sigaratalkol gruplarinda anlamhi
sekilde dustiktii (P<0,05). Kontrol ve sigara, alkol ve sigaratalkol, gruplarmdaki fark
istatistiki agidan anlamli degildi (Cizelge 4.5. ve 4.6.).

Cizelge 4.5. Gruplarin Bsbrek Dokusunda Olgiilen Total Nitrit Diizeyleri

Gruplar Total nitrit (nmol/gr yas doku)
I.Grup /Alkol (n=7) 261,09+4,8
IL.Grup /Sigara (n=7) 329,76+5,6

II.Grup / SigaratAlkol (n=7) |254,15+3,8

IV.Grup /Kontrol (n=7) 347,7348,1

Cizelge 4.6. Gruplarin Total Nitrit Diizeylerinin Istatistiki A¢idan Degerlendirilmesi

Gruplar P Degeri
I. Grup / IV. Grup P <0,05
II. Grup /IV. Grup P> 0,05
II. Grup /IV. Grup P <0,05
L. Grup /II. Grup P <0,05
II Grup / III. Grup P <0,05
I. Grup / III. Grup P> 0,05

nmol/g.y.d

0 - T . g T 1 1
kontrol alkol sigara sigaratalkol

Sekil 4.3. Kontrol, alkol, sigara ve sigara+alkol grubu b&brek total nitrit diizeyleri.



4.4. Gruplarmm Bibrek Dokusunda Olciilen MPO Aktiviteleri

Bosbrek MPO aktivitesi kontrole gore, alkol ve sigaratalkol gruplarinda anlamli
sekilde yiiksekti (P<0,05). Alkol ve sigara, kontrol ve sigara gruplari arasindaki fark
istatistiki agidan anlam!i bulunamadi (Cizelge 4.7. ve 4.8.).

Cizelge 4.7. Gruplarin Bobrek Dokusunda Olgiilen MPO Aktivitesi

Gruplar MPO (U/gr protein)
I.Grup /Alkol (n=7) 16,16%1,1
I.Grup /Sigara (n=7) 14,71£1,1

III.Grup / Sigara+Alkol (n=7)  |{23,75+0,9

IV.Grup /Kontrol (n=7) 13,540,6

Cizelge 4.8. Gruplarin MPO Aktivitelerinin Istatistiki A¢idan Degerlendirilmesi

Gruplar P Degeri
I. Grup / IV. Grup P <0,05
II. Grup / IV. Grup P>0,05
II. Grup / IV. Grup P <0,05
L. Grup / II. Grup P>0,05
IT Grup / 1. Grup P <0,05
L. Grup / III. Grup P <0,05
25-
20-
=1
B 15-
&
& 10-
S
54
0 e . . . .

kontrol alkol sigara sigaratalkol

Sekil 4.4. Kontrol, alkol, sigara ve sigara+alkol grubu bébrek MPO aktiviteleri.
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4.5. Gruplarmm Bibrek Dokusunda Olgiilen XO Aktiviteleri

Bobrek XO aktivitesi kontrole gore, alkol, sigaratalkol gruplarinda anlamli
sekilde yiiksekti (P<0,05). Kontrol ve sigara gruplan arasindaki artig istatistiki agidan

anlamli degildi (Cizelge 4.9. ve 4.10.).

Cizelge 4.9. Gruplarin Bsbrek Dokusunda Olgtilen XO Aktiviteleri

Gruplar XO (U/gr protein)
[.Grup /Alkol (n=7) 5,19+0,3
II.Grup /Sigara (n=7) 3,22+0,1
HI.Grup /Sigara+Alkol (n=7) 7,59+0,9
IV.Grup /Kontrol (n=7) 2,77£0,3

Cizelge 4.10. Gruplarin XO Aktivitelerinin Istatistiki A¢idan Degerlendirilmesi

Gruplar P Degeri
I. Grup / IV. Grup P <0,05
II. Grup / IV. Grup P> 0,05
II. Grup / IV. Grup P <0,05
I. Grup / II. Grup P <0,05
II Grup / III. Grup P <0,05
I. Grup / III. Grup P <0,05

Ulgr protein
N

kontrol alkol

sigara sigara+alkol

Sekil 4.5. Kontrol, alkol, sigara ve sigara+alkol grubu bébrek XO aktiviteleri.
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Sekil 4.6. Kontrol grubu bobrek dokusunun histopatolojik gériintimii; normal
glomeruluslar (a410X) ve tiibiiller (b800X).

Sekil 4.7. Alkol grubu bobrek dokusunun histopatolojik g6riiniimii; tiibiillerde
dejenerasyon (d) (a365X) ve glomeruluslarda vakuollesme (v) (++) (b170X).




Sekil 4.8. Sigara grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintimii; tiibillerde
dejenerasyon (+) (d) (a290X, b160X).

Sekil 4.9. Sigarat+alkol grubu bdbrek dokusunun histopatolojik goriinimii; tiibiillerde
dejenerasyon (d) (a245X) ve glomerulus bazal membraninda erime (e) (+++) (b675X).
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5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde sigara ve alkol kullamim yasmin oldukga diismiis olmasi, gengler
tarafindan sigara ve alkoliin ¢ok kolay bir bigimde elde edilebilmesi ve toplumda sigara
ve alkoliin zararli etkilerinin yeterince anlatilamamasi bu aragtirmamizin 6nemini bir kat
daha artirmaktadir. Tezin giris kisminda da ifade ettigimiz gibi sigara ve alkol kaynakli
olimler, onlenebilir 6liimlerdir. Viicutta bu iki etkenin zararlari, tetikleyebilecekleri
mekanizmalardan ve ayni zamanda bizatihi kendilerinden kaynaklanmaktadir. Gerek
alkoliin kendisi ve gerekse de metabolitleri, ayn1 zamanda sigaramin nikotin’i ve
metaboliti kotinin’i, yiikksek derecede lipofilik 6zellik gbstermesi nedeni ile ¢ok kisa
stirede viicudun biitiin doku ve hiicrelerine kolaylikla ulagabilir. Bu nedenle, alkol ve
sigaranin zararl etkisi tek bir kullanimda dahi meydana gelebilir.

Ozellikle sigara ve alkoliin organizmaya olan zararlari, agin miktarda ROT
olugturarak meydana gelmektedir. ROT, membran lipidleri, proteinler ve niikleik asitleri
icine alan bir ¢ok molekiilde oksidatif hasara neden olmaktadir. Bu tiirlerin zararli
etkileri hiicresel antioksidan savunma sistemi ile kontrol edilmektedir. Toksik
maddelerin bir ¢ogunun zararli etkisi, memeli organizmalarda biyotransformasyonlari
boyunca olusan reaktif iirlinlerinden kaynaklanmaktadir. Oksijen kaynakli radikallerin
hiicreler iizerinde sitoksik etkiler meydana getirdigi bilinmektedir. Oksidatif stres
boyunca olusan OH' ve 'O, radikali gibi ROT’lar, membran lipidleri gibi hiicre
bilesenlerinde genis bir hasarlanmaya neden olabilirler ve peroksidatif zincir
reaksiyonlarini baglatabilirler.

In vivo olarak ROT un agir1 {iretimi, lipid peroksidasyonuna neden olur. Ortadan
kaldirilmayan ROT’un etkisi, lipidlerin oksidasyonuyla sonug¢lanir. ROT, kronik alkol
ve sigara kaynakli hasarda baslica sorumlu olarak goriilmektedir [60].

Etanoliin ilk metaboliti olan asetaldehit, proteinlere kovalent baglanarak
proteinlerin biyolojik aktive ve fonksiyonlarini bozarak hasara neden olabilir. Alkoli
metabolize eden, alkol dehidrogenaz, katalaz ve mikrozomal oksitleyici sistemin
indiiklenmesinin bir sonucu olarak O," radikal olugsumu ve hidroksietil serbest radikal
olusumunda da bir artma goriiliir [41]. Sigara kullamimi ise beraberinde serbest
radikallerin oldukga fazla miktarda organizmaya girisine neden olur.

Organizmada toksik metabolitleri inaktive eden ve yakalayabilen koruyucu
sistemler vardir ve boylece dokularda bu metabolitlerin birikimi ve toksisiteleri

Oonlenmis olmaktadir. GSH, i¢ ve dis kaynakli toksik kimyasallara karsi hiicresel

62



savunma sisteminde 6nemli bir rol oynar. GSH diizeyinin azalmasi, toksik bilesiklere
kars1 hiicre savunmasini bozmakla kalmaz, hem de oksidatif strese karg1 dokular: hasara
daha duyarli hale getirebilir. Oksidatif stres, oksidanlarin olusumu ve antioksidan
sistemlerin aktivitesi arasindaki dengenin bozulmasidir.

Sigara ve alkoliin ROT olusturma kapasiteleri gbz oniine alindiginda, biitlin
dikkatler 6zellikle antioksidan sistem iizerine yogunlagsmaktadir. Savunma sistemindeki
bozulmanin ortaya konulmasi, dis kaynakli organizma hasarinda ne yapabilecegimiz
acisindan bizlere yol gosterici olacaktir. Bu. diisiinceden hareketle bu konu tizerinde ¢ok
sayida arastima yapilmistir. Bu c¢aligmalarin 6zet bilgisi asagida siralanmig ve
bulgularimizla karsilagtirilmagtir.

Kronik rat modeli olusturulan bir arastirmada, 6 ay boyunca alkol uygulamasinin
karaciger ve bobrek GSH seviyesini oldukca digtirdiigli tespit edilmistir. Bu
aragtirmada, uzun siire alkol kullaniminin antioksidan sistemde bozulmalara yol agarak,
organizmada peroksidasyonu artirabilecegi ve bunun sonucunda da oksidatif hasar
olusabilecegi sonucuna varilmistir [52].

Vina ve ark. [97], karacigerden izole edilerek yapilan hepatosit kiltiiriinti 60
dakika boyunca etanol ile muamele ettiklerinde, etanol uygulanan gruptaki
hepatositlerin GSH seviyelerinin 6nemli derecede diistiigtinii tespit etmiglerdir. Ayrica
hepatositlere etanol yerine asetaldehit uyguladiklarinda, etanoliin etkisinden daha fazla
bir GSH diismesi oldugunu ortaya koymuslardir. Arastirmacilar, etanoliin esas etkisinin,
kendinden daha ¢ok metaboliti olan asetaldehitten kaynaklanabilecegine karar
vermislerdir.

Speisky ve ark. [105], disi Sprague-Dawley ratlara 4 gr/kg vucut agirlii
oraninda %20’lik alkol uygulayarak yaptiklar1 akut etanol toksikasyon ¢aligmasinda,
alkol uygulamasmin 5. saatinde dahi hepatik GSH igeriginin diistiigiinii tespit
etmiglerdir.

6 gr/kg konsantrasyonunda tek doz etanoliin erkek farelere intraperitonal olarak
verildigi bir bagka ¢aligmada, tek doz etanoliin bile karaciger GSH diizeyini 6nemli
derecede azalttigr gOrlilmistiir. Yine aym c¢alismada, uygulanan etanoliin
konsantrasyonuna bagli olarak, karacier GSH’min giderek diistiigii tespit edilmistir
[167].

Flora ve ark. [68], 6 hafta boyunca alkol uyguladiklar ratlarin, kan ve hepatik

GSH seviyelerini azalmig olarak tespit etmislerdir. Arastirmacilar GSH azalmasinin,
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alkol metabolizmasi sonucu olugsan asetaldehitin GSH’la etkileserek GSH™1
oksitlemesinden kaynaklanabilecegini 6ne stirmiiglerdir.

Acharya ve ark. [53], erkek ratlara 22 hafta boyunca alkol vererek, alkoliin
karaciger total glutatyon seviyesine ve Kkaraciger histopatolojisine etkilerini
arastirmiglardir.  Arastirmacilar, alkol verilen grupta, karaciger total glutatyon
seviyesinin, kontrole gore anlamli sekilde azaldigini, bu durumun etanoltin, GSH
sentezini inhibe etmesinden veya alkol detoksifikasyonu i¢cin GSH’1n karacigerde hizla
kullaniliyor olmasindan kaynaklanabilecegini, bunun sonucunda da karaciger
dokusunda histopatolojik lezyonlarin meydana gelebilecegini 6ne stirmiislerdir.

Akut egzersiz uygulanan ratlara, egzersiz sonrasi %20’lik alkol verilmesiyle
yapilan bir diger deneysel ¢aligmada, %20°1ik alkoliin beyinde lipid peroksidasyonunu
artirdig1 tespit edilmigtir [168].

Novelli ve ark. [60], erkek ratlara 60, 120, 180, 240, 300 giin boyunca alkol
uygulayarak alkoliin iireme sistemindeki etkilerini inceledikleri aragtirmada, alkoliin rat
seminal damarlarinda, uygulanan alkol stiresine bagli olarak MDA seviyesini artirdigini
gézlemislerdir.

Ignazio ve ark. [104], kronik alkoliklerin plazma ve eritrosit MDA seviyelerinin
arttigini, GSH konsantrasyonlarinin ise oldukea diistigiinii bildirmislerdir. Bu durumun
etanol ile olusan asetaldehitin dolasima katilarak, lipidlere ve hiicre membranlarinda
direkt oksidatif etki yapmasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Scott ve ark. [169], erkek ratlara 2, 4, 6 gr/kg oranlarinda etanol uygulamaiglar ve
uygulamalarin 1. saatinin sonunda ratlarda bobrek GSH seviyesinin, uygulanan doza
bagli olarak anlamli sekilde azaldigini, MDA seviyesinin ise 6 gr’kg dozda anormal
derecede artmus oldugunu tespit etmislerdir. Bu grup 2, 4 gr/kg diizeyde etanol
uygulanan ratlarda MDA diizeyinin degismemis olmasim, GSH seviyelerininin 6nemli
derecede diismemis olmasina baglamiglardar.

Yapilan bir diger ¢alismada ise etanoliin hepatik GSH igerigini azalttig1 ve buna
bagli olarak lipid peroksidasyonunu anormal derecede hizlandirdig1 ortaya konulmustur
[170].

Bir bagka g¢alismada, kronik alkoliklerde kan GSH seviyesinin diistiigiinii ve
MDA diizeylerinin arttiint bildirilmigtir. Arastirmacilar, bu durumun kronik alkol
alimiyla olusan oksidatif hasarin géstergesi olabilecegi sonucuna varmiglardir [171].

Aragtirmacilar deneysel, pasif sigara modelleri lizerinde, sigaranin etkilerini de

incelemislerdir. Yapilan bdyle bir arastirmada, erkek ratlara 30 giin siireyle glinde 3 kez
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sigara i¢irilmis ve bdbrek GSH diizeyleri incelenmigtir. Aragtirma sonunda, bSbrek
GSH diizeyi kontrol grubunda 4,75 nmol/mg protein ve sigara grubunda ise 4,26
nmol/mg protein olarak tespit edilmistir. Ancak gruplar arast GSH fark: istatistiki
acidan anlamli olarak bulunmamustir [85].

Kaleli ve arkadaglarmin [172,173], sigara icen kisilerde yaptiklart iki ayn
calismada eritrosit ve serum lipid peroksit diizeylerinin artmis oldugunu bildirmisglerdir.
Bu durumun sigara kaynakli oksidatif hasar nedeniyle meydana gelmis olabilecegini
ifade etmislerdir.

Kalra ve ark. [86], yaptiklar1 aragtirmada, sigara i¢enlerin kan ve serum MDA
iceriklerinin artmis oldugunu tespit etmiglerdir. Bu durumun sigara igenlerin
polimorfniikleer 16kositlerinin aktive olarak asir1 derecede serbest radikal tiretmeleri
nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilecegini bildirmislerdir.

Morrow ve ark. [174], sigara igenlerde yaptiklar1 arastirmada plazma lipid
peroksidasyonu tirtinlerinin  (F»-isoprostan) o6nemli derecede artmus oldugunu
bulmugslardir ve isoprostanlarin lipid peroksidasyonunun diger bir indeksi olabilecegini
bildirmislerdir.

Sigara kullanimiyla beslenme durumu ve antioksidan statiisiiniin incelenmesi
amactyla yapilan bir arastirmada, sigara icenlerin plazmalarinda igmeyenlere gore
yiiksek lipid peroksidasyonu iiriinleri tespit edilmistir. Aragtirmacilar sigara icenlerin
plazmalarindaki lipid peroksidasyon tirtinlerindeki artigin sigara i¢imiyle, azalan total
antioksidan kapasiteden ve artan oksidatif stresten kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.
Aymi caligmada, sigarayla birlikte alkol kullananlarda bu peroksidasyonun daha da
artti@1 rapor edilmistir [175].

Anand ve ark. [94], 3 ay slireyle pasif sigara dumanina maruz birakilan ratlarda
yaptiklart ¢aligmada, bobrek dokusunun GSH ve MDA diizeylerini Olgerek,
oksidan/antioksidan dengeyi incelemislerdir. Sonucta, kontrol grubu ratlarda GSH
seviyesi 3,71 pumol/gr yas doku olarak bulunurken, sigara grubunda 2,74 pmol/gr yas
doku olarak tespit etmislerdir ve GSH diismesinin istatistiki agidan anlamli oldugunu
bildirmislerdir. MDA seviyesini kontrolde 0,09 nmol/mg protein, sigara i¢gen grupta
0,21 nmol/mg protein olarak bulmuslardir. Bu sonuglar, sigara dumamina maruz
kalmanin bébrek dokusunda oksidan/antioksidan dengeyi oksidanlarin lehine bozarak
doku hasarlanmas1 meydana getirebilecegi seklinde yorumlanmustur.

Husain ve ark. [4], 6,5 hafta boyunca ratlara %20’lik etanol, deri alt1 nikotin,
nikotint+etanol uygulayarak yaptiklari ¢aligmada karacier, bobrek, akciger ve testis
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dokularinda GSH diizeylerini incelemislerdir. B6brek GSH’inda gruplarin higbirinde
anlamli degisme bulmazken, karaciger, testis ve akciger GSH seviyesinin biitlin
gruplarda azaldidi, karaciger MDA diizeyinin biitiin gruplarda arttig1, bobrek MDA
diizeyinin etanol ve etanol+sigara gruplarinda anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir.
Arastirmacilar  GSH seviyesinin diger dokularda diigerken, bobrek dokusunda
degismeden  kalmasinin, bobrekte GSH  turnoverinin  hizli  olmasindan
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Bir bagka arastirmada, kronik bobrek yetmezligi olan kisilerin serum MDA
diizeylerinin 2,25 pumol/L, saglikli insanlarin MDA diizeylerinin ise 1,01 pmol/L oldugu
bildirilmis ve bu sonug kronik bobrek hasarlanmalarinda lipid peroksidasyonunun arttig
seklinde yorumlanmaistir [109].

Bizim aragtirmamizda; bébrek GSH diizeyi kontrolde 1,579+0,06 umol/gr.yas
doku (g.y.d), alkol grubunda 0,910%£0,06 umol/g.y.d, sigara grubunda 1,141:+0,06
umol/g.y.d ve sigaratalkol grubunda ise 0,818%0,04 umol/g.y.d olarak tespit edildi.
Kontrole gore biitiin gruplarda bobrek GSH seviyesi anlamli gekilde diismistti (P<0,05).
Bobrek MDA diizeyi ise kontrolde 40,14£3,4 nmol/g.y.d, alkol grubunda 71,4+2,8
nmol/g.y.d, sigara grubunda 64+3,6 nmol/g.y.d ve sigaratalkol grubunda ise 76,514,3
nmol/g.y.d olarak bulundu. Kontrole goére biitiin gruplarda bobrek MDA seviyesi
anlamli sekilde artmistt (P<0,05). Bizim sonuglarimiz aym konuda yapilmig arastirma
sonuglariyla paralellik gostermektedir.

ROT, yalmizca patolojik bir neden olarak karsimiza ¢ikmaz, fizyolojik sartlar
alttnda ROT’un diisiik konsantrasyonlar1 hiicrenin ve organ fonksiyonunun normal
isleyisinde énemli bir rol oynar. ROT, vaskiiler kasiimanin kontroliinde ige katiimakta
ve O," radikali ve NO’nun etkilesimi kardiovaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinde
dnemli mekanizmalardan biri olarak karsimiza gikmaktadir. O,” radikali, NO’yu inhibe
etmektedir. Bu nedenle asetilkolin veya diger endotel kaynakli vasodilatorler
indirgenmektedir. O,” radikalinin iiretimi veya ortadan kalkmasi vaskiiler duvarda NO
seviyesinin ve aktivitesini tamamiyle etkilemektedir. NO ve O," arasidaki bu etkilesim
endotelyal fonksiyonun diizenlenmesinde ve boylece vaskiiler kasilmanin kontrol
edilmesinde onemlidir. Oksidatif stresin hipertansiyonun patogenezinde ve ona bagli
vaskiiler hastaliklarin gelisiminde kritik bir rol oynadig: bildirilmigtir [32].

Cesitli biyolojik sartlar altinda NO ve ROT olusabilir. Cesitli biyolojik

molekiiller ile NO ve ROT’un biyolojik ve kimyasal etkilesimi farkli immiinolojik ve
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patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olur [123]. NO, bsbrek hemodinamigini
ve tiibiiler yapilan etkileyerek bobrek fonksiyonlarmi diizenleyen gii¢lii bir modulatdr
molekiildiir.

Kopekler ve ratlarda, bobrek NOS aktivitesinin inhibe edilmesinin, sodyum ve
su tutulmasma yol ac¢tig1 bildirilmistir. NOS inhibisyonu, bobrek bosaltim yeteneginde
azalmaya, pre ve post glomerular vaskiiler direngte artmaya ve sonrasinda da bobrek
kan akist ve glomerular siizme oraninda azalmaya neden olabilmektedir [176].

Endotel kaynakli gevsemenin, esansiyel hipertansiyonlu hastalarda azaldig:
tespit edilmistir. Bu hastalarda NO iretilememesi nedeniyle vazokonstriksiyon ve
sonugta hipertansiyon olusabilecegi ve bdylece geri doniistimsiiz glomerular hasarin
ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir [122].

Alkol toksisitesi sonrasi, NO’nun inhibisyonu, merkezi sinir sisteminin
baskilanmasina ve alkoliin anestezik etkisinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu
durum, alkoliin yiiksek dozlarinda ortaya ¢ikar ve alkol intoksikasyonu olarak
adlandirilir [177].

Etanol, serebellar NOS’u inaktive etmektedir. Bu inaktivasyon, NOS’un
substrati olan L-arjinin ile ve kofaktér olan tetrahidrobiopterin verilmesiyle
onlenebilmektedir. Arastirmacilar etanol indiiklii NOS inhibisyonunun, etanoliin;
enzimin konformasyonunu degistirmesinden ya da tetrahidrobiopterin ve/veya L-
arjininin baglanma bolgeleriyle etkilesiminden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.
Diger ¢énemli bir inhibisyon mekanizmasi ise etanoliin protein kinazlari aktive ederek
NOS’un fosforilasyonunu sagladigt ve fosforilasyon sonras1t NOS aktivitesinin ortadan
kalktig1 seklinde agiklanmigtir [178].

Etanoliin, hepatik Kuppfer ve endotel hiicrelerinde NO sentezini inhibe ettigi
bildirilmistir [179].

Su ve ark. [75], endotel hiicre kiiltiiriine sigaradan elde edilen 6ziitli 24 saat
boyunca uygulamuglar ve eNOS enzim aktivitesine bakmuglardir. Sigara Oziitliniin
dozuna ve zamana bagli olarak, eNOS aktivitesinde azalma tespit etmislerdir.
Arastirmacilar bu durumu, protein kinaz C-kaynakli fosforilasyon ve eNOS aktivite
kaybi arasindaki iligkiden olabilecegini, ayrica sigaranin igerdigi hidrojen peroksit,
hidrojen siyanid, nitrojen oksitler ve akrolein gibi oksidanlarin eNOS ifadesini ve/veya
aktivitesini azaltabilece@ini, sigarada bulunan nitritin de eNOS inhibisyonuna neden

olabilecegi seklinde agiklamislardir.
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Bobrekte NO kaynakli vazodilatasyon olusabilmesi, asetilkolin mevcudiyetine
baglidir. Kronik sigara kullanicilarinda asetilkolinin azaldigi ve buna bagli olarakta
bbrekte vazodilatasyon mekanizmasinda bozulma oldugu tespit edilmistir [180].

Neunteufl ve ark. [77], kronik sigara kullanimi sonrasi endotel bagimli
gevsemenin  bozuldugunu  bildirmislerdir. = Aragtirmacilar, tetrahidrobiopterin
uygulamastyla bu durumun diizeldigini ortaya koymuslar ve endotel gevsemesinin
bozulmasinin, sigara i¢imiyle meydana gelen serbest radikal patlamasindan ve ayni
zamanda tetrahidrobiopterin eksikliginden dolayr NOS’un inhibe olmasindan
kaynaklandig1 sonucuna varnuglardir.

Masahiko ve ark. [181], sigara igenlerde viicut NO {iretiminin bir indeksi olan
plazma nitrat ve nitrit konsantrasyonlarmin tek bir sigara i¢iminden sonra bile
diistiigiin{i tespit etmiglerdir. Bu durumu, oksidan aracili bir reaksiyonla endotel
hiicrelerinden NO’nun saliniminin bozulmasina baglamiglardir. Ayn1 zamanda plazma
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin de azaldigini rapor etmislerdir.

Wever ve ark. [89], sigara kullanan saglikli ve kronik b&brek rahatsizlif1 olan
hastalar iizerinde yaptiklar arastirmada, kronik bobrek hastaligi olan grubun plazma
arjinin seviyesi 71 umol/L, kontrol ve sigara kullanan gruplarda ise sirasiyla 95 pmol/L,
92 pumol/L olarak bulunmustur. Kronik bobrek hastalarinda plazmada NO diizeyi 0,13
umol/L, kontrolde 0,23 pmol/L olarak ve sigara icen grupta ise 0,22 umol/L olarak
tespit edilmistir. Kronik bdbrek hastalarinda NO tiretimi kontrole gére anlaml sekilde
azalmisken, sigara igen grupta degismemistir.

Higman ve ark. [182], uzun siireli sigara kullaniminin, damar endotel hiicresine L-
arjininin girigini azaltarak NO yapimini engelledigi, bunun sonucu olarak damar
tonusunu, diiz kas hiicre ¢ofalmasimu ve trombosit birikimini arttirdiimi agikca
gostermislerdir.  Aragtirmacilar sigaranin  bu etkilerinin, damar tikamkhgmin
fizyopatolojisinde ¢ok 6nemli bir mekanizma oldugunu ifade etmislerdir.

Sigara igiminin koroner arterlere etkisini incelemek amaciyla yapilan bir
calismada, aragtirmacilar L-NAME’i ve bir damar dilatatorii olan asetil kolini tek bagina
veya beraberce vererek, L-NAME ile NOS’nun inhibe olmasinin, asetil kolin etkisiyle
damar endotelinde meydana gelecek damar geniglemesini bozdugunu ve buna bagh
olarak hem proksimal hem de distal koroner arterlerde damar ¢apinda daralma meydana

geldigini ortaya koymuglar ve sigara i¢imiyle meydana gelebilecek NO metabolizmasi



bozukluklartyla koroner arter hastalifi olusum risikinin artabilecegine dikkat
¢cekmislerdir [183].

Bizim aragtirmamizda; bdbrek total nitrit diizeyleri kontrolde 347,7318,1
nmol/g.y.d, alkol grubunda 261,09+4,8 nmol/g.y.d, sigara grubunda 329,76%5,6
nmol/g.y.d ve sigara+alkol grubunda ise 254,15+3,8 nmol/g.y.d tespit edildi. Kontrole
gdre, sigara grubu hari¢ diger gruplarda bobrek total nitrit seviyesi anlamli sekilde
diismiistii  (P<0,05). Sigara grubunda total nitrit diizeyinin degismemesi,
olusturdugumuz modelde, sigaranin bu siire ve dozda ratlara uygulanmasinin, bébrek
total nitrit seviyesine 6nemli bir etki yapmamasindan kaynaklanabilir. Diger gruplardaki
sonuglarimiz yukarida tartistifimiz arastirmalar ile tamamen paralel olup, literatiir
bilgileri arastirmamizi destekler niteliktedir.

Miyeloperoksidaz, nétrofillerin  azurofil  grantillerinde  yerlesmis  bir
hemoproteindir ve dokulara nétrofil birikiminin bir indeksi olarak kullanilmaktadir
[184]. Nétrofiller, hiicre hasarmin oldugu bdlgeye kan yoluyla gelirler, burada Oy”
olustururlar ve doku gevresine birakirlar. Bu O,7; HyO,’ye ve diger ROT’a doniisebilir
[43]. Notrofiller yanginin gelisiminde ve hasarda ise karigmaktadir. Yangi boyunca
vaskiiler endotele notrofil . yapismast ve toplanmast olugmakta ve bu patolojik
degisiklikler mukozal kan akimini tikayabilmektedir. Aktive olan nétrofiller; Oy, HyOs,
MPO ve proteazlar gibi doku hasarlatici maddeleri hiicre digina bosaltirlar. Notrofil
birikimi, lokotrienler gibi bazi kemoatraktanlar tetikleyebilmektedir. Sigara i¢iminin
lokotrien B4 sentezini, ndtrofil birikimi ve aktivasyonunu indiikledigi bildirilmigtir.
Sigara i¢enlerin lavaj sivilar: daha fazla miktarda nétrofil igermektedir. Notrofil birikimi
gastrik hasarin nedenidir ve etanol indiiklii hemorajik hasarin artisina neden olur [73].

Kronik bobrek bozukluklarinda oksidanlarin rol oynadigi ve bu oksidanlarin
baglica kaynagi olarak ise ozellikle tiremik toksinler ile aktive olan dolagimdaki
polimorfniikleer nétrofiller ve monositler oldugu gosterilmistir [185]. Ayrica karaciger
iskemi/reperfiizyon kaynakli doku hasarinda notrofillerin aktif roli oldugu ortaya
konmugtur. LDL’nin, MPO kaynakli HOCI ile okside edilerek, LDL modifikasyonuna
ve aterogenezise neden oldugu bildirilmistir [140].

Ateroseklerotik lezyonlarda artan MPO aktivitesinin, miyeloperoksidaz-H,O,-
CI” sistemi ile proteinlerin oksidasyonu sonucu, aterosklerotik lezyonlarin olusumuna
katkida bulundudu one siirlilmiistiic [186]. Ayrica ¢esitli nedenlerle olusan vaskiiler
lezyonlarda da MPO aktivitesinde bir artma oldugu bildirilmistir [125].
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Alkoliin beyin dokusunda meydana getirdigi hasarin mekanizmasin anlamak
icin yapilan bir ¢calismada, 6 ay boyunca kronik olarak alkole maruz birakilan ratlarin
parankimal beyin doku MPO aktivitesinin olduk¢a artmig oldugu tespit edilmistir.
Ayrica yine bu aragtirmada, ratlarin beyin dokusuna 60 dakika siireyle etanol infiisyonu
uygulanmig ve beyin dokusunda, etanoliin dozuna bagli olarak MPO aktivitesinin artti1
tespit edilmigtir. Aragtirmacilar, alkol kaynakli olusan serebral vaskiiler ve beyin
hasarinin 16kositlerin beyin bolgesinde birikimiyle olabilecegini, dokuda artan MPO
aktivitesinin de bunun gostergesi oldugunu rapor etmislerdir [187].

Hillegas ve ark. [188], ratlara 15 mikrogram/gr viicut agirlifi oraninda koyun
nefrotoksik IgG serumu uygulamiglar ve deneysel nefrit modeli olusturmuslardir. Bu
modelde, bobrek doku MPO aktivitesini incelediklerinde, kontrolde enzim aktivitesini
0,020 IU/bsbrek dokusu olarak bulurlarken, yanginin olusturuldugu deney grubunda ise
0,133 TU/bobrek dokusu olarak tespit etmislerdir. Bu durumun, yang: gelisimi sirasinda
polimorfniikleer lokositlerin bu bélgeye toplanmasindan kaynaklanmis olabilecegini
ifade etmislerdir.

Gentamisin gram negatif bakterilerin enfeksiyonunda kullanilan bir antibiyotiktir
ve klinikte nefrotoksisitesi gok iyi bilinmektedir. Gentamisin nefrotoksisitesine karsi
koruyucu bir rolii oldugu iddia edilen M40403 isimli bir maddenin bu koruyuculuk
roliniin test edildigi bir arastirmada, 5 giin boyunca gentamisinin 100 mg/kg oraninda
uygulandigr ratlarda 5. glin sonunda, kontrol grubuna gore bobrek MDA ve MPO
seviyelerinin olduk¢a artmig oldugunu tespit edilmistir. Arastirmacilar, gentamisin
kaynakli bobrek hasarinda, gentamisin’in dokuda oksijen radikalleri olusturarak yangi
meydana getirdigini ve bdylece bolgeye notrofillerin birikimini arttirdigini ve buna
bagl olarakta nétrofillerinde bol miktarda radikal olusturduklarim, artan MPO
aktivitesinin ise bunun gostergesi oldugunu bildirmiglerdir [189].

Sigara i¢iminin immiin sisteme olan etkilerini aragtirmak amaciyla yapilan bir
caligmada; saglikli sigara igmeyen goniillillerden alinan vendz kandan izole edilen ve
forbol miristat asetat ile aktive edilen polimorfniikleer nétrofillere 30 dakika boyunca 5
ml ve 10 ml sigara ekstrakti uygulanmig ve MPO aktivitesi Olglilmiistiir. Kontrol
grubunda MPO aktivitesi 2,4 +0,3 U/mg protein, 5 ml sigara §ziitli uygulanan grupta 2,7
10,6 U/mg protein ve 10 ml uygulanan grupta 2,2+0,3 U/mg protein olarak bulunmus ve
aralarinda herhangi bir fark olmadigi bildirilmigtir. Aragtirmacilar aymi zamanda
hiicresel GSH igerigini olgtiiklerinde sigara 6ziitiiniin ilk uygulandi1 anda, hiicresel

GSH’1in ¢ok hizli bir sekilde azalma gosterdigini tespit etmislerdir. Bu aragtirmada;
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sigaranin  polimorfniikleer nétrofillerde nitrosatif stresi artirmadigi, nétrofil
fonksiyonunu bozdugu, sigarada bulunan akrolein ve krotonaldehitler gibi aldehitlerin
GSH ile veya diger biyolojik -SH gruplariyla reaksiyona girerek hiicresel -SH’da bir
azalma meydana getirdii sonucuna varilmugtir. Ayrica, sigaranin nétrofilde solunum
patlamasina olan olumsuz etkisinin, azalan hiicresel GSH ile yakindan ilgili oldugu,
notrofil veya makrofaj NADPH oksidaz aktivitesinin sigara ile inhibe edilmesinin
akrolein ve benzer aldehitlerden dolayi olabilecegi bildirilmistir [190].

Chow ve ark. [73], etanol ile birlikte sigara uygulanan ratlarin mukozal MPO
aktivitesinin oldukga arttifini rapor etmislerdir. Arastirmacilar, sigara igiminin dokuya
notrofil birikimi ve aktivasyonunu artirdigim, buna bagh olarak alkolle birlikte alinan
sigaranin, gastrik mukozal hasarin olusumunda artiga neden oldugunu bildirmislerdir.

Bizim bulgularimiz; bébrek MPO aktivitesi kontrolde 13,5+0,6 U/gr protein,
alkol grubunda 16,16+1,1 U/gr protein, sigara grubunda 14,71%1,1 Ulgr protein ve
sigaratalkol grubunda ise 23,7540,9 U/gr protein idi. Kontrole gore alkol ve
sigaratalkol gruplarinda MPO aktivitesindeki artig istatistiki olarak anlamliyd:
(P<0,05). Sigara grubunda ise fark anlamli degildi. Sigara igiminin immiin sistemi
direkt olarak etkiledigi ve sigara i¢enlerin solunum yollarinda yangi hiicrelerinde artisa
neden oldugu bildirilirken, sigara i¢iminin fagosit veya makrofaj fonksiyonunu bozdugu
da bildirilmistir. Yine aynmi arastirmacilar, sigaramin gesitli bilesiklerinin nétrofil
NADPH-oksidaz aktivitesini inhibe ederek nétrofil fonksiyonlarimi ve nitrosatif stresi
engelledigini ve bdylece MPO aktivitesinde bir degisme olmadigini rapor etmislerdir
[190-192]. Bu literatiirlerin 1s1§mnda, aragtrmamizda ki sigara grubunun MPO
aktivitesinde bir degisme olmayigimin, sigaranin nétrofil fonksiyonunu bozmasindan
kaynaklanmis olabilecegi, ayrica bu kadar siirede ve bu oranda igilen sigaranin bdbrek
dokusuna nétrofil birikimini saglayamayaca@i yaklagimlarim getirmek miimkiin olabilir.
Diger bulgularimiz, yukaridaki tartigilan kaynaklarla uyum gostermektedir.

Fizyolojik sartlarda memelilerde bir dehidrogenaz olarak mevcut olan XDH,
iskemi/reperfiizyon, hipoksi veya dis ve i¢ etkilerin neden olabilecegi patolojik sartlarda
oksijen radikalleri olusturabilen XO’ya doniigiir [193]. XO ile olusturulan serbest
oksijen radikalleri, etanol ve sigara kaynakli oksidatif hasara neden olabilmektedir.

Battelli ve ark. [155], izole edilmig rat hepatosit hiicre kiiltiiriine etanol
uygulamiglar ve XDH’nin, XO’ya d6nistiigiinti tespit etmiglerdir. Aragtirmacilar bu
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durumun, etanol ile ortamda olusturulan ROT tiirlerinin, ortamdaki XDH’yi XO’ya
¢evirmis olmasimdan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Abbondanza ve ark. [170], kronik alkolik rat modeli olugturarak yaptiklari
arastirmada, etanol uygulamasi yapilan ratlarin karaciger XDH aktivitesinin, XO
aktivitesine doniisiim oraninin, kontrole goére 5,5 kat daha hizli oldugunu ortaya
koymuslardir. Arastirmacilar alkol’iin organizmada meydana getirdigi toksisite
nedeniyle bu doniisiimiin artmis olabilecegine karar vermislerdir.

Yine diger bir ¢calismada ratlara akut etanol uygulamasinin doz ve zamana bagl
olarak, plazma XDH aktivitesini, XO aktivitesine doniistiirdigtinii tespit etmislerdir
[194].

Deliconstantinos ve Villitou [195], yaptiklari aragtirmada, tavsan beyin
sinaptomlarim1 3 saat boyunca sigaranin gaz fazi oksidanlarina maruz birakmiglar ve
sonucta MDA ve XO seviyesinin sinaptomlarda olduk¢a artmis oldugunu
bildirmiglerdir.

Rat karaciger ve bobrek dokularinin iskemi/reperfiize edilerek yapilan deneysel
bir ¢alismada, iskemik rat karaciger ve bobrek dokusunda XO aktivitesinin anlamli bir
sekilde arttipy tespit edilmistir. Iskemi boyunca olusan bu déniisiimiin, proteolizden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiis ve bu proteolizin mekanizmasi, ATP eksikligini takiben
kalsiyum bagimli bir proteazin aktive oldugu seklinde agiklanmigtir. Yine aym
arastirmada, XO aktivitesindeki artiga paralel olarak karacier ve bobrek doku
GSH’1mnin azalmis oldugu bildirilmistir [30].

Gwinner ve ark. [196], ratlarda deneysel nefrit modeli olugturarak yaptiklar: bir
caligmada, nefritin 1 ve 12. saatlarinda glomerular XO aktivitesinin 6nemli derecede
arttigini tespit etmislerdir. Aym ¢aligmada, artan XO ile paralel bir O,” radikali tiretim
artisinin, bu hasarlanmada ise karistigi gosterilmistir. Arastirmacilar O, radikalindeki
bu artigin, direkt XO aktivitesindeki artistan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Ayni
grubun yaptig1 diger bir denemede, XO aktivitesinin tungsten ile inhibisyonu sonucu,
O," radikali olugsumunda azalma, proteiniiride diisme tespit edilmis ve bu neticelerle,
artan XO aktivitesinin, nefropati olusumunda baglica rol oynayan mekanizma oldugu
sonucuna varilmigtir.

Insan, rat, domuz ve tavsan kalbinin iskemi/reperfiizyonu sonucunda artan XO
aktivitesinin, XDH’nin XO’ya doniigiimiinden kaynaklandigi, artan XO aktivitesinin de
oksidatif patlamaya yol agti1 ve buna bagli olarakta doku hasarlanmasinin meydana
geldigi bildirilmistir [197].
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Etanol indiiklii gastrik mukozal hasar olusturulan ratlarda, sigaranin mukozal
lezyonlar nasil etkiledigini arastirmak i¢in mukozal lezyonu bulunan hayvanlar, bir saat
boyunca sigaraya maruz birakilmiglar ve siirenin sonunda gastrik lezyonlarda, XO ve
MPO aktivitelerinin artmig oldugu, ayrica etanol ile birlikte sigara uygulamasinin bu
lezyonlarda enzimlerin aktivitesini daha da artirmis oldugu bildirilmigtir. Arastirmacilar
bu durumu, alkol indiikli gastrik tlserlerde, sigara alimiyla birlikte artan XO aktivitesi
nedeniyle, oksijen radikallerinin ¢ok daha fazla liretilmesi ve olusan radikallerin ise
bolgeye notrofilleri cekmesiyle meydana gelmis olabilecegine baglamiglardir [198].

Aragtirmamiz sonunda; bdbrek XO aktivitesi kontrolde 2,77+0,3 U/gr protein,
alkol grubunda 5,19+0,3 U/gr protein, sigara grubunda 3,22+0,1 U/gr protein ve
sigaratalkol grubunda ise 7,59+0,9 U/gr protein olarak bulundu. Kontrole gore, alkol ve
sigara+alkol gruplarinda XO aktivitesindeki artig istatistiki olarak anlamliydi (P<0,05).
Yalnizca sigara grubu XO aktivitesinde anlamli olmayan bir artiy mevcuttu. Bu durum,
bu kadar siirede ve bu oranda igilen sigaranin, bdbrek dokusu XO aktivitesine herhangi
bir etki yapmamasindan kaynaklanabilir. Ayrica, nikotin’in oksidatif stresi indiikleyen
metaboliti kotinin’e déniigiimiiniin baglica karacigerde olmasi1 nedeniyle sigara, bobrek
XO aktivitesinde bir indiikklenme meydana getirmemis olabilir. Diger sonuglarimiz
yukarida tartigtigimiz literatiir bilgileriyle paralellik gostermektedir.

Arastirmacilar, alkol ve sigaranin bobrek dokusunda meydana getirdigi
histopatolojik  bozukluklarinda asi1 ROT olusumundan kaynaklanabilecegini
bildirmislerdir.

Asirt miktarda serbest oksijen radikalinin olusmasi ve antioksidan sistemlerin
zayiflamast bobrekteki patolojik bozulmalarin nedeni olarak gériilmektedir [68].
Bobreklere alkoliin direkt etkilerinden birisi de bobreklerin seklini ve yapisini
degistirmesidir. Alkol kullanimiyla glomerulus’larin bazal membrani anormal derecede
incelmektedir. Ayrica bobrek tiibiil hiicrelerinde genigleme ve degisimler goriilmektedir.
Ayrica alkol protein, yag ve su miktarim artirarak hiicreleri genisletmektedir. Klinik
olarak alkoliklerde bobrek genislemesi (nefromegali) olustugu ve bunun sebebinin de
hiicresel genisleme ve hiicrelerin gogalmasindan kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiigtiir
[10]. Kronik alkol kullanimi genelde bobrekte tiibiiler bozukluklara neden
olabilmektedir [44,54,70].

22 hafta boyunca alkol uygulamasi yapilan ratlarin bébreklerinin histopatolojik

incelemeleri, rat bébrek glomerulus’larinda vakuol olusumunun, bowman kapstilii’niin
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bazal membraninda bozulmanin, epitel hiicrelerinde sinsityum durumunun olugtugunu
ortaya koymustur [53].

Yine Acharya ve ark. [69], ratlara 10 hafta boyunca t-butil alkol ve trikloroasetik
asit uygulayarak yaptiklari aragtirmanin histopatolojik bulgularini, alkoliin karacigerde
sentrolobiiler nekrozlara, hepatositlerde vakuolasyona ve hepatik mimaride bozulma
gibi degisikliklere yol agtigi, bobrekte ise bowman kapsiili’ntin bazal membraninda
dejenerasyon ve glomerulus’larda vakuollesmeye ve bobrek tiibiiler epitel hiicrelerinin
membranlarinda erimelere neden oldugu seklinde rapor etmiglerdir.

6 hafta boyunca ratlara etanol uygulanarak yapilan dier bir arastirmanin
histopatolojik bulgulari, etanoliin karaciger hepatositlerinde vakuolar dejenerasyona,
sentrolobiiler nekroza neden oldugunu, bobrekte ise orta seviyeli kanamaya, bobrek
tikanikligina ve glomerulus genislemesine yol agtigini ortaya koymustur [68].

Sigara igenlerde proksimal tiibiiler hasarin olustugu, deneysel hayvan
modellerinde ise sigaranin tiibiilointerstitial hasar meydana getirdigi g6sterilmistir [93].
Ayrica kronik sigara kullanimimin bébrek endotelinde hasarlanma meydana getirebildigi
de ifade edilmistir [76].

Calismamizda biitlin gruplarin histopatolojik incelemesi yapildifinda sigara
grubunun bobrek tiibiillerinde, alkol ve sigaratalkol grubuna nazaran daha az bir
dejenerasyon oldugu, alkol grubunda glomerulus’ta vakuollesme ve tiibiillerde
bozulmalar meydana geldigi, sigaratalkol grubunda tiibiillerdeki bozulmanin daha asir1
diizeyde oldugu ve glomerulus bazal membraninda erime meydana geldigi gorildii.
Histopatolojik sonuglarimiz tartigilan literatiir sonuglartyla benzerlik gostermektedir.

Kronik alkol ve sigara kullaniminin erkek ratlarin bébrek dokusu histopatolojisi,
GSH, MDA, total nitrit diizeyleri ve MPO, XO aktivitelerine etkisinin incelenmesi
amaciyla yapmis oldugumuz bu arastirmada;

1- Bobrek GSH diizeyi kontrolde 1,579+0,06 umol/gr.yas doku (g.y.d), alkol
grubunda 0,910+£0,06 pmol/g.y.d, sigara grubunda 1,141+0,06 pmol/g.y.d ve
sigarat+alkol grubunda ise 0,818+0,04 pumol/g.y.d olarak tespit edildi. Kontrole gore
biitlin gruplarda bobrek GSH seviyesi anlaml: sekilde diismiistii (P<0,05).

2- Bobrek MDA diizeyi kontrolde 40,14+3,4 nmol/g.y.d, alkol grubunda
71,4%£2,8 nmol/g.y.d, sigara grubunda 64%3,6 nmol/g.y.d ve sigaratalkol grubunda ise
76,5+4,3 nmol/g.y.d olarak bulundu. Kontrole gore biitiin gruplarda bébrek MDA
seviyesi anlaml sekilde artmigt1 (P<0,05).
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3- Bobrek total nitrit diizeyi kontrolde 347,73+8,1 nmol/g.y.d, alkol grubunda
261,09+4,8 nmol/g.y.d, sigara grubunda 329,76t5,6 nmol/g.y.d ve sigara+alkol
grubunda ise 254,15+3,8 nmol/g.y.d olarak tespit edildi. Kontrole gore yalnizca sigara
grubundaki total nitrit azalmasi anlamsizken, diger biitiin gruplarda b&brek total nitrit
seviyesi anlamli sekilde diismiistii (P<0,05).

4- Bobrek MPO aktivitesi kontrolde 13,5+0,6 U/gr protein, alkol grubunda
16,16+1,1 Ul/gr protein, sigara grubunda 14,71+1,1 U/gr protein ve sigaratalkol
grubunda ise 23,75+0,9 Ul/gr protein olarak bulundu. Kontrole gore alkol ve
sigaratalkol gruplarinin MPO aktivitesindeki artis istatistiki olarak anlamliyken
(P<0,05), sigara grubundaki MPO artis1 anlamsizdi.

5- Bobrek XO aktivitesi kontrolde 2,77+0,3 Ulgr protein, alkol grubunda
5,19+0,3 U/gr protein, sigara grubunda 3,22+0,1 U/gr protein ve sigaratalkol grubunda
ise 7,5940,9 U/gr protein idi. Kontrole gore alkol ve sigaratalkol gruplarmin XO
aktivitesindeki artig istatistiki olarak anlamliydi (P<0,05), ancak sigara grubundaki
artma anlamli degildi.

6- Biittin gruplarin histopatolojik verileri karsilastirildiginda sigara grubunun
bobrek tiibtillerinde, alkol ve sigaratalkol grubuna nazaran daha az bir dejenerasyon
goriildii. Alkol grubunda glomerulus’ta vakuollesme ve tiibiillerde bozulmalar mevcut
iken, sigaratalkol grubunda tiibiillerin agir1 derecede dejenere oldugu, glomerulus bazal
membraninda erimeler meydana geldigi gériildii.

Bu verilerin 15181nda su bilimsel yorumlar getirilebilir;.

1-Kronik sigara ve alkol kullanimiyla azalan bobrek GSH’1;

Muhtemelen etanoliin  metabolize {iriinli olan asetaldehitin GSH’a
baglanmasindan ve etanol kaynakli lipid peroksitler ile GSH’m oksitlenmesinden veya
sigara ve alkol kaynakli olusan ROT ile ya da alkol ve sigaranin etkisiyle asir aktive
olan bobrek sitokrom P450 sisteminin iirettizi ROT’a baghh olarak GSH’n
oksitlenmesinden  kaynaklanmis olabilir. Ayrica bobrek  hiicresinde  alkol
metabolizmasiyla olugan asetaldehit, GSH sentezinin bir substrati olan sistein’i
baglayarak GSH sentezini azaltmig olabilir. Hiicre i¢i GSH sentezini azaltan diger bir
mekanizmada, alkol ve sigaranin agir1 derecede radikal {iretimine neden olarak dokuda
ONOO" olusumunun artmasi ve olusan ONOO™in detoksifikasyonu sirasinda bol
miktarda GSH’1n harcanmasi seklinde agiklanabilir.
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2-Kronik sigara ve alkol kullanimiyla artan lipid peroksidasyonu;

Ozellikle hiicre i¢i enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalarindan olan
GSH’1n 6nemli derecede azalmig olmasi, ROT’un detoksifikasyonunu da azaltir. Bunun
sonucunda lipidlerin peroksidasyonu hizlanmis olabilir. Alkol ve sigarayla viicuda
alinan yiiksek miktardaki serbest radikallerin ve asetaldehidin direkt oksidatif etkisiyle
hiicrenin membran ve diger lipidlerinin peroksidasyonu artmis olabilir. Lipid
peroksidasyonunu artiran diger bir etki de, alkol ve sigara kullamimiyla bobrek
hiicresinde olusan radikallerin kemotaktik etkisiyle bu bélgeye notrofillerin birikimi ve
aktivasyonu sonucu olusan asir1 miktardaki ROT’un membran lipidlerini
peroksidasyona ugratmasindan dolayi olabilir.

3- Kronik sigara ve alkol kullanimiyla azalan bobrek total nitrit diizeyi;

Alkol ve sigaranin etkisi ile olusan asir1 miktardaki O,” radikalinin NO’ya
yiksek bir affinite ile baglanarak ONOO™ya doniigiimiinden, etanoliin NOS enziminin
konformasyonunu degistirerek enzimi inhibe etmesinden ya da etanoliin ve sigaranin
hiicre igi protein kinazlar aktive ederek NOS’u fosforile forma dontistiirerek inaktive
etmesinden dolayr dokularda total nitrit diizeyleri azalmig olabilir. Diger 6nemli bir
mekanizma da, kronik alkol ve sigaranin etkisiyle hiicre igine L-arjinin aliminin
azalmasi ve enzimin kofaktorii olan tetrahidrobiopterin sentezinin baskilanmasi seklinde
agiklanabilir.

4- Kronik sigara ve alkol kullanimiyla artan MPO aktivitesi;

Kronik alkol ve sigara kullanimina bagli olarak dokuda asir1 olusan ROT’un
kemotaktik etkisi sonucu bdlgeye bol miktarda monosit ve notrofillerin birikiminden
dolay1 olabilir. Ayrica, gerek noétrofil igi gerekse nétrofil disinda MPO-Fe(III)-NO
kompleksinin olusumu sonucunda MPO aktivitesi inhibe olur. Arastirmamizda
gozledigimiz dugik bobrek NO seviyesi nedeniyle, MPO-Fe(IlI)-NO kompleks
olusumunun azalmasina bagh olarak MPO aktivitesi artmig olabilir [199].

5- Kronik sigara ve alkol kullanimiyla artan XO aktivitesi;

Alkol ve sigara kaynakli artan ROT olusumu XDH’nin, XO’ya doniigtimiinii
hizlandirmus olabilir. Ayrica asétaldehitin, XDH’nin serbest siilthidril gruplariyla
reaksiyona girerek XDH’yi, XO’ya ¢evirmesinden ya da alkol ve sigaradan dolay1
meydana gelebilecek doku hipoksisi sonucu aktive olan proteolitik enzimlerin XDH’yi
pargalayarak, XO’ya do6nistiirmiis olmasindan kaynaklanmig olabilir. Ayrca

arastirmamizda goézlenen disiik NO diizeyleri, muhtemelen ONOO™ olusumunun
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hizlanmasindan kaynaklanmaktadir. Bébrek dokusunda artan ONOO™ ise XDH’nin,
X0O’ya doniigtimiind artirmig olabilir [200].

6- Kronik sigara ve alkol kullanimimin bdbrek dokusunda meydana getirdigi
histopatolojik degisiklikler;

Alkol ve sigara kullanimina bagli olarak GSH miktarinin azalmasi, XO
aktivitesinin artmasi, sitokrom PA450 sisteminin indiiklenmesi tam anlamiyla bir
oksidatif strese, yani oksidan/antioksidan dengenin bozulmasina yol agacaktir. Bunun
sonucunda detoksifiye edilemeyen radikaller (OH' ve '0,) hiicrenin membran lipidleri
ve diger komponentlerinin oksidasyonuna yol agacaktir. Bu olaylarin kronik sekilde
devam etmesi, 6nemli histopatolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmasina neden olacaktir.

Biitiin bu verilerin 15181 altinda sonug olarak; sigara ve alkoliin tek basina veya
birlikte uzun stireli kullaniminin bébrekte doku hasarlanmalar ve islev bozukluklarina
yol agacagi, sigara ve alkol kullananlarda genellikle bir beslenme bozuklugunun
bulundugu da dikkate alindiginda, alkol ve sigaramn bu zararl etkilerinin engellenmesi
ve viicut homeostasinin stirdiirlilmesi amaciyla giinliik yeterli miktarda melatonin,
vitamin A, C ve E gibi antioksidan etkili maddelerin alinmasi gerektigi kanaatine

varilmigtir,
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