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OZET

Sicanlarda Doksorubisin fle indiiklenen Nefrotoksisiteye Karsi
Safranal’in Etkilerinin Histolojik ve FlowSitometrikDegerlendirilmesi

Bu calismada doksorubisin tedavisi nedeni ile sicanlarda olusabilecek
nefrotoksisiteye karsi, safranal’in etkilerinin histolojik ve flowsitometrik yontemlerle
arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamizda toplam 18 adet Sprague Dawley disi sican kullanildi ve 3
gruba ayrildi. Kontrol grubuna 7 gilin boyunca hi¢bir uygulama yapilmadi. DOKS
grubuna deneyin besinci giinii tek doz 40 mg/kg doksorubisin intraperitoneal (i.p.)
olarak uygulandi. DOKS+SAF grubuna, 7 giin boyunca 200 mg/kg safranal oral
gavaj ile verildi ve deneyin besinci giinii doksorubisin 40 mg/kg intraperitoneal
uygulandi. Deney sonunda (8. giin) derin anestezi (ketamin 90 mg/kg) altinda
sicanlar eksanguinasyon yontemi ile sakrifiye edildi ve sol bobrek dokulari alindi.
Bobrek dokularmin histopatolojik degerlendirmesi i¢in 151k mikroskobu kullanildi.
Bobrek dokusunda apoptozu ve oksidatif stresi degerlendirmek igin flowsitometrik
inceleme yapildi.

Yapilan histopatolojik degerlendirmeler sonunda DOKS grubuna ait bobrek
kesitlerinde interstisyel alanda yogun vaskiiler konjesyon, tiibiil epitel hiicrelerinde
dokiilme, tiibiil epitelinde yer yer vakuolizasyon ve yer yer tiibiillerde atrofi izlendi.
DOKS+SAF grubuna ait bobrek dokusunda, interstisyel alanda vaskiiler konjesyon,
tiibiil epitel hiicrelerinde dokiilme, tiibiil epitelinde yer yer vakuolizasyon ve yer yer
tibiiler atrofi izlenmekle birlikte DOKS grubu ile kiyaslandiginda interstisyel
vaskiiler konjesyonda ¢ok daha belirgin olmak {iizere histopatolojik bulgularda
diizelme oldu. Morfometrik o6l¢iimler sonucu, gruplar arasindaki tiibiill cap1
degisiklikleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi. Yapilan
flowsitometrik inceleme sonunda DOKS grubunda apoptoz indeksi artarken
DOKS+SAF grubunda DOKS grubuna gore apoptoz indeksinin azaldigi tespit edildi.
Ayrica DOKS grubunda kontrol grubuna gore antinox2/gp91phox pozitif hiicre
sayisinda artis tespit edilirken DOKS+SAF grubunda DOKS grubuna gore anlamli
bir azalma tespit edildi.

Elde ettigimiz bulgular, doksorubisinin disi siganlarin bobrek histolojisini
olumsuz olarak etkiledigini, doksorubisine ek olarak safranal uygulanmasi ile bu
olumsuz degisikliklerin histopatolojik ve flowsitometrik diizeyde diizeldigini
gostermektedir. Bu diizelmelerin safranalin antioksidan etkileri ile gerceklesmis
olabilecegi soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, Nefrotoksisite, Safranal, Apoptoz, Flow
Sitometri



SUMMARY

The Histological and Flowcytometric Evaluation of Effects of Safranal
Against Doxorubicin-Induced Nephrotoxicity in Rats

The aim of this study was to investigate the effects of safranal against
nephrotoxicity due to doxorubicin treatment using histologic and flowcytometric
methods in rats.

A total of 18 Sprague Dawley female rats were used and divided into three
groups. The control group received no treatment for 7 days. 40 mg/kg i.p.
doxorubisin as a single dose was administered to the DOX group in the fifth day of
the experiment. 200 mg/kg safranal was given to the DOX+SAF group by oral
gavage for 7 days and 40 mg/kg doxorubicin was administered intraperitoneally on
the fifth day of experiment. At the end of the experiment (day 8), the rats were
sacrificed by exsanguination method under deep anesthesia (ketamine 90 mg/kg) and
left kidney tissues were removed. Light microscopy was used for histopathological
evaluation of renal tissues. Flow cytometric examination was performed to evaluate
apoptosis and oxidative stress in renal tissue.

As a result of histopathological evaluations, the renal sections of DOX group
revealed intense vascular congestion in the interstitial area, shedding of tubular
epithelial cells, vacuolization of tubuler epithelium and tubular atrophy. Vascular
congestion in the interstitial area, shedding of tubular epithelial cells, vacuolization
of tubuler epithelium and tubular atrophy are observed in renal tissues belonging to
DOX+SAF group. Compared witht he DOX group, histopathological findings were
improved in DOX+SAF group especially in interstitial vascular congestion. As a
result of morphometric measurements, statistically significant difference was not
found in terms of tubule diameter between the groups. At the end of flowcytometric
examination, apoptosis index increased in DOX group compared to control group
and apoptosis index decreased in DOX+SAF group compared to the DOX grup. In
addition, in the DOX group the number of antinox2/gp91phox positive cells were
increased compared to the control group and a significant decrease was found in
DOX+SAF group compared to the DOX group.

Our findings show that doxorubicin administration adversely affects kidney
histology of female rats and in addition to doxorubicin, safranal administration
improves these changes at histopathological and flowcytometric level. It can be said
that these improvements may have been caused by the antioxidant effects of safranal.

Keywords: Doxorubicin, Nephrotoxicity, Safranal, Apoptosis, Flow
Cytometry
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1. GIRIS VE AMAC

Bobrekler, karin boslugunda retroperitoneal olarak yerlesim gosteren,
vertebranin iki tarafinda bulunan gift organlardir. Bobregin ana gorevi, renal arter
yoluyla gelen kanin ultrafiltrasyonudur. Bobrekler glomeriiler filtrasyon, tiibiiler
geriemilim ve sekresyon sonucu idrar olusturur. Bobrekler, idrarla atilan su ve
elektrolit miktarimi degistirerek viicuttaki sivi voliimiinii, ozmolaritesini, elektrolit
igerigini, konsantrasyonunu ve asiditesini diizenler. Metabolik son {iriinleri, ¢esitli
toksin ve ilaglar viicuttan uzaklastirir. Anjiyotensinojenden anjiyotensin olusumunu
katalize eden renin, kemik iliginde eritrosit olgunlagmasini uyaran eritropoetin,
viicuttaki kalsiyum fosfor dengesini diizenleyen Vitamin D3’tin aktif formu olan 1,
25-dihidroksivitamin D3 ve vazodilatator etkili prostoglandin sentezini gergeklestirir.
Bobrek hiicrelerinin boliinme hiz1 yliksek olmamasina ragmen, yliksek kan akimi ile
karsilagsmasi, mediiller interstisyumda toksinleri konsantre etmesi ve tiibiiler epitelde
Ozel tastyicilar bulunmasi nedeniyle toksik hasara oldukg¢a duyarhdir (1-4).

Kemoterapotik ilaglar, viicutta patolojik bicimde c¢ogalmakta olan kanser
hiicrelerini yok etmekle birlikte, ayn1 zamanda yiiksek boliinme hizina sahip normal
hiicreleri de etkiler. Bu nedenle ¢ogu kanser kemoterapisinde kullanilan ilacinin
kemik iligi, kan hiicreleri ve diger hizli ¢cogalan hiicreler tizerine ciddi yan etkileri
vardir (5).

Doksorubisin 1960’1  yillarin  basinda  Streptomyces  Peucetius’un
pigmentinden izole edilen bir antrasiklin antibiyotiktir. Kansere karsi savasta 30
yildan fazla kullanilmistir. Giinimiizde kimyasal olarak sentezlenmektedir.
Doksorubisin hematolojik maligniteler, farkli karsinom tiirleri, yumusak doku
sarkomlar1 gibi genis kanser cesitlerinin tedavisinde kullanilmasma ragmen
kardiyotoksisite ve nefrotoksisite dahil ciddi yan etkileri nedeniyle kemoterapide
kullanimi sinirhidir (6, 7).

Doksorubisin ile indiiklenen nefrotoksisitenin kesin mekanizmasi heniiz tam
olarak anlagilamamistir. Doksorubisin ile indiiklenen renal toksisite, membran lipit
peroksidasyonuna yol acan serbest radikal olusumu araciligiyla meydana gelen multi
organ hasarinin bir pargast olabilir. Bazi calisma sonuglarina gore doksorubisin

kaynakl1 bobrek hasarinin patogenezinde oksidatif stres ve inflamasyonun kritik rol



oynadigi diistiniilmektedir (8, 9). Bugiine kadar yapilan aragtirmalarda doksorubisin
tedavisine bagli nefrotoksisiteyi azaltmak ve/veya tedavi etmek igin gesitli
antioksidanlar kullanilmistir.

Iridaceac ailesinin uzun émiirlii sapsiz bir bitkisi olan Crocus sativus (safran),
fran, Hindistan gibi baz iilkelerde yaygm olarak yetistirilir. Safranal (2, 6, 6-
trimetil-1, 3-sikloheksadien-I-karboksaldehit, C;0H140) Crocus sativus esasli ugucu
yagin ana bilesenidir. Safran’in organik bir bileseni olan safranal’in yapilan bazi
caligmalar neticesinde ¢esitli farmakolojik etkileri saptanmistir. Bu farmakolojik
etkileri arasinda antikonviilzan, antioksidan, serbest radikal siipiiriicii, antidiyabetik
ve in vitro kanser hiicrelerine karsi sitotoksisite bulunmaktadir (10-14).

Bu ¢alismada, doksorubisine bagli gelisen nefrotoksisiteye karsi antioksidan
Ozelligi olan safranalin etkilerini histolojik ve flow sitometrik olarak degerlendirmeyi

amagcladik.



2. GENEL BILGILER

2.1.Bobrek Morfolojisi

2.1.1. Bobrek Embriyolojisi

Insanlarda intrauterin yasam sirasinda kranio-kaudal yonde gelisen ii¢ bobrek
sistemi olusur: pronefroz, mezonefroz ve metanefroz. Pronefroz ve mezonefroz
regrese olan gegici yapilardir. Metanefroz insanda kalict bobregi olusturur (15).

Pronefroz

Pronefrozlar 4. haftanin basinda servikal bolgede, 7 ila 10 hiicre grubuyla
belirir. Bu gruplar, nefrotom olarak adlandirilan daha kaudaldekiler olusmadan 6nce
gerileyen koriikli bosaltim birimlerini olusturur. Pronefrik kanallar kaudal olarak
seyrederek sonbagirsak ve allatoisin bosaltildig1 klokaya agilir. Dordiincii haftanin
sonunda pronefrik sistemin tiimii kaybolur (16).

Mezonefroz

Biiyiik, uzamis bosaltim organi olan mezonefroz, pronefrozun kaudalinde 4.
haftanin sonuna dogru ortaya c¢ikar. Mezonefroz kalic1t bobrek gelisip fonksiyon
gorene kadar 4 hafta silireyle ara bobrek olarak islev goriir. Mezonefrik bobrekte
glomeriil (her bobrekte 10-50) ve mezonefrik tiibiiller bulunur. Tibiiller,
pronefrozdan kaynaklanan bilateral mezonefrik kanallara agilir. Mezonefrik kanallar
12. haftanin sonuna dogru dejenere olur, fakat mezonefrik tiibiiller testiste efferent
duktulileri olusturur (17, 18).

Metanefroz

Kalic1 bobrek veya metanefroz, bosaltim ve toplama kismi olmak tizere iki
fonksiyonel bilesenden olusur. Metanefroz olusumu, indiiksiyon ve sakral bdlgenin
intermediate mezodermi iginde bir ¢ift yeni yapi olan ireter tomurcuklarinin
olusumu ile baglar. Bir ireter tomurcugu her bir mezonefrik kanalin kaudal
kismindan yaklagik 28. giinde tomurcuklanir. 32. giin civarinda her iireter tomurcugu
metanefrik mezensim olarak adlandirilan sakral intermiate mezodermin bir kismina

penetre olur ve tomurcuk iki kola ayrilmaya baslar (19, 20).



Metanefrik mezensim, ¢evre mezensimden histolojik olarak ayrilir ve iireter
tomurcuguna bitisik olarak bulunur. Ureter tomurcugunun metanefrik mezensime
yayilmasi tizerine metanefrik mezensimden sinyaller tireter tomurcugunun bir t-tiibiil
igcine yayilmasina ve daha sonra tekrarlayan catal seklinde dallanmaya neden olur.
Eszamanli olarak iireter tomurcugu metanefrik mezensime karsilikli sinyaller
gonderir. Dallanan iireter tomurcugunun ucuna bitisik olarak metanefrik mezensim
hiicreleri yogunlasir. Pretiibiiler agregat olarak adlandirilan hiicre yiginlari
mezensimo-epitelyal doniisiim gegirerek renal vezikiil haline gelirler (21-23).

Renal vezikiil spiral seklinde kivrilarak renal tiibiili meydana getirir. Bu
bolgede mezensimal hiicreler epitalyal donilisiim gostererek podositleri olusturur.
Metanefrik mezensimin indiiklemesi ile podositlerin altina dogru gelisen vaskiiler
endotelyal hiicre onciilleri glomeriilii olustururlar. Tibiil ve glomeriiller beraber
nefronlar olustururlar. Her bir nefronun proksimal ucu bir glomeriil tarafindan igten
girintilendirilen Bowman kapsiiliinii olusturur. Her bir nefronun distal u¢ kismi
toplayici sistem ile baglantili haldedir. Tibiiller siirekli uzayarak proksimal, distal
tiibiil ve henle kulbunu olusturur (16, 24).

Toplayici kanallar, kloaka girisine yakin mezonefrik kanalin bir ¢ikintist olan
iireter tomurcugundan gelisir. Ureter tomurcugu distal ucu iizerine bigimlenen bir
sapka gibi metanefrik dokuya penetre olur. Daha sonra tomurcuk genisleyerek renal
pelvisi olusturur (15).

Ureter tomurcugu catal seklinde dallanarak 13 ve daha fazla kere béliiniip
bobrek toplayict sistemini olusturur. Renal pelvis major kaliks mindr kaliks toplayici
kanal ve toplayici tiibiilleri olusturmak igin tekrarlanan boliinmeler gegirir (24).

Fetal metanefroz S1-S2 vertebra seviyelerinde bulunurken, kalict yetigkin
bobrek T12-L3 vertebra diizeyinde bulunur. Bobrek yerlesimindeki bu degisime
embriyo kaudalinin metanefroza gore orantisiz bilyiimesi neden olur. Bu esnada
bobrekler 90° donerek hilumun baslangic pozisyonunun ventralden mediale
dénmesine neden olur (25).

Dorsal aortadan arteriyal filizlerin bir serisi ile yer degistiren bdbrek
revaskiilarize edilir ve daha sakraldeki renal arter kaybolur. Sag bobrek sag tarafta
karacigerin bulunmasi nedeniyle genellikle sol bobrek kadar yiikselmez. Bobregin

yer degistirmesi 6 ile 9 haftalar arasinda meydana gelir (26).



2.1.2. Bobrek Anatomisi

Bobrekler, normal olarak, vertebral kolonun her bir tarafinda birer adet
bulunan retroperitoneal organlardir. Insanda, her bdbregin iist kutbu, 12. torasik
vertebraya karsilik gelen bir seviyede bulunurken alt kutup ise, 3. lomber vertebra
seviyesine karsilik gelir. Sag bobrek genellikle sol bobrege gore daha kaudalde
yerlesim gosterir. Bobrek yetiskin insanda yaklasik 120-170 gr agirliginda, 11 cm
uzunlugunda, 5 cm genisliginde ve 2.5 cm kalinligindadir (27, 28).

Her bobrek renal kapsiil adi verilen bag dokusu kilifi ile sarilidir. Renal
kapsiiliin etrafinda bobregi mekanik travmadan koruyan kalin yag dokusu bulunur.
Bu tabaka adipoz kapsiil olarak adlandirilir. En dista ince fibroz bir tabaka olan ve
bobregi ¢evre dokulara ve karin duvarina tutturan renal fasya bulunur (29).

Her bobregin medial tarafinda renal arter ve sinirin giris yaptigi, lireter, renal
ven ve lenfatiklerin ise ¢ikis yaptigt hilum kismi bulunur. Hilum, bag dokusu ve
yagdan olusan renal siniis olarak adlandirilan bobrekteki bir bosluga giristir (30, 31).

Bobrek kirmizimsi renkte ve fasiilye seklinde bir organdir. Bébrekten frontal
kesit alindiginda dista korteks olarak adlandirilan bir alan ve i¢ kisimda ise medulla
bulunur. Taze diseke edilen bobrekte korteks kirmizimsi, medulla ise kirmizi
kahveringi gortiniir. Medulla i¢inde 5-11 adet konik renal piramidler bulunur. Renal
piramitlerin tabani korteks ve medulla sinirinda lokalizedir. Cizgili gériiniim tiiz
tiibiil ve kan damarlarinin bir araya gelmesiyle olusur. Her bobrek piramidinin ucunu
huni seklinde bir yap1 olan minér kaliks cevreler. Iki ila {i¢ mindr kaliks birleserek
major kaliksleri olusturur. Bébrek iki veya tic major kaliks igerir. Major kaliksler
birleserek renal siniiste bulunan renal pelvisi olustururlar (32-34).

Bobrek Vaskiilarizasyonu

Abdominal aortadan orijine olan renal arter bobrege yakinlastiginda bir¢ok
dallanma yaparak segmental arterlere boliintir. Hiler bolgeden giren renal arter
anterior ve posterior olmak iizere iki dala ayrilir. Anterior daldan orijine olan lobar
arterler bobrek anterior yiiziiniin {ist, orta ve alt boliimiinii besler. Posterior dal ise
bobregin posterior yiizeyinin yarisindan fazlasimi besler ve bir kiigiik apikal

segmental dala ayrilir (27, 35).



Nefronlara kan akimi

Renal arterlerden dallanan interlobar arterler renal piramitler arasinda
seyreder ve daha sonra korteks ve medulla arasindaki arkuat arterlere dallanir.
Arkuat arterler dallanarak interlobular arterleri olusturur ve kortekse dogru yayailir.
Kortekste afferent arteriollere ayrilirlar ve afferent arteriyol glomerulus olarak
bilinen karigik kapiller ag i¢ine boliiniir. Daha sonra glomerular kapilerler yeniden
birlesek efferent arteriyolu olusturur. Daha sonra her efferent arteriyol bdliiniip
nefronlarin kivrimli tiibiillerini saran peritiibiiler kapillerler olarak adlandirilan yeni
bir kapiller ag olustururlar. Daha sonra peritiibiiler kapilerler yeniden bir araya
gelerek arkuat venlere arkuat venler de interlobiiler venlere birlesir. interlobiiler
venler de birleserek renal venlere dokiiliir (36-38).

Bobregin innervasyonu

Bobregin innervasyonu otonomik sinir sisteminin renal pleksusu tarafindan
saglanir. Epinefrin kullanan sempatik noronlar bobregin kan damarlarini innerve
eder. Bu uyarilma sonucu arterlerde vazokonstriiksiyon olusur, sonucunda kan akimi

ve filtrat olusumuda azalma meydana gelir (39).

2.1.3. Bobrek Histolojisi

Bobrekler fasiilye seklinde ¢ift organlar olup ince bir bag dokusu kapsiilii ile
sartlidir. Her bobrek dista korteks icte medulla olmak tizere iki boliime ayrilir.
Bobrekler yiiksek vaskiilarize organlar olup kardiyak outputun %25’ini alirlar.
Bobrege gelen kanin yaklasik olarak %901 kortekste, %5 ila 10’u ise medullada
perfiize olur. Nefron bobregin ana fonksiyonel birimidir (40, 41).

Bobrek korteksi kapsiil altinda uzanir ve renal piramitler arasinda Bertini
bobrek kolonlart olarak devam eder. Bobrek korteksinde renal korpiiskiiller,
nefronun diiz ve kivrimli tiibiilleri, toplayici kanallar, baglant1 tiibiilleri ve kan
damarlar1 bulunur. Bobrek cisimcikleri nefronun baslangic kismini olusturur ve
glomertiil olarak adlandirilan kapiler ag igerir. Medulladan kortekse uzanan dikey
cizgiler, goriinlimleri nedeniyle medullar (Ferrein) c¢izgiler olarak adlandirilir.

Yaklasik olarak 400 ila 500 medullar 1511 medulladan korteksin igine uzanir.



Medullar 1s1nlar proksimal ve distal tiibiiliin diiz kisimlar1 yani sira toplayici kanallart
igerir (42-44).

Her bir piramit ve tabanindan kortekse uzanan korteks dokusu bobrek lobu
olarak adlandirilir. Medullar 1s1n ve arasindaki kortikal doku ise lobiil olarak
adlandirilir (45).

Fonksiyonel acidan bobrek idrar atilimi icin Ozellesmis sayisiz iirinifer
tiibiillerden olusur. Her bir tirinifer tiibiil nefron olarak adlandirilan bosaltim boliimii
ve toplayici tiibiilden olusur (46).

Nefronun Genel Yapisi

Nefron bobregin temel fonksiyonel ve yapisal birimidir. Bobrekte yaklagik
olarak 2 milyon nefron bulunur. Nefronlar idrar iiretiminden sorumludur ve diger
bezlerin sekretuar kisimlariyla esdegerdir (41).

Nefron iki kisimda incelenir. Renal korpiiskiil ve renal tiibiil sistemi. Renal
korpiiskiil glomeriil ve onu cevreleyen c¢ift katlh epitelyal 6zellikte Bowman
kapsiilinden olusur. Glomeriili Bowman kapsiiliinii invajine eden globiiler
anastomozlasmis kapiller agdir. Bowman kapsiilii nefronun ilk kismi olup glomeriiler
ultrafiltrat tiretimi i¢in glomeriiler kapiller i¢cinden gecen kan bu bolgede filtrasyona
ugrar (47, 48).

Renal tiiblil sistemi renal korpiiskiilin idrar kutbundan ¢ikan proksimal
kivrimli tiibiil ile baslar, devaminda Henle kulpu, distal kivrimli tiibiil, renal tiibiil
sistemini toplayict kanallara baglayan baglant: tiibiilleri ile sonlanir (49).

Nefron tipleri

Nefronlar, renal korpiiskiillerin korteksteki yerlesimine gore iice ayrilir.
Subkapiiler yada kortikal nefronlar: renal korpiiskiilleri kortekste dis kisimda yer
almakla birlikte Henle kulpu kisa ve sadece medullanin dig boliimiine kadar uzanur,
distal diiz tiibiil Henle gibi kivrilir (43).

Jukstamedullar nefronlar: Renal korpiiskiilleri renal piramidin tabanina yakin
yerlesimli olup piramidin i¢ kisimlarina iyi uzanan uzun Henle kulpu ve ince ¢ikan
kollar1 bulunur (47).

Ara nefronlar veya midkortikal nefronlar: renal korpiiskiilleri korteksin orta

boliimiinde yerlesir ve henle kulpu orta uzunluktadir (46).



Renal korpiskiil

Her nefronun baslangicini 200 um capinda ¢ift katli epitelyal Bowmman
kapstlii ile sarili glomeruler kapiller yumak igeren renal korpiiskiil olusturur.
Kapsiiliin visseral kismi pencereli glomeriiler kapilleri sikica sarar. Dis paryetal
tabaka ise kapsiiliin ylizeyini olusturur ve bu iki tabaka arasindaki bosluk Bowman
(idrar) boslugudur. Renal korpiiskiilde afferent ve efferent arteriyolun giris ¢ikis
yaptig1 kisim damar kutbu olarak adlandirilirken, tam karsisindaki bolge ise idrar
kutbu olarak adlandirilir ve bu kutuptan proksimal kivrimli tiibiil baglar. Bowman
kapsiiliiniin paryetal tabakasi tek katli yassi epitel ile doselidir ve distan bazal lamina
ile desteklenirken idrar yada tiibiiler kutupta epitel tabakasi tek katli kiiboidal epitele
ve proksimal tiibiile dontisiir (43, 44, 48).

Bobregin Filtrasyon Aparati

Glomeruler filtrasyon bariyeri olarak da bilinen filtrasyon aparati ti¢ farkli
bilesenden olusur.

Glomeruler kapiller endoteli sayisiz pencere igerir ve bu pencereler diger
kapillerlerden daha fazla, daha biiyiik (70 ila 90 nm g¢apinda) ve anahatlar1 daha
diizensizdir. Bunun yaninda glomeriiler kapiller olarak pencereleri saran diyafram
igcermez. Glomeriiler kapiller endotel hiicreleri ¢ok sayida akuaporin-1 (AQP-1) su
kanallari igerir (41).

Glomertiler bazal membran tipik membranlar ile kiyaslandiginda ¢ok kalin
olmakla birlikte (300 nm) filtrasyon bariyerinin en dnemli parg¢asidir. Kani kapsiiler
bosluktan ayirir ve kapiller ve podosit tarafindan {iretilen bazal laminanin
kaynagmasi ile olusur. Kalin olmasi nedeniyle Periyodik Asit Shiff prosediirii ile
boyanan histolojik kesitlerde belirgindir. Glomeriiler bazal mebran tip IV kollajen
yoniinden zengin olmakla birlikte yapisinda siyaloglikoproteinler, heparan siilfat gibi
glikozaminoglikanlar, laminin, fibronektin gibi glikoproteinler bulunur. Biiyiik
proteoglikanlar, 70 KDA’dan biiyiik proteinlerin gegisine izin vermez. Glomeriiler
bazal membran polianyonik glikozaminoglikanlar yoniinden zengindir ve negatif
yiikleri nedeniyle yarik diyaframlar1 gibi organik anyonlarin filtrasyonunu smirlar
(43, 48, 49).

Glomeriiler bazal membran ii¢ tabakadan olusur:



Lamina rara eksterna: podosit c¢ikintilarina bitisiktir ve heparin siilfat gibi
polianyonlar yoniinden zengindir. Lamina rara interna kapiller endotele bitisiktir ve
molekiiler 6zellikleri lamina rara eksterna ile benzerdir (46).

Lamina densa, lamina raralar arasinda sikistirilmis olarak bulunur. Fiziksel
filtre olarak islev géren ags1 yapida organize olmus tip IV kollajen igerir (47).

Ozetlemek gerekirse glomeriiler bazal mebran fiziksel bariyer ve iyon selektif
filtre olarak islev goriir ve yaklasik olarak 70 kDa’dan veya 3,6 um yarigaptan biiyiik
partikiillerin gegisine izin vermez. Yine anyonik partikiill ve molekiiller lamina
raralardaki polianyonik glikozaminoglikanlar nedeniyle GBM’yi gegemezler (50).

Bowman kapsiiliinlin visseral tabakasi 6zellesmis hiicreler olan podositler
yada visseral epitelyal hiicreler igerir ve glomeruler kapillerlerin etrafina ¢ikintilar
uzatir. Podositlerin hiicre gévdesinden c¢ikan primer cikintilar1 dallanarak ikincil
cikintilart olusturur ve bu ¢ikintilar pedisel veya ayaksi ¢ikinti olarak adlandirilir.
Komsu podositlerin ayaksi ¢ikintilar1 birbirleriyle i¢ ice gecen ayaksi c¢ikintilar
arasindaki bosluk yaklasitk 40 nm genisliginde olup filtrasyon yariklar1 olarak
adlandirilir ve bir ultra ince filtrasyon yarik diaframi ile Ortiiliir. Nefrin, yarik
diyaframimin 6nemli yapisal ve fonksiyonel bilesenidir. Zit ayaksi ¢ikintilardan
gelen nefrin molekiilleri yarik merkezinde etkileserek her iki tarafta gézenekler ile
merkezi yogunlugu olusturur (41, 49, 51).

Mezangium

Renal korpiiskiilde glomeriiler bazal membran ile kapillerler arasinda ek
hiicre grubu olan mezangial hiicreler bulunur. Mezangial hiicrelerle beraber
matriksleri mezangiumu olusturur. Mezangial hiicreler yerlesim yerine gore ikiye
ayrilir. Intraglomeriiler mezangial hiicreler glomeriiler kapiller ile GBM arasinda
bulunan kontraktil 6zeligi olan 6zellesmis perisit hiicreleri olarak kabul edilirler (52,
53).

Ekstaglomeriiler mezangial hiicreler (Lacis, Polkissen hiicreleri) glomertil
vaskiiler kutbunda korpiiskiil diginda yerlesim gosterirler ve jukstaglomeriiler aparat
olarak adlandirilan yapinin bir pargasini olustururlar (54).

Jukstaglomeriiler Aparat

Jukstaglomeriiler aparat makula densa, jukstaglomeriiler hiicreler ve

ekstraglomeriiler mezangial hiicreler olmak iizere ti¢ kisimdan olusur (52).



Jukstaglomeriiler hiicreler afferent arteriolun modifiye olmus diiz kas
hiicreleridir. Bu hiicrelerde salgt graniilleri bulunur ve ¢ekirdekleri kiireseldir. Bu
hiicrelerin en o6nemli fonksiyonu anjiyotensinojeni anjiyotensin 1’e doniistiiren
proteolitik enzim olan renin sentezi ve sekresyonudur (53).

Afferent arteriyole komsu olan distal diiz tiibiildeki epitelyum hiicreleri
degisiklige ugrayarak makula densa yapisini olusturur. Makula densa hiicreleri diger
distal tiibiil hiicrelerine gore daha dar ve uzun olmalar1 nedeniyle 151k mikroskobunda
belirgin olarak gozlenir. Bu hiicrelerin ¢ekirdekleri kalabalik gériiniimleri ve kismen
birbirleri tizerine geldikleri i¢in makula densa olarak adlandirilmistir (47, 54).

Ekstraglomeriiler mezangial hiicreler (Lacis, Polkissen hiicreleri) afferent ve
efferent arteriyol arasinda yer alir ve bazal memranda biriken debris partiikiilleri
fagosite ederek ortadan kaldirir (46).

Jukstaglomertiler aparat renin anjiyotensin aldosteron sistemini aktive ederek
kan basmcinin diizenlenmesinde gorev alir. RAAS’in aktive olmasi sonucu JG
hiicreler renin salgilar. Makula densa hiicreleri tiibiiler sividaki sodyum
konsantrasyonuna duyarlidir ve hem glomeriiler filtrasyon hizini hem de JG
hiicrelerinden renin salinimini diizenlerler (45, 50).

Bobrek Tiibiilleri

Renal tiibil 55 mm uzunlugunda olup, Bowman kapsiiliinden toplama
kanalina kadar uzanan tek katli epitelyal hiicre tabasi ile doselidir. Renal tiibiiliin
primer fonksiyonu glomeriiler filtrattan su, inorganik iyon ve diger molekiillerin geri
emilimi ve bazi inorganik iyonlarin kandan tiibiil limenine direkt olarak
sekresyonudur. Renal tiibiil kivrimli bir sekle ve dort ayr1 bolgeye sahiptir. Her
bdlgenin tiibiiler fonksiyon ig¢inde rolii ve histolojik gortiiniimii farklidir (55-57).

Proksimal tiibiil

Nefronun en uzun ve genis bdliimii olan proksimal kivrimh tiibiil kortekste
yer alirken proksimal diiz tiibiil medulaya dogru inerek Henlenin kalin inen parcasini
olusturur. Renal korpiiskiiliin tiibiiler kutbunda Bowman kapsiiliiniin tek katli yassi
epiteli proksimal tiibiiliin tek katli kiibik epiteline dontisiir. Proksimal kivrimh
tiibiiliin kiibik hiicreli epitelinde yiizey 6zellesmeleri vardir (47, 48).

Genellikle bir proksimal tiibiiliin enine kesitinde 6 ila 12 arasinda koyu

asidofilik sitoplazmali epitelyum hiicresi bulunur. Tiibiillerde epitelyum altinda bazal
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membran bulunur. Proksimal tiibiil hiicreleri merkezi niikleus ve bol mitokondri
nedeniyle cok asidofilik sitoplazmaya sahiptir. Hiicrelerin apikal yiizeyinde
geriemilimi kolaylastiran liimen iginde belirgin bir fircamsi kenar olusturan ¢ok
sayida uzun mikrovillus vardir. Mikrovillus {izerinde yer alan kalin glikokaliks tabasi
nedeniyle firgamsi kenar PAS pozitif boyanir (47, 51, 52).

Hiicrelerin bazal yliziinde bazal plazma membrani sitoplazmaya dogru
katlanarak bazal cizgilenmeyi olusturur ve i¢inde mitokondriyonlar bulunur.
Hiicrelerin lateral yiizeyinde tiibiil liimenini interselliiler bosluktan ayiran siki
baglantilar ve komsu hiicrelerin yapismasini saglaya zonula adherens bulunur (43,
52).

Proksimal diiz tiibiil daha kisa ve yiizeyinde daha az gelismis fircams1 kenar
bulunur. Bazal ve lateral memran katlantilar1 daha az belirgin olmakla birlikte
kivrimli tiibiile gore mitokondriyon, endozom ve lizozom sayist azdir. Emilim
fonksiyonu kivrimli tiibiile gore daha diisiik seviyededir (46).

Henle Kulpu

Proksimal kivrimli tiibiil medullaya giren daha kisa olan proksimal diiz tiibiil
ile ve daha sonra Henle kulpu ile devam eder. Ince inen kol ve ince ¢ikan kol ile U
seklinde bir yapidir. ince kollar tek Katl yassi epitel ile doselidir. Henle kulpunun
kalin kisimlar1 algak kiibik epitel ile doselidir. Nefronun korteks igindeki
lokalizasyonuna gére Henle kulpunun uzunlugu degismekle birlikte jukstamedullar
nefronun Henle kulpu uzunken kortikal nefronun Henle kulpu ise kisadir (43, 48,
49).

Ek olarak ¢ikan kalin kolu doseyen epitel hiicreleri NaCL geri emilimini ve
idrar konsantrasyon yetenegini etkileyen 85 kDA agirlifinda protein olan tiromodilin
(Tamm-Horsfall protein) tiretir (50).

Distal Tiibiil

Distal tiibiilin Henle kulpunun ¢ikan kolunun devami olan diiz bir kismi ve
kortekste uzanan kivrimli kismi bulunmaktadir. Distal diiz tiibiilde hiicreler
proksimal tiibiil hiicrelerine gore daha az ve daha kiicik mikrovillus igerir.
Hiicrelerin bazal katlantilar1 ¢ok belirgindir ve neredeyse hiicrenin luminal yiizeyine
kadar ulagir. Distal diiz tiibiil ile kivrimlhi tiibiil arasinda hiicreler o6zelleserek

jukstaglomeriiler aparatin yapisina katilan makula densayi olusuturur (44, 45).
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Distal kivrimli tiibiil kortikal labirentlerde lokalize olup yaklasik olarak
proksimal kivrimli tiibiiliin {igte biri uzunluktadir. Makula densanin ilerisinden
toplama tiibiiliine kadar uzanir. Distal kivrimli tiibiil hiicreleri, distal diiz tiibiil
hiicrelerine gére daha uzundur ve firgamsi kenardan yoksundur. Distal tiibiil liimeni
proksimal tiibiil liimenine gore daha genis ve belirgindir. Epitel hiicreleri genis ve
lateral sinirlar1 belirgin olmamasina ragmen bazal ¢izgilenmeler belirgindir (52, 55).

Cekirdek hiicrenin apikal boliimiinde yer almaktadir ve bazen de 6zellikle diiz
segmentte hiicrenin limene dogru kabarmasina neden olur. Hiicrelerin genis
bazolateral plikasyonlar1 vardir ve bu bazal kivrimlar ile iliskili ¢ok sayida
mitokondri vardir. Proksimal diiz tiibiil hiicrelerinden farkli olarak daha az sayida ve
daha az gelismis mikrovillus vardir (56).

Toplama Tiibiilleri ve Toplama Kanallar:

Baglant tiibiilleri, distal kivrimli tiibiil ile kortikal toplama kanallar1 arasinda
gecis bolgesidir. Bu segmentin epiteli distal kivrimli tiiblil hiicreleri ile kortikal
toplama kanallarindan esas hiicreler igerir (53).

Toplama kanallar1 151k mikroskop altinda proksimal ve distal tiibiilerden
belirgin hiicre sinirlar1 sayesinde kolayca ayirt edilebilir. Toplama kanallarinda iki
cesit hiicre tipi vardir (52).

Acik hiicreler, esas hiicre veya toplama kanali hiicreleri toplama kanalinin
baskin hiicre tipidir. Soluk boyanan bu hiicrelerde bazal membran katlantilari, bir
adet primer silyum birkag¢ adet mikrovillus ve kiiresel mitokondriler vardir (54).

Esas hiicreler arasinda dagilmis olarak bulunan interkalat hiicreler daha
koyudur, ayrica daha bol mitokondri ve ¢ikinti yapan apikal katlantilar vardir. Apikal
sitoplazmalarinda ¢ok sayida vezikiil bulunur (57).

Kortikal toplama kanallar1 yaklagik 40 um ¢apinda olmakla birlikte kortikal
medullar 1s1nlarda baglant: tiibiillerinin bir araya gelmesiyle olusur ve tek katli kiibik
epitel ile doselidir. Her bir renal piramidin apeksine yaklastikga medullar toplama
kanallar1 tekrar birleserek idrar1 direkt minor kalikse drene eden papiller kanali

(Bellini kanalini) olusturur (51, 54).
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2.2. Doksorubisin

2.2.1. Doksorubisinin Genel Ozellikleri

Adriamisin veya 14-hidroksidaunorubisin olarak da bilinen Doksorubisin
antrasiklin tipi bir antitimor (antineoplastik veya sitostatik) ila¢ olarak kemoterapide
cesitli kanserlerin tedavileri i¢in kullanilir. Doksorubisin 1969 yilinda ilk olarak S.
peucetius ATCC29050'den tiiretilen bir mutant tiir olan Streptomyces Peucetius
Subsp. caesius ATCC27952den izole edilmistir. Doksorubisin klinik pratikteki major
Klinik aktivite ile meme, endometriyum, ovaryum, testis, tiroid, mide, mesane,
karaciger ve akciger kanserlerinde kullanilir. Ayrica néroblastom, Ewing sarkomu,
osteosarkom ve rabdomyosarkom gibi yumusak doku sarkomlarinda ve bir ¢ok

cocukluk ¢agi kanserlerinde kullanilan en onemli anti-kanser ilaglarindan birisidir
(58-61).

2.2.2. Kimyasal Yapis1 ve Etki Mekanizmasi

Antrasiklin antibiyotiklerinin siradisi bir seker olan, daunosamine bagl
tetrasiklik halka yapilar1 vardir. Bu simiftaki sitotoksik ajanlarin hepsinde elektron
kazanilmasina ve kaybedilmesine izin veren bitisik halkalar iizerinde kinon ve
hidrokinon kisimlart vardir (62).

Doksorubisin kinon igeren tetrasiklik halka ve iki karbonlu bir yan zincirden
olusur. 13. karbon atomunda bir karbonil kisim ve 14. karbon atomunda bir primer
alkol igerir. Ayni zamamanda daunosamine tetrasiklik halkanin C-7 atomuna
glizodik bag ile baglidir (63).

Doksorubisin, DNA ile etkileserek biyosentezini inhibe eder.
Transkripsiyon sirasinda DNA'nin agilmasint saglayan topoizomeraz 1l enziminin
ilerlemesi engellenir. Doksorubisin DNA replikasyonu sirasinda topoizomerazin
DNA'y1 kesmesinin ardindan meydana gelen topoizomeraz-DNA kompleksini
stabilize ederek DNA ikili sarmalinin tekrar birlesmesini engeller ve boylece DNA

replikasyonunu durdurur (64, 65).
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Doksorubisin, DNA’da GC baz giftleri igeren bdlgeye baglanir.
Doksorubisin-DNA kompleks olusumu DNA hasar cevabimi aktive eder ve
topoll’den bagimsiz olarak hiicre 6liimiinii indiikler (66).

Doksorubisinin yapisindaki kinon NADPH oksidorediiztaz araciligi ile
semikinon radikaline doniisiir. Semikinon radikalleri DNA hasarina neden olan
stiperoksit ve hidrojen peroksit olusturmak i¢in hizla oksijenle reaksiyona girer. Ek
olarak, doksorubisin bir demir selatoriidiir ve doksorubisin-demir kompleksi,
hidrojen peroksitin reaktif hidroksil radikallerine doniisiimiinii katalize eder.
Boylece, doksorubisin aracilt serbest radikallerin salinimi DNA hasar1 ve hiicre
Olumii ile sonuglanan oksidatif strese neden olabilir. Doksorubisin tedavisi serbest
radikal olusumu ve oksidatif metabolizma artisina ek olarak, seramid seviyesini

artirir (67-72).
2.2.3.Doksorubisin Farmakokinetigi

Doksorubisin gastrointestinal kanalda inaktive olmasi ve ekstravazasyonun
doku nekrozuna neden olmasi nedeniyle sadece intravendz olarak uygulanir.
Doksorubisin hizla doksorubisinol, doksorubisinon ve 7-deoksidoksorubisinona
metabolize edilir. Doksorubisin ve ana metaboliti olan doksorubisinol, yaklasik % 75
oraninda plazma proteinlerine baglanir; Kan beyin bariyerini ge¢mez. Dokulara
afinitesi yiiksek olup, salimimi yavas oldugundan karacigerde hizli metabolize
edilmesine ragmen viicutta dagilimi ve etkisi uzun siirer. Esas eliminasyonu
karacigerden safra yoluyla olmasina ragmen az bir miktari da bobreklerden (% 3-10)
ve diskiyla (%40-50) atilir. ilag dozu serum bilirubin diizeyine gore ayarlanir (73-
77).

2.2.4. Doksorubisin Yan Etkileri

Doksorubisin tedavisinde sik gdzlenen yan etkiler, kemik iligi baskilanmasi,
saclarda dokiilme, mukozit, bulanti-kusma ve deri pigmentasyonunda artistir.
Doksorubisin tedavisine bagli gelisen miyelosupresyonda 16kopeni (nétropeni),
trombositopeni ve anemi goriilebilir. Asirt duyarlilik (ates, dokiinti, irtiker),

tirnaklarin hiperpigmentasyonu, lakrimasyon ve konjonktivit de goriilebilir (78-80).
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Doksorubisin ekstravazasyonu ciddi lokal doku nekrozuna yol agar. Bunun
yani sira seliilit, vezikiil, tromboflebit, lenfanjit ve fleboskleroza neden olabilir (81,
82).

Kardiyotoksisite, doksorubisine bagli gelisen en 6nemli ve siklikla doz
siirlayict yan etki olmakla birlikte akut, subakut ve ge¢ donemlerde ortaya
cikabilmektedir. Akut donemde; aritmi, hipotansiyon ve kalp fonksiyonlarda
bozulma goriilebilmesine ragmen bu yan etkiler reversibldir ve kalpte kalic1 hasara
neden olmamaktadir (83, 84).

Subakut doénemde kardiyomiyopatiler ortaya ¢ikabilmekte ve gelisen hasar
irreversibildir. Ge¢ donem kardiyotoksisite ise tedavi sonrast 4 ile 20 yil sonra
goriilmekle birlikte kardiyomiyopati ve kalp yetmezligi ortaya ¢ikmaktadir (85, 86).

Doksorubisin uygulamasi sonrasi bobrekte antioksidan parametreler azalir ve
renal akut bobrek yetmezligi gelisir. Bobrekde SOD, CAT ve GSH gibi antioksidan
molekiil diizeyleri azalirken, MDA gibi SOR molekiil konsantrasyonlarinda belirgin
artiglar goriilir (87).

2.3. Safranal

2.3.1. Safranal’in Genel Ozellikleri

Safranal, Iridaceae ailesinin uzun Omiirlii sapsiz bir bitkisi Crocus sativus
(safran)’dan elde edilen, Safran esasli ugucu yagin ana bilesenidir. Ugucu
fraksiyonun % 70'i olan “Safranal” safranin aromasindan sorumlu olan asil bilesiktir.
Kuhn ve Winterstein tarafindan pikrocrocinin hidrolizasyonu ile safranal ilk kez elde

edilmis ve bu kimyasal madde “Safranal” olarak adlandirmistir (10, 88, 89).
2.3.2. Safranal’in Kimyasal Yapisi
Safranalin  kimyasal formiili CioH140, kimyasal adi 2,6,6-trimetil-1,3-

sikloheksadien-1-karboksaldehid olan halkali terpenik aldehittir. Molekiil agirlig
150.21 g/mol ve kaynama noktas1 70 °C’dir (90, 91).
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2.3.3. Safranal’in Farmakolojik Etkileri

Yapilan c¢alismalar neticesinde, Safranalin antikonviilsan, antidepresan,
yoksunluk sendromunu azaltma, pentilentetrazol kaynakli status epileptikusta
protektif etki, indometazin kaynakli gastrik ilsere karsi protektif etki ve in vitro
spesifik kancer hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri ortaya konmustur (92-97).

Safranalin solunum sistemi iizerine etkilerini arastiran ¢alismalarda antitiissif
etki ve H1 reseptor inhibisyonu ile bronkodilator etki gosterdigi bulunmustur (98,
99).

Safranalin antidot etkilerini aragtiran ¢aligmalar neticesinde gentamisin ve
heksaklorobiitadien kaynakli nefrotoksisitede safranalin bobrek fonksiyon testlerinde
diizelme sagladigi, bobrek hasarini azalttigi ve nefroprotektif oldugu bulunmustur
(100, 101).

Safranalin metabolik etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada alloksan ile
indiiklenen diyabetik sigan modelinde aglik kan glukozunu ve HbAlc sevilerini
diisiirdiigii; SGOT, SGPT ve kreatinin seviyeleri iizerine etkisi olmadigi bulunmustur
(13).

Safranal deneysel olarak deoksikortikosteron asetat ile indiiklenmis
hipertansif sigan modelinde ortalama arteryal kan basincini diigiirerek antihipertansif
etki gostermistir (102).

Miyokard iskemi reperflizyon hasarinda safranal infarkt biiylkligiini
azaltmis, sol ventrikiil fonksiyonlar1 ve miyokard hemodinamik durumunu diizelterek
anti iskemik etki gostermistir (103).

Safran ekstrakti ve igerigindeki bioaktif bilesiklerin antioksidan etkilerinin
aragtirlldigi galigmaya gore safranal’in (500 ppm’de metanol soliisyonunda) %34
oraninda radikal siipiiriicii aktivite gosterdigi bulunmustur (12).

Safranal’in 8 mg/ml ile 32 mg/ml konsantrasyon araliginda E. coli, S. aureus,
S. aureus 6538P, S. enterica serovarlari iizerine bakterisidal etki gosterdigi tespit
edilmistir (104).
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2.4. Apoptoz ve Oksidatif Stres

2.4.1. Apoptoz ile Tlgili Genel Bilgiler

Apoptoz, organizma tarafindan diizenlenen enerji bagimli hiicre Oliim
seklidir. Apoptoz, ilk kez 1972 yilinda hiicre 6liimleri ile ilgili yapilan morfolojik bir
calisma sonucunda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tarif edilmistir (105, 106).

Apoptoz iki durumda goriilebilir: Fizyolojik ve Patolojik. Fizylojik
durumlarda apoptoz, artik gereksinim duyulmayan hiicrelerin uzaklastirilmasi ve
dokudaki gesitli hiicrelerin sabit sayida kalmasini saglamaya hizmet eden, normal bir
olaydir. Patolojik durumlarda apoptozda ise genetik olarak degisiklige ugramis veya
onarilamayacak derecede hasar gormiis hiicreler ortadan kaldirilir ve inflammatuar
yanit gelismeden doku hasari en diisiik diizeyde tutulur (107-109).

Apoptotik hiicrelerde morfolojik olarak sitoplazmik hiicre biiziilmesi, plazma
membraninda tomurcuklanma, hiicre membraninda fosfatidilserin ekternalizasyonu,
kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu gozlenir. Plazma membrani
apoptoz siireci boyunca saglam kalir. Fosfotidilserin'in hiicre zarinin dis tabakasinda
ekspresyonu Olii hiicrelerin  proinflamatuar seliiler komponent salinmadan
makrofajlar tarafindan erken taninmasini saglar (110, 111).

Apoptozis Oncelikle bir proteaz ailesi olarak bilinen kaspazlar (sisteinil,
aspartata Ozgii proteazlar) tarafindan yiiriitilen bir siirectir. Kaspazlar apoptoz
mekanizmasinin merkezinde yer alir. Kaspaz 2,8,9,10 apoptoz siirecinde baslatici
iken kaspas 3,6,7 hiicre 6liimiiniin diizenleyicisidir (112, 113).

Kaspaz aktivasyonu ile sonuglanan iki farkli yolak mevcuttur: intrinsik veya
mitokondrial yolak ve &liim reseptorii veya ekstrinsik yolak. Intrinsik yolak farkli
stres kosullarina (irradyasyon, kemoterapi) cevap olarak mitokondri seviyesinde
baslatilir. Ekstrinsik yolakta hiicre yiizeyinde, 6liim reseptorleri adi verilen ve
apoptozu tetikleyen biiyiik boliimii, tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor ailesinin
tiyesi olan molekiiller araciligr ile gergeklesir. Metodolojiye dayanan apoptoz
degerlendirilmesi 6 ana baglikta incelenir (114-116).

Sitomorfolojik degerlendirme: Isik mikroskobu ve transmisyon elektron

mikroskobu (TEM) kullanilmaktadir. Isik mikroskobunda hematoksilen-eosin
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boyama ile hiicrede kii¢iilme, kromatin kondansasyonu ve niikleus zarinin
periferinde toplanmasi, niikleusda kiigiilme veya parcalara boliinme gibi
histomorfolojik bulgular gozlenir. TEM apoptozu degerlendirmek i¢in altin
standarttir. TEM ile incelemede ultrayapisal degisiklikler gozlemlenir. Bu
degisiklikler: (a) elektron yogun g¢ekirdek; (b) niikleer par¢alanma; (c) saglam hiicre
zar1; (d) diizensiz sitoplazmik organeller; (e) biiyiik seffaf vakuoller; ve (f) hiicre
yiizeyinde kabarciklar olarak siralanir (117, 118).

DNA fragmantasyonu: DNA laddering teknigi apoptozun endoniikleaz
pargalanma tirtinlerini gostermek igin kullanilir. TUNEL (Terminal dUTP Nick End-
Labeling) metodunda enzimatik olarak DNA zincir kiriklari son etiketleme ile
endoniikleaz pargalanma tiriinleri degerlendiririr (119, 120).

Cesitli kaspaz aktivite analizleri kullanilarak tespit edilebilecek 13'ten fazla
bilinen kaspaz (prokaspaz veya aktif sistein kaspaz) vardir. Apoptoz PCR mikroarray
anahtar ligandlari, reseptorleri, hiicre i¢i modiilatorleri ve transkripsiyon faktorlerini
iceren en az 112 genin ekspresyonunu degerlendiren ger¢ek zamanli PCR yontemidir
(121, 122).

Membran degisiklikleri: Anneksin V tonteminde, apoptotik hiicrelerin dis
plazma zari iizerinde fosfatidilserin kalintilarinin eksternalizasyonu ile dokularda,
embriyolarda veya kiiltiirlenmis hiicrelerde FITC (floresan izotiyosiyanat) etiketli
Annexin V’in apoptotik hiicrelere baglanmasi ile floresan mikroskobu, flow sitometri
ve 151k mikroskobunda degerlendirilmesi saglanir (123).

Lazer taramali konfokal mikroskopi (LSCM) ile canli hiicrelerden elde
edilen submikron ince kesitler sayesinde sitokrom c¢ salinimi, mitokondrial
gecirgenlik gegisi, i¢c mitokondriyal zarm depolarizasyonu, Ca2" akimu,
mitokondriyal redoks durumu ve ROS gibi mitokondriyal olaylar tek bir saglam

hiicrede gozlemlenir (124).

2.4.2. Oksidatif Stres ile Tlgili Genel Bilgiler

Oksijen, biyolojik sistemler i¢cin hem olumlu yararlart hem de potansiyel
olarak zararli yan etkileri nedeniyle genellikle Janus (iki yiizli kapilar tanrisi) gazi
olarak adlandirilir.  Aerobik metabolizma sirasinda oksijene dogru sekilde

aktarilmayan elektronlar, nedeniyle organizmada serbest radikaller olusabilir.
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Oksidatif stres reaktif oksijen tiirleri artis1 ile onlar1 detoksifiye eden antioksidanlarin
yetersizligi sonucu oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Oksidatif stres
yasla ilgili kalp damar hastaliklari, kronik obstriiktif akciger hastaligi, kronik bobrek
yetmezligi, nérodejeneratif hastaliklar ve kanserde rol oynar (125-128).

Serbest radikal dis yoriingelerinde bir ya da birden fazla eslenmemis elektron
igeren reaktif ve kisa omiirlii bilesiklerdir. Oksijen ve nitrojen serbest radikaller igin
kaynak molekiillerdir. Oksijen kaynakli serbest radikaller reaktif oksijen tiirleri
(ROS), nitrojen kaynakli olanlar ise reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak adlandirilir
(129, 130).

Siiperoksit radikali (O2), hidroksil radikali (OH) ve hidrojen peroksit (H,0,)
baslica reaktif oksijen tiirleri‘dir. Siiperoksit ve hidroksil radikali serbest radikal olup
hidrojen peroksit ise prooksidan 6zelliktedir. Siiperoksit radikali hiicrede molekiiler
oksijenin bir elekron alarak indirgenmesi sonucu i¢ mitokondri zarinda veya NADPH
oksidaz, ksantin oksidaz enzimi tarafindan endojen olarak olusturulur. ROS’lar
iginde yarilanma Omrii kisa ve en giiglii olan hidroksil radikalidir. Hidrojen peroksit
tirat oksidaz, glikoz oksidaz ve D-aminoasit oksidaz gibi bir¢ok enzim tarafinda
hiicrede oksijene iki elektron transferi ile direk olarak olusturulur. Serbest radikal
olmadig1 halde ROS olarak degerlendirilir ve serbest radikal olusumunda 6nemli rol
oynar. Nitrik oksit (NO), peroksinitrit (ONOO), azot dioksit (NO;) gibi azot igeren
oksidanlara reaktif azot tiirleri (RNS) ad1 verilir (131-136).

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin endojen ve eksojen kaynagi vardir.
Endojen reaktif oksijen azot tiirleri (RONS) kaynaklari arasinda NADPH oksidaz,
MPO, lipoksijenaz ve anjiyotensin II bulunmaktadir. NADPH oksidaz, hiicresel
solunum sirasinda NADPH tarafindan saglanan elektronlarla molekiiler oksijenin bir
elektron indirgenmesiyle olusan radikal siiperoksit radikalinin (O7) yaygimn
kaynagidir. Eksojen RONS kaynaklar1 hava ve su kirliligi, tiitiin, alkol, agir veya
gecis metalleri, ilaglar (siklosporin, takrolimus, gentamisin, bleomisin, doksorubisin),
endiistriyel ¢oziiciiler, yemek pisirme (pismis et, atik yag vb.) ve viicut iginde serbest
radikallere metabolize olan radyasyondur (137-139).

Serbest radikal ve oksidan fazlaligi membran yapisinda bulunan poliansatiire
yag asitlerinde oksidasyon sonucunda lipit peroksidasyonunu baslatirlar. Oksidatif

stres protein yapilarda oksidatif modifikasyonlara yol agarak, hiicre iskeletini
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olusturan protein ve enzimlerde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olur.
Oksidatif  stres DNA’daki bazlarda g¢ift baglara H atomu ekleyerek veya 2-
deoksiribozun C-H baglarindan ve timin yapisindaki metil gruplarindan H atomu
¢ikararak, ayrica olusan baz radikalleri proteinlerin aromatik aminoasitleri ile
kombine olarak DNA-protein ¢apraz baglari olusturur (140-142).

Serbest radikallerin hiicresel yapilara verecegi hasar1 engellemek igin
antioksidanlar olarak adlandirilan savunma mekanizmasi vardir. Antioksidanlar,
endojen ve ekzojen olmak tizere iki grupta incelenir. Endojen antioksidanlar direk
olarak ROS'un nétralizasyonunda gorev alan SOD, CAT, GPx ve glutatyon rediiktaz
gibi enzim yapisindadir. Enzim yapida olmayan endojen amino asitler viicutta
tiretilen glutation, L-ariginin, koenzim Q10, melatonin, irik asit, bilirubin, metal
selatlayici proteinler, transferrin gibi bilesiklerdir. Eksojen antioksidanlar E vitamini,
C vitamini, karotenoidler, iz metaller (selenyum, manganez, ¢inko), flavonoidler,
omega-3 ve omega-6 yag asitleri gibi viicutta iiretilemeyen ve besinlerle veya takviye
edicilerle alinabilen bilesiklerdir (143, 144).

Reaktif oksijen tiirleri canli hiicrelerde floresan boya bazli assayler ile flow
sitometri ve 151k mikroskobunda tespit edilebilir. Reaktif oksijen tiirlerinin 6lgtimii
yerine, dolayli olarak DNA/RNA hasarini, lipid peroksidasyonu ve protein
oksidasyonu/nitrasyonu gosteren 8-OHdG, LPO, MDA, protein karbonil igerigi,
okside protein seviyeleri analiz edilerek oOlgiilebilir. Viicut sivist ve dokularda
antioksidan enzim (SOD, CAT, GPX) olgiilerek oksidatif durum degerlendirilebilir
(144-152).

NADPH oksidaz, hiicrelerde ROS olusumunun major enzimatik kaynagidir.
Elektron donorii olarak NADPH kullanarak oksijenin rediiksiyonu ile siiperoksit
radikali olusumunu Katalizler. NADPH oksidaz enzim kompleksi, membrani
kapsayan bir flavositokrom b558 (Cytb) ve sitozolik proteinler p67phox, p47phox,
p40phox ve Rac igerir. NADPH oksidazin katalitik merkezi olan Cytb, iki alt
birimden olusur: gp91phox (agir glikozile B-altbirim, Nox2) ve p22phox (kiigiik o-
altbirim) (153-155).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Etik Kurul Onay1 ve Finansal Destek

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul onay: alinarak baslandi (Tarih: 27/04/2018; Protokol No: 2018/17). Bu
Calisma KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

desteklendi (Proje No: THD-2018-7720).

3.2. Deney Hayvanlari, Gruplar ve Deney Calisma Plam

Aragtirma i¢in agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen Spraque Dawley 18
adet disi sigan kullamildi. Calisma grubunu olusturan siganlarin tamami KTU Tip
Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden saglandi. Siganlar 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik ortamda, ad libitum beslenme sartlarinda muhafaza edildi.
Ieme suyu olarak ¢esme suyu, beslenmesi i¢in standart sigan yemi (Bayramoglu Yem
ve Un Sanayi Tic. A.S, Erzurum, Turkey) verildi. Sicaklik 22+2°C, nem % 50£5
olacak sekilde ayarlandi. Sicanlar calisma siiresince standart Tip III kafeslerde
barindirildi (Resim 1). Cevresel stres ve uyum problemi yaganmamasi amaciyla
siganlarm bakimi, deneyin biitiin uygulamalar1 ve siganlarm sakrifikasyonu KTU
Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkez’inde yapildi.
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Resim 1. Sicanlarin Caligsma Siiresince Barindirildigi Standart Tip 111 Kafesler

Sicanlar asagida belirtildigi gibi 3 gruba ayrildi. Bu ¢alismada uygulanan

DOKS (doksorubisin) ve SAF (safranal) dozlar literatiire (156, 157) uygun olarak
belirlendi.

1. Grup: Kontrol Grubu (n: 6); 7 giin boyunca sicanlara hi¢bir uygulama
yapilmadi.

2. Grup: DOKS (Doksorubisin) Grubu (n: 6); Tek doz DOKS (40 mg/kg)
intraperitonal (i.p.) olarak deneyin 5. giinii uygulandi.

3. Grup: DOKS (Doksorubisin)+SAF (Safranal) Grubu (n: 6) ; 7 giin
boyunca SAF 200 mg/kg/giin tek doz oral gavaj ile uygulandi. Deneyin 5. giinii tek
doz DOKS intraperitoneal olarak (40 mg/kg) uygulandi.
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Resim 2. Siganlara Orogastrik Gavaj Uygulamasi

Tablo 1. Deney Gruplari ve Takip Cizelgesi

Gruplar 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 6.giin 7.giin
Kontrol - - - - - - -
Grubu
Doksorubisin | - - - - 40mg/kg | - -
Grubu DOKS

i.p
Doksorubisin | 200 200 200 200 40mg/kg | 200 200
+Safranal mag/kg mg/kg mg/kg mg/kg DOKS mg/kg mg/kg
Grubu SAF SAF SAF SAF i.p SAF SAF

gavaj gavaj gavaj gavaj +200 gavaj gavaj

mg/kg

SAF

gavaj

3.3. Doku Numunelerinin Toplanmasi

Deney siiresinin sonunda (8. giinde) sicanlar anestezi altindayken (ketamin 90

mg/kg) abdominal aorta kesilerek kansizlastirma yontemi ile Otenazi yapildi.
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Abdominal periumblical bolgeden, vertikal kesi uygulanarak batin agildi, abdominal
aorta kesildi daha sonra sol bobrek cikarildi. Cikarilan sol bobreklerin yarisi
histolojik degerlendirmeler i¢in formalin soliisyonunda tespit edildi, diger yarisinin
Y’si flow sitometri i¢in ayrilarak PBS solusyonunda +4 C’de saklandi. Geriye kalan
diger parca ise ependorf tiipiine alind1 ve -80 C’de saklandi. Ayrica ¢alisma sonunda
siganlarin karaciger, ileum ve kalp dokulari ¢ikartilip daha sonra yapilmasi planlanan
miinferit ¢aligmalarda histopatolojik degerlendirmeler i¢in %10 formalin

solusyonuna konuldu.

Resim 3. Bobregin Cikartilmasi ve Makroskopik Gortintimii

3.4. Histolojik islemler

3.4.1. Formalin Tespitinin Hazirlanisi

Dokularin tespitinde kullanilacak formalin soliisyonu asagidaki sekilde
hazirlandi;

- Formaldehit (%37) 100 ml

- Distile su 900 ml
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Formalin fiksatifini hazirlamak i¢in 6nce 100 ml formaldehit olgili

laboratuar kabina alindi, daha sonra tizerine 900 ml distile su eklendi (158).

3.4.2. Histolojik inceleme i¢cin Dokularin Hazirlanmasi

Dokularin takibi, kesit alma ve boyama islemleri KTU Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gercgeklestirildi. Laboratuarda,
formalin soliisyonuna alinan bobrek dokulart uygun sekilde kesilerek grup
numaralar1 ve sayilar1 yazilarak doku takip kasetlerine konuldu. Ug giin 151k almayan
kuru ve oda sicakligindaki ortamda saklandi. Daha sonra tam otomatik doku takip
cihazinda (Thermo Scientific Exelsior AS, UK) rutin gece programinda takip edildi
(Takip prosediirii tablo 2’de 6zetlenmistir). Dokular, takip islemi esnasinda belirli
stirelerde ve artan derecede alkol serilerinden gegcirilerek dehidrate edildi, ksilen
basamaklarindan gegirilerek saydamlagmasi saglandi ve parafine gomiilerek bloklar

haline getirildi (159).

Tablo 2. Doku Takip Prosediirii

Kimyasal Uygulama Siiresi
1. Formalin soliisyonu 3 giin

2. % 70’1ik etil alkol 1 saat

3. % 90’11k etil alkol 1 saat

4. % 96’1k etil alkol 1 saat

5. % 100°lik etil alkol 1 saat

6. % 100°’1ik etil alkol 1 saat

7. Ksilen 5 dakika
8. Ksilen 5 dakika
9. Ksilen 5 dakika
10. Parafin 15 dakika
11. Parafin 15 dakika
12. Parafin 15 dakika
13. Bloklama
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3.4.3. Isik Mikroskobu I¢in Dokularin Hazirlanmasi

Her gruptan alinan bobrek dokulari, formalin soliisyonunda tespit edildikten
sonra yukaridaki asamalardan gegirildi. Ik olarak tam otomatik mikrotom (LEICA
RM 2255, USA) ile dokuya ulasana kadar parafin bloklar 20 um’lik kesitlerle
trimlendi ve dokuya ulasinca parafin bloklardan 5 um’lik ince kesitler alindi. Kesitler
38 °C’de Benmari i¢indeki sicak su fiizerinde lama daha iyi yayilmak ig¢in
bekletildikten sonra lam tizerine alindi. Dokular lam iizerine alindiktan sonra
Hematoksilen&Eozin (H&E) ile boyanmasi icin zembile yerlestirildi. Daha sonra
dokular otomatik lam boyayict (LEICA AutoStainer XL, GER) kullanilarak 45
dakika 60 °C’de deparafinizasyon isleminden geg¢irildi. Daha sonra onceden
programlanmis boyama programi ile otomatik lam boyayicida boyandi. Boyama

islemi bittikten sonra kesitler ¢eker ocak altinda entellan kullanilarak kapatildi.

3.4.4. Hematoksilen-Eozin Boyama Y ontemi

Hematoksilen&Eosin boyama otomatik lam boyaci yardimi ile daha 6nceden
ayarlanan program sayesinde yapildi. Kesitler 6nce otomatik lam boyayicida bulunan
60 °C’lik etiiv haznesinde 45 dakika deparafinizasyon icin bekletildi, daha sonra

boyama iglemine gecildi. Boyama islemi tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. H&E Boyama Prosediirii

1. Ksilen 5 dakika

2. Ksilen 5 dakika

3. %100°liik etil alkol 5 dakika

4. %961k etil alkol 5 dakika

5. %70’lik etil alkol 5 dakika

6. Distile su 2-3 dakika

7. Hematoksilen 2 dakika

8. Cesme suyu 3 kez batirilip ¢ikarildi.
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9. Asit alkol 1 kez batirilip ¢ikarildi.
10. Cesme suyu 3 kez batirilip ¢ikarildi.
11. Amonyakli su 10 saniye

12. Cesme suyu 3 kez batirilip ¢ikarilda.
13. Eozin 50 saniye

14. Cesme suyu 3 kez batirilip ¢ikarilda.
15. % 70’lik etil alkol 2 dakika

16. % 96’1k etil alkol 5 dakika

17. %100’lLik etil alkol 5 dakika

18. Ksilen 5 dakika

19. Ksilen 5 dakika

Boyama islemi bittikten sonra boyanmis kesitler laboratuarda, ¢eker ocakta

entellan kullamlarak lamel ile kapatildi. Elde edilen preparatlardan KTU Tip

Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Mikroskopi Laboratuarinda

bulunan dijital fotograf makinesi (Olympus, DP 71, Japan) atagmanlh Isik

Mikroskobunda (Olympus BX 51, Japan) resimler ¢ekildi ve degerlendirme igin

dijital ortama aktarildi. Bobrek dokusunda, tiibiiler atrofi, tiibiiler dilatasyon, tiibiiler

vakuolizason, nétrofil infiltrasyonu ve intertiibiiler vaskiiler konjesyon agisindan

semikantitatif olarak degerlendirmeler yapildi. Skorlamada 0-3 arasinda puanlama

kullanildi
0:

Izlenmedi

1: Hafif derecede %25°den az hasar

2: Orta derecede %25 ile %75 arasi hasar
3: Siddetli derecede %75 ten fazla hasar

Skorlama i¢in her bir hayvana ait toplam 18 preparat X200 biiyiitmede

degerlendirildi. Hasar1 degerlendirmede korteks ve dis meduller alan esas alindi

(160, 161).

27




3.4.5. Periyodik Asit-Schiff Boyama Y ontemi

PAS boyamasi i¢in hazirlanan preparatlar 60 °*C’lik etiivde 1 saat bekletilerek
deparafinize edildi. PAS boyama icin ChemBio PAS STAIN KIT (CB6125.0100)
kullanildi. Ureticinin protokoliine uygun olarak asagidaki tabloda dzetlenen sekilde

islemler manuel olarak uygunlandi.

Tablo 4. PAS Boyama Yo6ntemine Ait Uygulamalar ve Siireleri

1. 10 damla A-periyodik asit ¢ozeltisi 10 dakika

2. Ayrag uzaklastiriimasi

3. Distilesu 2 dakika yikama
4. 10 damla B-Schiff’s reagent ¢ozeltisi 20 dakika

5. Ayrag uzaklastirilmasi

6. Distile su 2 dakika yikama
7. C-Metabisiilfit ¢ozeltisi 2 dakika

8. Ayrac uzaklastirilmasi

9. D- Tespit ¢ozeltisi 2 dakika

10. Ayrag uzaklastirilmasi

11. Distile su 2 dakika yikama
12. 10 damla E-Mayer’s Hematoksilen ¢ozeltisi 3 dakika

13. Ayrag uzaklastirilmasi

14. Distile su 5 dakika yikama
15. % 70’lik etil Alkol 3 dakika

16. % 96°lik etil Alkol 3 dakika

17. % 100°’lik Etil Alkol 3dakika

18. Ksilen 3 dakika

Doku kesitleri geker ocakta kurutulup tizerine entellan damlatilarak lamelle

kapatildi. Hazirlanan preparatlar KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
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Anabilim Dali Mikroskopi Laboratuarinda bulunan dijital fotograf makinesi
(Olympus, DP 71, Japan) atagmanli Isik Mikroskobunda (Olympus BX 51, Japan)
degerlendirildi, fotograflar c¢ekildi ve dijital ortama aktarildi. Bobrek dokusunda
glikojen birikimi, bobrek tiibiilleri epitel hiicrelerinin mikrovilluslar: (firgams1 kenar)

ve bazal membranlari degerlendirildi (158).

3.4.6. Masson Trikrom Boyama Y 6ntemi

Masson Trikrom boyama i¢in ChemBio Masson Trichrome boyama Kiti
(CB6095.0050) kullanild1. Doku kesitleri deparinizasyon islemi i¢in 60°C’lik etiivde
1 saat bekletildi.

Masson Trikrom Boyasi Boyama prosediirii liretici firmanin protokoliine gore

asagidaki sekilde uygulandi.

Tablo 5. Masson Trikrom Boyama Y 6ntemi

1. %200’k etil alkol 5 dakika
2. %96’lik etil alkol 5 dakika
3. %70’lik etil alkol 5 dakika
4. Distile su ile yikama

5. A-Bouin’s fiksatif ¢ozeltisi 1 saat 56°C’de bekletme
6. Cesme suyu 5 dakika yikama

7.

5 damla B-Weigert’s demirli hematoksilen A ve 5 damla C-Weigert’s
demirli hematoksilen B ile ortiilme 10 dakika

8. Boyalarin karigsmasi igin kiigiik salinimlar yapilabilir.

9. Ayrac uzaklastirilmasi

10. Suda yikama yapilmadan kurutma 5 dakika

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

12. Ayrag uzaklastirilmasi

13. Distile su 1 dakika

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

15. Ayrag uzaklastirilmasi
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16. Suda yikama yapilmadan kurutma 5 dakika

17. 10 damla F- anilin mavisi ¢ozeltisi 5 dakika

18. Ayrag uzaklastirilmasi

19. Distile su ile yitkama 1 dakika
20. %70’lik etil alkol 1 dakika
21. %96’lik etil alkol 1 dakika
22. %100’1ik etil alkol 1 dakika

Doku kesitleri manuel islem ile boyandiktan sonra ¢eker ocakta kurutulup
daha sonra lizerine entellan damlatilarak lamelle kapatildi. Hazirlanan preparatlar
KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Mikroskopi
Laboratuarinda bulunan dijital fotograf makinesi (Olympus, DP 71, Japan) atagmanl
Istk Mikroskobunda (Olympus BX 51, Japan) degerlendirildi, fotograflar ¢ekildi ve
dijital ortama aktarildi. Masson trikrom boyama ile bobrek intertisyel bag dokusunda
fibrozis (kollajen sentezi) degerlendirldi (158).

3.4.7. Histomorfometrik islemler

Hematoksilen&Eosin ile boyanan her hayvana ait toplam 18 preparatta
proksimal tiibiil ¢apt KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dals,
Stereoloji Laboratuarinda bulunan Olympus DP 71 (Japan) kamerali Isik
Mikroskobunda (Olympus, BX51, Japan) Analysis 5 Research (Olympus Soft
Imaging Solution, Germany) programi kullanilarak ol¢iildii. Her preparatta 5 tane

tiibiil ¢ap1 Ol¢iimii yapildi

3.5. Flow Sitometrik islemler

3.5.1. Taze Dokudan Hiicre Siispansiyonu Elde Etme

Deney hayvanlarindan cerrahi olarak ¢ikarilan taze bobrek dokular1 6nce SF

ile yikand1 ve kani uzaklastirildi. Daha sonra taze dokular PBS solusyonuna aktarildi.
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Dokular hizlica Flow sitometrik islemler i¢in, KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’nda bulunan Hiicre Kiiltiirii laboratuarina asepsi
kurallarmna uyularak getirildi. Laminer Hava Akim Kabininde dokulara asagida
belirtilen islemler uygulandi.

1. 1 gr taze doku Ornekleri, her grup igin ayri bir petri kabinda, 1-2 ml serum

fizyolojik ortaminda bistiiri yardim ile ince sekilde dograndi.

2. Daha sonra cam petrideki dokular, plastik serum tiiplerinin tabanlari
yardim ile ezilerek, homojen bir solusyon haline gelinceye kadar, mekanik olarak
pargalandi.

3. Bu siispansiyon 5 ml’lik enjektore ¢ekildi ve daha sonra enjektoriin plastik
ucuna DNA mesh (Spectramesh-nylon, 50 micron Backman-Coulter) gegirilerek 1,5
ml hacimli tliplere siiziildii.

4. Siizme igsleminden sonra hiicre siispansiyonlarinin tizerine 1ml kadar soguk
PBS eklendi.

5. Hiicre siispansiyonu buzdolabinda islem baglayana kadar +4 °C’de

sakland1.

3.5.2. Anneksin V Yoéntemi

Hiicre siispansiyonu elde edildikten sonra her grup icin, her bir hiicre
stispansiyonundan 500 pL 6rnek yeni ependorf tiiplere aktarildi ve BD Pharmingen

PE Annexin V Apoptosis Detection Kit (Cat: 559763 Lot: 5306537) ile boyandi.
Boyama islemi asagida yer alan tablo 6’da 6zetlendigi gibi yapildi.
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Tablo 6. Anneksin V Yontemi

1.Hiicre slispansiyonu ¢Oktiirtildii Santrifiij 1900 rpm-5 dakika

2.Siipernatan atildi, pelet iistiine 1 ml Santrifiij 1900 rpm-5 dakika

kadar PBS eklendi

3.Siipernatan atildi, pelet Gistiine 1 ml Santrifiij 1900 rpm-5 dakika

kadar PBS eklendi

4.Siipernatant atildi, pelet Gistiine 1 ml 1x | Kitte yer alan 10x binding buffer distile

diliie Binding Buffer eklendi. su kullanilarak 1/10 oraninda diliie
edildi.

5.100 pl solusyon yeni tiiplere aktarildi

6. 5 ul PE Anneksin V ve 5 pl 7-AAD 15 dakika boyunca karanlikta ve 25

eklendi °C’de inkiibe edildi.
7. Her tiipe 400 pul 1x binding buffer Plastik spora kondu ve karanlikta
eklendi sakland:

8.1 saat i¢inde flow sitometride analiz
edildi.

3.5.3. Antinox2/gp91phox Yoéntemi

Hiicre siispansiyonu elde edildikten sonra her grup i¢in, her bir hiicre
stispansiyonundan 500 pL ornek yeni ependorf tiiplere aktarildi ve Abcam Anti-
NOX2/gp91phox antibody kit (Cat: ab80508) ile boyandi.

Boyama islemi asagida 6zetlendigi gibi yapildi.

1. Buzdolabinda saklanan hiicre siispansiyonlar1 yeni 1,5 ml ependorf
tiiplerine alindi.

2. Uzerine 1ml kadar soguk PBS eklendi. Daha sonra 2000 rpm’de 5 dk
boyunca santrifiijlendi.

3. Santrifiij isleminden sonra siipernatan atildi.

4. Her tlipe fiksasyon i¢in 100 pl paraformaldehit eklenip 15 dakika 4 °C’de
bekletildi.
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5. Daha sonra permiabilizasyon i¢in her tiipe 1 ml soguk metanol eklenip
karistirildi. -20 °C’de 5-10 dakika bekletildi.

6. Yikama islemi i¢in 2000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi uygulandi ve
stipernatan atildi. Peletin tistiine 1 ml PBS eklenip vortekslendi.

7. Yikama islemi tekrarlandi. Siipernatan atildi. Peletin lizerine 1ml kadar
soguk PBS, FCS ve sodyum karbonat solusyonu eklendi.

8. Yeni tiiplere 100 pl hiicre siispansiyonu konuldu ve tizerine 1 ul primer
antikor eklendi. Hiicre siispansiyonu buzdolabinda +4 °C’de 30 dakika bekletilerek
inkiibe edildi.

9. Inkiibasyon sonras1 yikama igin her tiipe 1ml kadar soguk PBS eklendi.
2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

10. Santrifiij islemi sonras1 siipernatan atildi ve peletin tizerine 1 ml soguk
PBS eklenip yikama islemi tekrarlandi.

11. Siipernatan atild1 ve pelet iizerine 100 ul soguk PBS eklendi. Uzerine 1 ul
sekonder antikor eklenerek karanlik ortamda +4 °C’de inkiibe edildi.

12. inkiibasyon sonrasi yikama islemi igin her tiipe 1ml soguk PBS eklenip
2000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi uyguland1 ve siipernatan atildu.

13. Peletin iistiine 1ml PBS eklendi ve yikama islemi tekrarlandi. Siipernatan
atild.

14. Peletin ilizerine 1 ml soguk PBS, FCS ve sodyum karbonat karisimi

eklendi. Flow sitometrik analiz yapilana kadar buzdolabinda +4 °C’de bekletildi.
3.5.4. Flow Sitometrik Analiz
Flow sitometrik analiz, BD Accuri C6 Cytometer cihazinda (488-640 nm)
yapildi ve FCM bilgisayarina aktarildi. FCM bilgisayarina aktarilan apoptoz piki

yiizde oranlari, BD Accuri C6 Cytometer Software ve Multicycle DNA analiz

programi kullanilarak degerlendirildi.
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3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences, version 20, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Her bir
gruba ait morfometrik ve diger sayisal veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak
verildi ve Kruskal Wallis varyans analizi (post hoc olarak Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U testi) ile karsilastirildi. Tiim karsilastirmalarda p< 0.05 degeri
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histomorfometrik Bulgular

Deney gruplarinda tiibiil ¢apina ait yapilan ol¢iim sonuglart Tablo 7’°de

verilmistir. Elde edilen istatistiksel verilere gore tiibiil cap1t DOKS Grubunda Kontrol

Grubuna gore artis goriilmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
DOKS+SAF Grubunda ise DOKS Grubuna gore azalmakla birlikte istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik saptanmadi.

Tablo 7. Deney Gruplarma Ait Histomorfometrik Olgiimlerin Ortalama ve Standart Sapma

Degerleri

Gruplar Tiibiil Capr Ortalamas:1 | Standart Sapma
(nm)

Kontrol 51,9167 5,6332

DOKS 52,5150 1,6461

DOKS+SAF 52,2117 2,4646
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4.2. Histomorfolojik Bulgular

4.2.1. Deney Gruplarina Ait Histopatolojik Skorlama Sonuclari

Deney gruplarina ait bobrek dokusunda hasar degerlendirmesi igin,
histopatolojik skorlama yapilarak istatistik degerlendirme yapildi. Istatistik
degerlendirmelerine ait ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 8’de verildi.

Histopatolojik skorlamada kontrol grubuna kiyasla DOKS Grubunda tiibiiler
vakuolizasyon, tiibiiler dilatasyon ve intertiibiiler vaskiiler konjesyonda istatistiksel
olarak anlamli belirgin bir artis gézlendi (p<0.05). DOKS+SAF Grubunda ise DOKS
Grubuna kiyasla tiibiiler dilatasyon, tiibiiler vakuolizasyon ve intertiibiiler vaskiiler
konjesyonda, histopatolojik skorda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii.
Tiibiiler atrofi ve nétrofil infiltrasyonu DOKS Grubunda Kontrol Grubuna gore
artmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi. DOKS+SAF
Grubunda tiibiiler atrofi ve nétrofil infiltrasyonu DOKS Grubuna gore azalmakla

birlikte istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi.

Tablo 8. Deney Gruplarina Ait Histopatolojik Bulgu Skorlamasi

Gruplar Kontrol DOKS DOKS+SAF
Tiibiiler Atrofi 0,65+0,516 1,17+0,4081 0,83+0,408
Tiibiiler Dilatasyon | 0,67+0,516 2,50 +0,548" 0,83+ 0,7537
Tiibiiler 0,50+ 0,548 2,67 +0,516° 1,17 £0,408"
vakuolizason

Notrofil 0,37 +0,408 0,67+ 0,516 0,50+ 0,548
Infiltrasyonu

Intertiibiiler 0,67 +0,516 2,50 +0,548° 1,00+ 0,632°
Vaskiiler

Konjesyon

!: Kontrol Grubuna gére DOKS Grubunda tiibiiler dilatasyon anlamli olarak artt1 (p<0,05).

2 DOKS Grubuna gére DOKS+SAF Grubunda tiibiiler dilatasyon anlaml olarak azaldi (p<0,05).

%: Kontrol Grubuna gére DOKS Grubunda tiibiiler vakuolizasyon anlaml olarak artt1 (p<0,001).
*DOKS Grubuna gére DOKS+SAF Grubunda tiibiiler vakuolizasyon anlamli olarak azald1 (p<0,007).
% Kontrol Grubuna gére DOKS Grubunda intertiibiiler vaskiiler konjesyon anlamli olarak artti

(p<0,002).

®: DOKS Grubuna gére DOKS+SAF Grubunda vaskiiler konjesyon anlamli olarak azald1 (p<0,017)
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4.2.2. Hematoksilen-Eosin Boyali  Kesitlerin  Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Bobrek dokusunun histolojik incelemesinde; Kontrol Grubuna ait bobrek
kesitlerinde, glomeriil, Bowman kapsiilii, proksimal ve distal tiibiill normal yapida
izlendi ve herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi. DOKS Grubuna ait bobrek
kesitlerinde tiibiiler dilatasyon, tiibiiler vakuolizasyon ve intertiibiiler vaskiiler
konjesyonda belirgin bir artis izlendi. DOKS Grubunda tiibiiler atrofi ve notrofil
infiltrasyonunda Kontrol Grubuna oranla bir miktar artis goézlendi. DOKS+SAF
Grubuna ait bobrek dokusunda, yer yer tiibiiler vakuolizasyon ve hafif diizeyde

tiibtiler dilatasyon disinda patolojik bulgu gozlenmedi.

Resim 2. Kontrol Grubuna Ait Bobrek Dokusu (H&E, X200).
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Resim 3. Kontrol Grubuna Ait Bobrek Dokusu. Glomeriil yapisi (siyah dolgulu yildiz) ve
tiibiil yapis1 (beyaz dolgulu y1ldiz) normal olarak izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 4. DOKS Grubuna Ait Bobrek Dokusu (H&E, X200).
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Resim 5. DOKS Grubuna Ait Bébrek Dokusu. Intertiibiiler vaskiiler konjesyon (sag ok),
tiibiiler dilatasyon (siyah yildiz) ve sitoplazmik vakuolizasyon (okbasi) izlenmektedir (H&E,
X400).
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Resim 8. DOKS+SAF Grubuna Ait Bobrek Dokusu (H&E, X200).
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Resim 9. DOKS+SAF Grubuna Ait Bébrek Dokusu. Normal glomeriil yapist (siyah dolgulu
yildiz), normal tiibiller yap1 (beyaz dolgulu yildiz) ve hafif derecede sitoplazmik
vakuolizasyon (siyah okbas1) izlenmektedir (H&E, X400).
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423. PAS Yontemi ile Boyah Kesitlerin Histomorfolojik

Degerlendirilmesi

Bobrek dokusunun PAS yontemi ile yapilan histolojik incelemesinde; Kontrol
Grubuna ait bobrek kesitlerinde, glomeriil, proksimal ve distal tiibiil normal yapida
izlendi. DOKS Grubuna ait bobrek Kesitlerinde ise tiibiil epitelinde yaygin kesinti,
vakuolizasyon gibi patolojik bulgular saptandi. DOKS+SAF Grubuna ait bobrek
dokusunda, tiibiil epitelinde kesinti ve vakuolizasyon gibi bulgular, DOKS Grubuna

gore azalmakla birlikte yer yer goriildii.

Resim 10. Kontrol Grubuna Ait Bobrek Dokusu. Normal glomeriil yapisit (Siyah dolgulu
yildiz), normal tiibiil yapist (beyaz dolgulu yildiz) ve yer yer tiibiiler epitelde kesinti (Sol ok)
izlenmetedir (PAS, X400).
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Resim 11. DOKS Grubuna Ait Bobrek Dokusu. Tiibiiler epitelde yaygin kesinti (yukari ok)
izlenmektedir (PAS, X400).
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Resim 12. DOKS+SAF Grubuna Ait Bobrek Dokusu. Tibiiler epitelde yer yer kesinti
(yukar1 ok) izlenmektedir (PAS, X400).
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424. Masson Trikrom ile Boyah Kesitlerin Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Bobrek dokusunun Masson Trikrom ile yapilan histolojik incelemesinde;
Kontrol Grubuna ait bobrek kesitlerinde, glomertil, proksimal ve distal tiibiil normal
yapida izlendi. DOKS Grubuna ait bobrek kesitlerinde ise tiibiiler dilatasyon,
vakuolizasyon ve intertiibiiler kollajen artist gibi patolojik bulgular saptandi.
DOKS+SAF Grubuna ait bobrek dokusunda, tiibiiler dilatasyon, vakuolizasyon ve
intertiibliler alanda kollajen artis1 gibi bulgular DOKS Grubuna gore azalmakla
birlikte yer yer goriildii.

Resim 13. Kontrol Grubuna Ait Bobrek Dokusu (Masson Trikrom, X400).
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Resim 14. DOKS Grubuna Ait Bobrek Dokusu. Yer yer hafif derecede intertiibiiler kollajen
artig1 (sag ok) izlenmektedir (Masson Trikrom, X400).
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Resim 15. DOKS+SAF Grubuna Ait Bobrek Dokusu. Yer yer hafif diizeyde intertiibiiler
kollajen artis1 (sag ok) izlenmistir (Masson Trikrom, X400).
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4.3. Flow Sitometrik Bulgular

Deney Gruplarina ait bobrek dokularinda Anneksin V  yontemi ile
degerlendirilen Al (apoptotik indeks) asagidaki tablo 9°da verildi. Apoptotik indeks
degerlendirmesine gore; AI’in DOKS Grubunda Kontrol Grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli dl¢iide arttigr goriildii. DOKS+SAF Grubunda Al, DOKS Grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi. Al, DOKS ve DOKS+SAF

Gruplarinda, Kontrol Grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulundu.

Tablo 9. Deney Gruplarina Ait Flow Sitometrik Al Degerleri

Gruplar Apoptotik indeks % (AI)
Kontrol 0,153+0,07565

DOKS 9,909+0,84819*
DOKS+SAF 5,3614+0,5654°

& Kontrol grubuna gére anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
® DOKS grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).

Antinox2/gp91phox

Deney Gruplarina ait bobrek dokularinda antinox2/gp91phox yontemi ile
degerlendirilen oksidatif stres asagidaki tablo 10’da verildi. Oksidatif stres
degerlendirmesine gore; antinox2/gp91phox antikoru ile baglanan hiicre sayisinda
DOKS Grubunda Kontrol Grubuna gore istatistiksel olarak anlamli Slgiide arttis
goriildi. DOKS+SAF Grubunda antinox2/gp91phox antikoru ile baglanan hiicre
sayisinda, DOKS Grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii.
Antinox2/gp91phox ile baglanan hiicre sayist DOKS ve DOKS+SAF Gruplarinda

Kontrol Grubuna goére anlamli olarak yiiksek bulundu.
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Tablo 10. Deney Gruplarina Ait Flow Sitometrik Antinox2/gp91phox Sonuglari

Gruplar Antinox2/gp91phox pozitif
hiicre sayis1 (%)

Kontrol 0,67+0,071

DOKS 9,94+0,901°

DOKS+SAF 5,399+0,464°

& Kontrol grubuna gére anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
®: DOKS grubuna gore anlaml1 derecede farklilik vardir (p<0.05).
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5. TARTISMA

Doksorubisin, antrasiklin ailesine ait, kanser kemoterapisinde kullanilan bir
ilagtir. Doksorubisin, 1960’larda bir mantar tiiri olan Streptomyces peucetirus
variete caesiu’den Uretilmistir. Doksorubisin, meme, akciger, mide, ovaryum, tiroid,
non Hodgkin ve Hodgkin lenfoma, multipl miyelom, sarkom ve pediatrik kanserler
gibi bir¢ok kanser tirii tedavisinde rutin olarak kullanilmaktadir. Kanser
kemoterapisinde kullanilan ilaglar, diger ilaclara gore daha fazla toksik ilaglar
olmalarina ragmen kanser gibi son derece ciddi ve halen 6nemli bir 6liim nedenini
olusturan klinik durumunda yararli olmalari, toksisitelerinin 6nemini azaltmaktadir
(162-164).

Antrasiklin grubu ilaglara bagh gelisen ve sik gdzlenen yan etkiler, kemik
iliginin  baskilanmasi, saglarda dokiilme, mukozit, bulanti-kusma ve deri
pigmentasyonunda artistir. Doksorubisin  tedavisine bagli olarak gelisen
nefrotoksisite, kardiyotoksisite ve hepatotoksisite 6nemli diger yan etkiler
arasindadir (165).

Doksorubisin kanser hiicresinde DNA'ya interkale olur ve topoizomeraz-II-
aracili DNA onarimi bozulur. Bunun yaninda serbest radikallerin olusumunu
arttirarak  hiicresel membranlara, DNA ve proteinlere zarar verir. Doksorubisin,
kararsiz bir metabolit olan semikinona okside olur ki reaktif oksijen tiirlerinin
salindig1 bir siiregte tekrar doksorubisine doniisiir. Reaktif oksijen tiirleri, lipit
peroksidasyonuna, DNA hasarina, oksidatif strese, membran hasarina yol agabilir ve
hiicrede apoptozu tetikler (68, 166).

Bazi c¢aligmalar DOX’in glomeriiler podositler ile etkilesime girerek
hasarlanmalarina neden oldugunu ve sonug¢ olarak nefropatiye yol agtigini
gostermistir. Belgelenen en yaygim olay, tim calismalarda ciddi bir proteiniiri
varligidir. Bobrek dokusunun sizan proteinlerin lokal gec¢isine maruz kalmasi
nefronda yapisal degisikliklere neden olarak belirgin proteiniiri, steroid direnci,
hipertansiyon ve yiiksek oranda bdbrek yetmezligine ilerleme ile karakterize
glomeriiler bir hastalik olan fokal glomeriiloskleroz gelisir (87, 167).

Proteiniiri, podositlerin ayaksi c¢ikintilarinin fokal fiizyonii ve sisligi, genis

glomeriiler vakuolizasyon ve ilerleyici bdbrek yetmezligi iligkilidir. Daha az
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yogunlukta olmasina ragmen, diger onemli etkiler, genis glomeriiler lezyonlar,
tiibiiler dilatasyon, interstisyel fibroz ve inflamasyon, plazma kreatininde artis ve
hipoalbiiminemi, dislipidemi, hiperkoagiilabilite, bobrek boyutunda artis ve
glomeriiler  kapiller  gegirgenliktir. ~ Doksorubisinin  toksisiteyi  tetikledigi
mekanizmalar tam olarak anlasilmamis olsada bazi calismalar onlarin biiyiik
olasilikla demir antrasiklin kompleksi olusumunun aracilik ettigi serbest radikal
tiretimi ile iliskilidir. Lebrecht ve arkadaslar1 doksorubisin’in mitokondriye girerek
ROS firettigini, bunun sonucunda mitokondri disfonksiyonuna yol acan mtDNA
hasarina neden olarak nefron hasarmin hizli ilerlemesine katkida bulundugunu
belirtmislerdir. Bu hipotez Doksorubisin’in indiikledigi glomeriiler hasarin, ROS
olusumu ile iligkili oldugunu gosteren Okuda ve arkadaglarinin ¢alismasin
desteklemektedir. Ayrica Doksorubisin’in topoizomeraz Il inhibisyonunun ve/veya
oksidatif streste artis sonucu olarak mtDNA mutasyonlarini artirdigr bildirilmistir
(168, 169).

Doksorubisine bagl gelisen toksisitenin patogenezinde oksidatif stres 6nemli
bir mekanizmadir. Antioksidan enzimlerde azalma, lipid peroksidasyonunda artig ve
serbest radikal tretiminde artma oksidatif hasarin patogenezine O6nemli katkida
bulunmaktadir. Doksorubisinin énemli sitotoksik mekanizmalarindan birisi DNA
hasart ve serbest radikallerin dretimini artirarak apoptoza neden olmasidir.
Doksorubisine bagl gelisen nefrotoksisite patogenezinde rol oynayan oksidatif stresi
ve apoptozu azaltmaya yonelik olarak ¢ok sayida antioksidan madde ile gesitli
caligmalar yapilmistir (170, 171).

Literatiirde doksorubisin rat ve farelere degisik dozlarda i.p olarak
uygulanmistir. Hassan ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada, bir
siklooksijenaz-2 inhibitorii olan meloksikamin farelerde doksorubisin kaynakli
nefrotoksisitede olas1 modiilator etkilerini degerlendirmek igin doksorubisin iki hafta
boyunca haftada iki kez 5mg/kg dozunda uygulanmistir. Bobrekte histopatolojik
olarak vaskiiler konjesyon, fokal hasar ve bobrek hiicrelerinde bozulma ile bazi
bobrek korpiiskiillerinde atrofi disinda proksimal ve distal kivrimli tiibiillerde
sitoplazmik vakuoller ve piknotik ¢ekirdekler gbzlenmistir. Ayrica doksorubisin
grubunda antioksidan enzim seviyelerinde belirgin azalma ile birlikte caspaz-3

immiinreaktivitesinde belirgin bir artis gozlenmistir. Bu bulgularin meloksikam
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uygulanan grupta azaldigi tespit edilmistir (172). Biz de ¢alismamizda doksorubisin
uygulamasi ile benzer histopatolojik bulgular tespit ettik. Ayrica doksorubisin
uygulamasinin apoptozu artitirdigini flow sitometrik olarak Anneksin V yontemi ile
tespit ettik.

Yagmurca ve arkadaslari, kuersetin'in doksorubisin kaynakli bobrek hasarina
kars1 koruyucu etkisini 151k mikroskopi ile degerlendirmeyi amagladiklar1 ¢alismada
tek doz 20 mg/kg doksorubisin uygulamasi sonrasi bobrekte tiibiiler dilatasyon,
tiibiiler vakuolar degisiklikler, glomeriiler vakuolizasyon, Bowman boslugunda
azalma, Bowman kapsiilinde kalinlasma ve interstisyel infiltrasyon
gozlemlemislerdir (173). Biz ¢alismamizda doksorubisin uygulanan grupta tiibiiler
dilatasyon ve vakuolizasyon gormekle birlikte belirgin glomeriiler patoloji
saptamadik.

Rashid ve arkadaslar1 tarafindan Wistar siganlarin bobrek ve karaciger
dokularinda doksorubisinin neden oldugu toksisiteye karst krizinin etkilerini
histolojik ve biyokimyasal olarak degerlendirilmistir. 40 mg/kg doksorubisin
uygulanan grupta kreatinin ve BUN degerleri yiikselmis histolojik olarak bobrekte
glomoriiler ve tiibiiler hasar gozlenmistir. Krizin uygulanan grupta kreatinin ve BUN
degerleri disik bulunmakla birlikte tiibliler ve glomeriiler hazarin azaldig
gosterilmistir (174). Ayni doz doksorubisin uygulamasi tiibiiler patoloji saptamakla
birlikte belirgin glomeriiler patoloji saptamadik.

Benzer ve arkadaglar1 tarafindan sicanlarda doksorubisin kaynakl
nefrotoksisiteye karst kurkuminin kemoprotektif etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada
doksorubisin 40 mg/kg i.p tek doz olarak uygulanmistir. Doksorubisin uygulanan
grupta serum Kreatinin, {ire, doku MDA seviyeleri artmis bunun yaninda KAT, SOD,
GPX ve GSH diizeyleri ise azalmistir. Histopatolojik olarak ciddi intertisyel hemoraji
ve mononiikleer hiice infiltrasyonu gdzlendi. Immiinfloresan analiz sonucunda
doksorubisin uygulanan grupta kontrol grubuna gore ciddi kaspaz 3 ekspresyonu
gozlenmistir (156). Biz de ¢alismamizda doksorubisin uygulamasi ile benzer
histopatolojik bulgular tespit ettik. Ayrica doksorubisin uygulamasinin apoptozu
arttirdigini Anneksin V ymntemi ile tespit ettik. Oksidatif hasarin DOKS uygulanan
grupta arttigin1 antinox2/gp91phox ile flow sitometrik olarak belirledik.
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El-Sheikh ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada siganlarda doksorubisin
kaynakli nefrotoksisiteye karst koenzim Q10’nin koruyucu etkileri arastirdildi.
Calismada, doksorubisin 15 mg/kg i.p uygulanmistir. Doksorubisin uygulanan grupta
kreatinin, BUN ve MDA seviyeleri artmuis GSH, KAT diizeyleri azalmustir.
Histopatolojik olarak Bowman boslugunda dilatasyon, belirgin renal tiibiiler
dejenerasyon, pul pul dokiilmiis hiicreler, protein kastlar ve Kistik dilatasyon
gbzlenmistir. Immiinohistokimyasal analiz sonucunda doksorubisin uygulanan grupta
kontrol grubuna gore kaspaz 3 immiinreaktivitesinde belirgin artis izlenmistir. Biz de
caligmamizda doksorubisin uygulamasi ile benzer histopatolojik bulgular tespit ettik.
Oksidatif hasarin ve apoptozun DOKS uygulanan grupta arttigini belirledik.

Su ve arkadaglar1 tarafindan yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmada
doksorubisin  kaynakli  nefrotoksisitede = madekassoidin  koruyucu etkileri
aragtirtlmistir. 2 hafta boyunca haftada iki kez 5 mg/kg i.p doksorubisin uygulamasi
ile glomeriillerde bozulma, filtrasyon boslugunda tikaniklik, tiibiillerde fokal atrofi
nekrozu ve dokiilmesi ile birlikte vaskiiler konjesyon tespit edilmistir. Biyokimyasal
olarak doksorubisin uygulamasi ile BUN ve kreatinin degerlerinde yiikselme
gozlenirken antioksidan enzimlerde (SOD, GSH) azalma olmustur. Calismanin in
vivo kisminda HK-2 hiicrelerinde Anneksin V yontemi ile flow sitometrik olarak ve
TUNEL teknigi ile 1s1k mikroskobik olarak doksorubisin uygulamasinin apoptozu
arttirdi@r tespit edilmistir (175). Biz de ¢alismamizda doksorubisin uygulamasi ile
benzer histopatolojik bulgular tespit ettik. Ayrica doksorubisin uygulamasinin
apoptozu ve oksidatif hasar1 arttigini tespit ettik.

Antioksidan etkisi saptanan safranal klinik ve deneysel ¢alismalarda
koruyucu ve tedavi edici ajan olarak kullanilmaktadir. Calismamizda doksorubisin
nefrotoksisitesine karsi antioksidan 6zelligi olan safranalin etkilerini histolojik ve
flow sitometrik olarak arastirmayi amagladik.

Omer Hazman ve arkadasi tarafindan yapilan calismada Tip 2 diyabet
modelinde bobrek inflamasyonu ve oksidatif stres parametreleri lizerine safranalin
etkileri arastirilmistir. Calismada, 6 hafta streptozotosin enjeksiyonu sonrasi diyabet
olusan siganlara 4 hafta boyunca safranal uygulanmistir. Safranal uygulanan grupta
serum kreatinin, tire, TNF-a, IL-1p seviyeleri azalmis; IL-18 ve IFN-y seviyelerinde

degisiklik olmamistir. Histopatolojik olarak safanal tedavisi ile bobrekte interstisyel
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inflamasyon ve bag doku hiicre proliferasyonu, tiibiiler epitelde diizlesme,
intratubiiler debris veya hiyalin dejenerasyonu, intraepitelyal hidropik dejenerasyon,
epitel deskuamasyonu ve nekroz bulgularinda diyabet grubuna gore azalma
gozlenmistir (176). Biz de calismamizda safranal uygulamasinin, bobrek dokusunda
histopatolojik olarak iyilesme sagladigini tespit ettik.

Karafakioglu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, siganlarda sisplatin
kaynakli nefrotoksisite ve oksidatif strese karsi safranalin koruyucu etkilerini
arastinlmustir. Iki ayr1 grupta sisplatin enjeksiyonu dncesi ve sonrasi 5 giin boyunca
safranal 200 mg/kg dozunda orogastrik gavaj ile uygulanmigtir. Safranal ile pretedavi
grubunda kreatinin, iire sisplatin grubuna gore azalmig, GSH seviyesi artmis, MDA
seviyesi degismemistir. Histopatolojik olarak safranal ile pretedavi grubunda
intertisyal alanda inflamasyon, hemoraji ve bag doku hiicre proliferasyonunda
azalma, epitel hiicre dejenerayonu ve deskuamasyonu, kistik dilatasyon ve liimenigi
debris ve tiibiillerde hyalin silendir olusumu parametrelerini iceren histopatolojik
skorlamada belirgin bir azalma gozlendi. Immiinohistokimyasal analiz sonucunda,
pretedavi safranal uygulanan grupta TUNEL yontemi ile apoptozda belirgin bir
azalma izlenmistir (157). Bizim ¢alismamizda da safranal uygulamasi ile apoptoz
indeksi azalmis, histopatolojik bulgular gerilemis ve oksidatif hasar azalmistir.

Sadeghnia ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada kinolinik asit kaynakli sigan
hippokampiisiinde olusan oksidatif hasara karsi safranalin koruyucu etkileri
arastirildi. Calismada safranal 72.75, 145.5 ve 291 mg/kg olacak sekilde ii¢ farkli
dozda i.p olarak Kinolinik asit enjeksiyonundan 30 dakika 6nce uygulanmuistir.
Safranalin sistemik uygulamasi (291 mg/kg, IP) ile etkili ve doza bagimli kinolinik
asit kaynakli lipid peroksidasyonunu ve oksidatif DNA hasarini azalttigi tespit
edilmistir. Safranal ayrica, kinolinik asit tarafindan tiretilen hipokampal tiyol redoks
ve antioksidan durumunun azalmasini da engellemistir (10). Biz de ¢alismamizda,
safranal uygulamas ile oksidatif hasarin azaldigini antinox2/gp91phox yontemi ile
flow sitometrik degerlendirme sonucunda tespit ettik.

Samarghandian ve arkadaglar1 diyabetik sicanlarda akciger oksidatif hasarina
kars1 safranalin antioksidan aktivitesinin etkilerini arastirdiklar1 ¢calismada 4 hafta
boyunca streptozotosin diyabet modeli olusturulan siganlara 3 ayr1 grupta degisik

dozlarda safranal (0.25, 0.50, and 0.75 mg/kg/giin) i.p olarak 4 hafta boyunca
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uygulanmistir. Safranal ile tedavi gruplarinda bronkoalveolar sivi ve akciger
dokusunda diyabetik gruba gére MDA ve NO seviyeleri diisiikken SOD, GSH ve
KAT seviyeleri doza bagli olarak yiiksek bulunmustur (177). Biz de safranal
uygulamasinin oksidatif hasar1 azalttigini flow sitometrik olarak gosterdik.

Sonug olarak yetiskin déonemde disi siganlara uygulanan doksorubisinin disi
sicanlarin  bobrek  histolojisini  olumsuz etkiledigini, safranal uygulamasinin
histopatolojik ve flow sitometrik diizeyde belli bir 6lgiide diizelme sagladigini

sOyleyebiliriz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Doksorubisin’in  yetigkin bobrek dokusundaki toksik etkilerine karsi
safranalin koruyucu etkilerinin arastirildigi deneysel ¢calismamizin sonucunda,

e DOKS sigan bobreklerinde:

o Proksimal tiibiil epitelde diizensizliklere yol agmustir.

o Interstisyel alanda vakiiler konjesyonda artisa neden olmustur.

o Tibiiler vakuolizasyon ve tiibliler dilatasyonda belirgin artig
gozlenmistir.

o Apoptoz indeksinde artisa neden olmustur.

o Flow sitometrik olarak nox2/gp91phox eksprese eden hiicre sayisini
istatistiksel olarak anlamli derecede artmustir.

e DOKS+SAF uygulanan sigan bobreklerinde:

o Renal tiibiil bazal membraninda ve tiibiil epitelinde diizensizliklerde
azalma gozlenmistir.

o Tibiiler vakuolizasyon ve tiibiiler dilatasyonda belirgin azalma
gozlenmistir.

o DOKS Grubuna gore doku apoptoz indeksinde istatistiksel olarak
anlamli oranda azalma meydana gelmistir.

o Flow sitometrik olarak nox2/gp91phox ekspresyonu istatistiksel
olarak anlamli oranda azalmustir.

Doksorubisin  kaynakli bobrek hasarma karsi safranalin  etkilerinin
histopatolojik ve flow sitometrik olarak arastirildigi bu ¢alismanin bundan sonra
yapilacak olan deneysel ve klinik ¢aligsmalara yol gosterici olacagi kanaatindeyiz.

Calismamizin klinikte uygulanabilir olmas: i¢in farkl siire ve farkli dozlarda
safranal uygulamas: ile yapilacak deneysel ve klinik caligmalara ihtiyag vardir.
Yapilacak c¢alismalarin histopatolojik ve flow sitometrik yontemlere ek olarak
biyokimyasal ve elektron mikroskobik olarak da desteklenmesi gerektigi

kanaatindeyiz.
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