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Giintimiiz hekimliginde organ nakilleri artik daha sik yapilmaktadir. Organ transplantasyonu
takiben kullanilan immiinsupresif ajanlarin transplante organa, hatta diger organlara da zarar
verebilecek diizeyde ciddi yan etkileri oldugu bilinmektedir. Bu c¢alisma ile sik kullanilan
immunsupressif ajanlardan tacrolimusa ilgili olusan nefrotoksik etkinin azaltilmasi i¢in 6nemli bir
antioksidan madde olan curcumin kullanilmis ve histopatolojik, biyokimyasal incelemelerle curcuminin
nefroprotektif etkisi aragtirilmistir. Ayrica curcuminin karaciger, beyin ve kalp dokusuna ilgili koruyucu
etkileri de incelenmistir.

Ortalama 12-16 haftalik, 30 adet Wistar rat kullanilan ¢aligmada 1.Kontrol Grubu (n: 6) ratlar 21
giin boyunca pelet yem verildi. 2.Curcumin Grubu (n: 8) ratlara 21 giin boyunca curcumin
300mg\kg\giin dozunda oral gavaj yoluyla verildi. 3.Tacrolimus Grubu (n: 8) bu grupta bulunan ratlara
caligmanin 8. giiniinden itibaren 14 giin boyunca tacrolimus 2mg\kg\giin dozunda intraperiotenal yolla
verildi. 4.Tacrolimus+Curcumin Grubu (n: 8) ratlara ¢alismanin baglangicindan itibaren curcumin
300mg\kg\giin dozunda oral gavaj yoluyla, 8. giiniinde ise tacrolimus intraperitoneal yolla verildi.
Caligmanin sonunda biyokimyasal analizler i¢in kan alindiktan sonra, Otenazi yapilan ratlarin
nekropsileri yapilarak bobrek, karaciger, kalp ve beyinden 6rnekler alinip histopatolojik incelemeler
yapildi.

Calismanin sonucunda ratlarda tacrolimus ile olusturulan toksik hasara karsi curcuminin
bobreklerde koruyucu ve onarict bir etkiye sahip oldugu anlasilmistir. Ayrica curcuminin koruyucu
etkisi karaciger, beyin ve kalp dokularinda da belirlenmistir. Bu etkilerin daha net histopatolojik
bulgularla desteklenmesi i¢in daha uzun siireli ¢aligmalar yapilmasinin yararli olacaglr kanisina
varilmigtir.

Bu tez calismasi Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma projeleri koordinatérliigii tarafindan
desteklenmistir.

Anahtar Sozciikler:Curcumin,Tacrolimus, Histopatoloji, Nefrotoksisite, Rat.
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In today's medical science, organ transplantations are performed more often. It is even known that
immunosuppressive agents used after organ transplantation have serious side effects on the transplanted
organ, which can even cause damage to other organs. In this study, curcumin which is an important
antioxidant on reducing nephrotoxic effects of tacrolimus, and its nephroprotective effect was
investigated by histopathlogical and biochemical examinations.Moreover, the possible protective effects
of curcumin on the liver, brain and heart tissue were investigated.

In the study in which 30 Wistar rats were used for average 12-16 weeks, 1. Control group (n: 6); rats
were fed with pellets for 21 days. 2. Curcumin group (n: 8); rats were given 300 mg dose of
curcumin/kg/day by oral gavage for 21 days. 3. Tacrolimus group (n: 8); in this group, 2 mg/kg/day
dose of tacrolimus was given to rats with intraperitoneal injection method, for 14 days beginning from
the 8th day of experiment. 4. Tacrolimus+Curcumin group (n: 8); this group’s rats were respectively
given curcumin dose of 300 mg/kg/day from the beginning of study by oral gavage methot and
tacrolimus for 14 days after 8" day of experiment intraperitoneally. At the end of the experiment, blood
samples were taken and accumulated for biochemical analyses, and then rats were euthanatized and
necropsied. Then, histopathological investigations were performed by taking tissue samples from
kidneys, livers, hearts and brains.

As a result of the study, it has been understood that curcumin has protective and restorative effects
against the toxic effects induced by tacrolimus in the kidneys of rats. Furthermore, the protective effect
of curcumin was observed on the liver, brain and heart tissues. It has been surmised that longer-term
studies will be beneficial to support these effects with clearer histopathological findings.

This thesis study was supported by the Coordinatorship of Selguk University Research projects.

Keywords: Curcumin, Tacrolimus, Histopathology, Nephrotoxicity, Rat.



1.GIRIS

Giliniimiizde organ nakilleri her gegen giin daha da yayginlagsmakta, bu nedenle
de oldukca 6nem arz etmektedir. Organ nakillerinin yasam siiresi iizerinde olumlu
etkileri oldugu bilinmekte ve uygun vericilerden (dondr) yapilan nakillerin yasam
kalitesinin artmasina da katki saglamaktadir. Ancak nakilden sonraki donemde tedavi
siirecinde gereken hassasiyet gosterilmez ise alinan organin kaybina ve hatta
nakledilen kiside hayati tehlike de s6z konusu olabilmektedir. Bu nedenlerle organ
nakillerinden sonra organ reddi riskini azaltmaya yonelik bir¢cok tedavi yontemi
aragtirtlmistir. Glinlimiizde bu yontemlerden en sik kullanilan1 immiinsupresif ajanlar
ile tedavi yontemidir. Organ nakillerinde en yaygin kullanilan immiinsupresif ajan
takrolimus preparatlaridir. Bu immiinsupresif ajanlardan birisi olan “tacrolimus”
(FK506) ilk kez 1984 yilinda Streptomyces tsukabaensis isimli toprak mantarindan
tiretilmistir. Tacrolimus esas olarak T hiicrelerinin aktivasyonu ile etkilesime girerek
immiinsupresif etkisini gosterir ve kalsinorin isimli mediatdrii inhibe ederek immdiin ve
inflamatuvar cevapta rol oynayan sitokinlerin, lenfokinlerin ve adhezyon molekiillerin
olusumunu baskilar. Bu etken maddenin ana avantaji diger hizli ¢ogalan hiicreleri
etkilemeden immiin sistem tizerinde segi¢i davranmasidir. Tacrolimusun bu tedavi
edici etkisinin yani sira nefrotoksisite, norotoksisite, kardiyomyopati, anemi, kronik
diyare, diyabet, alerjik reaksiyonlar, lenfoproliferatif hastaliklar ve enfeksiyonlar gibi
olumsuz etkileri de bildirilmistir. Bahsedilen bu toksik ve yan etkilerini énlenmeye
veya azaltmaya yonelik gesitli deneysel ve klinik ¢alismalar halen devam etmektedir.
Bu maksatla kullanilmak {izere cesitli antioksidan ajanlar Onerilmekte ve
kullanilmaktadir. “Curcumin” isimli etken maddenin Onceden beri antiinflamatuvar,
antioksidan ve yara iyilestirici etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Lipofilik 6zelligi
sayesinde hiicre zarindan kolaylikla gecebilmektedir. Fenil halkas1 iizerindeki
hidroksil gruplarmin varlig1 sayesinde de birgok reaktif oksijen radikallerini 6zellikle
de siiperoksit ve hidroksil radikallerini tutma ve viicuttan atilisin1 kolaylastirma
Ozelligine sahiptir(Tisher 2007, Erek ve Siileymanlar 2003, Ganong 1995).
Curcuminin  bu antioksidan aktivitesini antioksidan enzimler araciligiyla
gerceklestirdigi diistiniilmektedir(Tisher 2007, Erek ve Siileymanlar 2003, Ganong
1995). Curcumin ¢esitli hayvan deneylerinde lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi

gosterilmistir.  Curcuminin  bobrek hiicrelerini, oksidatif strese karst lipit



peroksidasyonu, lipit degredasyonu ve sitolizi Onleyici etkisiyle korudugu
gosterilmistir(Yarsan 1998, Yesildag 2009).

Bu ozelliklerinden yola ¢ikarak bu etken maddenin tacrolimusun neden
oldugu bobrek hasari iizerinde antioksidan etkinliginin koruyucu roliiniin olabilecegi
diisiiniilmiis ve bu diisiinceden yola ¢ikarak curcumin takviyesinin ratlarda
tacrolimus nefrotoksisitesine karsi olasit koruyucu etkisinin belirlenmesine ve etkin
bir tedavi yontemi olusturmaya yonelik biyokimyasal ve histopatolojik testler i¢eren

bu tez ¢alismasi yapilmistir.
1.1. Bobregin Yapisi

Uriner sistem bobrekler, iireter, mesane ve iiretradan olusur ve asil fonksiyonel
organlar1 bobreklerdir(Kénig ve Liebich 2007,Dursun 1996). Uriner sistem, genital
sistemle birlikte mezodermal kabarikliktan gelisir. Insanlarda intrauterin dénemde {ic
bobrek sistemi gelisir: Bunlar sirasiyla pronefroz, mezonefroz ve metanefrozdur(Mitil
2013).

-Pronefroz: Intrauterin dénemin dérdiincii haftasinda olusmaya baslayan bu yapi
gelismemis ve fonsiyonel degildir. Insan embriyosunda olusan ilk bébrek sistemidir
(Kasirga 2015).

-Mezonefroz: Dordiincii  haftanin  sonuna dogru, ikincil yap1 olarak olusur.
Pronefrozlarin kaudalinde biiyiik bir organ olarak dikkati ¢ceken bu yap1 kalici
bobrekler olusuncaya kadar intermedier (ara) bobrekler olarak, embriyoda gorev yapar
(Kasirga 2015).

-Metanefroz: Bobregin yapisindaki nefronlarin  olusmasinda gorevli metanefrik
mezodermin olustugu dénemdir. Insan embriyosunda gelismeye 5. hafta baslarinda
baslayip ve 5 hafta sonra da islev gérmeye baglayan kalic1 bobreklerdir. Metanefrik
divertikiil veya lireter tomurcugu, renal pelvis, lireter, major ve minor kaliksleri ve
toplayict kanallar1 meydana getirir. Metanefrik mezoderm; nefrojenik kordonun

kaudal pargasindan koken almaktadir(Kasirga 2015).

Bobrekler karin boslugunun iist kisminda retroperitoneal bdlgede yerlesmis 12.
torakal vertebra ile 2. lomber vertebra arasinda bulunan, agirliklart 120-1509 arasinda
degisen organlardir(Akpolat ve ark. 2007, Dere 1996). Sag bobrek sol bobrege gore
karaciger (KC) nedeniyle daha asagida yer alir(Dursun 1996, Akpolat ve ark. 2003,



Alan 2011,Yokota ve ark. 2005). Bobreklerin dis kisminda Kkorteks; i¢ tarafinda
medulla, internal pelvis ve kaliksler bulunur(Tanagho ve Mc Aninch 2004).

Bobreklerin kanlanmasini birinci lomber vertebra hizasinda aortadan ¢ikan tek
arteria renalis baglatir. Bu arter dallanarak sirasiyla segmental, interlobar, arcuat,
interlobular, afferent ve efferent arteriollere uzanir. A.interlobularislerden
glomeriiluslara kani1 tasiyan afferent arteriyoller ¢ikarak glomeriilus ve bowman
kapsiilii i¢inde bir kapiller ag olustururlar. Bobreklere gelen kanin siiziilmesi kapiller
agdaki yiiksek basing nedeniyledir. Daha sonra efferent arteriyoller glomertiluslardan
cikarak peritubiiler kapiller agina agilir. Burada bulunan basing doku kapillerlerinin
venal uglarindaki basinca yakin olmasi sebebiyle bobreklerdeki sivi devamli bir
sekilde bu kapillerler vasitasiyla geri emilir ve vendz sistem yoluyla inferior vena

kavaya dokiiliir (Mitil 2013,Kasirga 2015).

Bobreklerin temel fonksiyonu fazla su ve elektrolitlerin idrar yoluyla viicut
disina atilmasidir. Viicuttaki elektrolitlerin plazma diizeylerinin ayarlanmasinda
etkilidir. Bunlara 6rnek sodyum (Na), potasyum (K), sodyumbikarbonat(NaHCO3),
klor (CI), kalsiyum (Ca) 6rnek olarak verilebilir. Bobrekler su-elektrolit dengesi
ayarlamak disinda metabolik atiklarin, yabanci atiklarin, solit yiiklerin viicut digina
idrar yoluyla atilmasindan da gorevlidir. Bu sayede plazma hacmi, elektrolit dengesi,
kan basinci dengelenmis olur (Eralp 2013). Nefronlar bobrekte gorevli en kiigiik
birimlerdir. Her bdbrekte 1-4 milyon arasinda nefron bulunur. idrar1 meydana getiren
en kiiciik yap1 olan nefronlar, bowman kapsiilii icine yerlesmis kapiller damarlarin
olusturdugu glomeriiler yumak ve tubiiluslardan olusmaktadir. Kan glomeriiler
yumakta siiziiliirken, tubiiluslarda idrar olusturulur(Guyton ve Hall 2001). Glomerulus
ve bunu saran bowman kapsiilii renal korpiskiilii olusturur. Renal korpiiskiil,
proksimal tubiil, henle kulpu ve distal tubiil nefronu olusturan yapilardir. Distal
tubiiller toplayict kanallara agilirlar. Toplayici kanallar da idrar1 toplayarak minor
kalikslere ve boylece bobrek pelvisine ulastirirlar(Dere 1996, Eralp 2013). idrar
bobreklerin kani siizmesiyle olusur. Piirin bazlarinin yikimiyla iirik asit, proteinlerin
yikimiyla olusan iirlin ise amonyaktir. Amonyak hiicreler i¢in oldukg¢a toksik bir
madde oldugundan karacigerde iire haline dondstiiriiliir. Viicutta olusan bu toksik

metabolik atiklar da idrar ile birlikte disar1 atilir. Idrar iireterler aracilig1 ile mesanede



toplanir, {iretra yoluyla viicut disina atilir (Thadhani ve ark. 1996). Bobrek bu islevleri
filtrasyon, reabsorbsiyon, sekresyon yoluyla gergeklestirir (Eralp 2013).

-Glomertiler filtrasyon: Glomeriildeki kanin yaklasik 1/5’ini glomeriiler membrandan
tubiiler sistem igine filtre edilmesi gérevini iistlenir.

-Tubiiler absorbsiyon: Filtre edilen sivi tubiillerden gegerken viicut igin gerekli
maddeler kapiller agdaki plazma igine tekrar emilir. Bu emilimden arda kalan siv1 da
idrar olarak disar1 atilir.
-Tubiiler sekresyon: Istenmeyen viicut igin zararli maddelerin atilmasimi saglayan
onemli bir mekanizmadir. Bazi maddeler epitel hiicrelerince tubiiler sivi igine

sekresyon yoluyla emilir(Akpolat ve ark. 2007).

Insanlarda sayilar1 10-18 arasinda degisen konik veya piramidal sekilli medullar
piramitler renal medullayr olusturur ve her bir medullar piramidin alt kisminda

kortekse kadar uzanan tubiilus demetleri ve medullar 1ginlar ¢ikar (Mitil 2013).

Kan, viicut sivilart ve dokularin metabolik faaliyetlerinin kontrolii i¢in kan ve
idrardan biyokimyasal incelemeler yapilarak doku veya organin genel isleyisi
hakkinda onemli veriler elde edilmektedir. Bu veriler sayesinde doku veya organda

patolojik bir degisimin baslangici veya varlig1 biiyiik oranda anlasilabilmektedir.

Bobrek yapisinda ve fonksiyonlarindaki degisikliklerin belirlenmesi igin etkin
calismalar hem idrar, hemde kanda yapilacak birtakim testleri icermektedir. Idrar
tahlili testinin saglayacagi yarar, bobreklerin idrari konsantre etme yeteneginin
bozulmasi ve proteiniirinin belirlenmesinde, kan testlerinin ise glomeruler filtrasyon
hizinin (GFR) indirekt gostergesinin tespitinde etkilidir(Kose ve Maden 2015). Bobrek
fonksiyonun degerlendirmede ayrica renal plazma ve kan akimi, glomerular filtrasyon
hizi, filtrasyon fraksiyonu gibi yontemler de kullanilmaktadir. Biyokimyasal ve kan
muayeneleri sonucu fonksiyonel degisiklikler gozlenen olgularda c¢ofu zaman
histopatolojik incelemelerle bobrek hasarmin net tablosu ortaya konulabilmektedir
(Kose ve Maden 2015).

1.2. Bobrek Hasar Belirtegleri

Iskemik bobrek hasarinda perfiizyon azalmasmna bagl bébrek fonksiyonlarinin
bozulmasinda tubiiler hasar rol oynar. Bununla birlikte reperfiizyon sonrasi iiretilen

serbest radikaller de bobrek hasarinda oldukga etkilidir(Eralp 2013).



1.2.1. Ure (CH4N,0)

Ure mol kiitlesi 60 g/mol olan, viicutta protein metabolizmas1 sonucunda ¢ikan
amonyaktan, karaciger tarafindan sentezlenir. Glomeriillerden serbestge filtre
edilir(Stickle 1998). Ure icindeki nitrojen degeri BUN olarak degerlendirilir. BUN
degerlerinde degisiklige sebep olan bazi nedenler arasinda aminoasit infizyonu, fazla
protein alimi, GIS kanamasi ve bazi ilaglarin kullammi sayilabilir. Tubiiler
reabsorbsiyonu oldugu i¢in renal bozukluk olmadan da kan BUN oranlarinda
degisimler olabilir(Reiser ve Porush 2001, Anderson 2001).

1.2.2. Kreatin

Kreatin, kas ve diger dokular tarafindan dolasimdan elde edilip viicutta karaciger
tarafindan sentez edilir(Sticle ve ark. 1998). Yapim orami kas Kkitlesi ile
iliskilidir(Reiser ve Porush 2001, Kasiske ve Keane 2000). 1 mg kreatinin yaklasik 20
mg kasin giinliik metabolizmasi sonucunda {iretilmektedir(Anderson 2001).
Glomeriillerden serbestce filtre edilir, proteine baglanmaz, bobreklerde metabolize
olmaz, sekresyona ugrar, bazen tubiillerden geri emilir(Stickle ve ark. 1998). Saglikli
bir insanda kreatin tubiiler sekresyonu % 10-15’tir ve ilerlemis bobrek fonksiyon
bozukluklarinda bu oran % 40 a kadar ¢ikabilir. Tipda serum kreatinin diizeyi iire
testlerinde ¢ikan sonuglara gore daha degerli sonuglar verir. Serum kreatinin diizeyi
bobrekle iligkili olmadan da yiikselebilir, bu sebepler arasinda agir egzersiz veya

travmalardan bahsedilebilir(Reiser ve Porush 2001, Kasiske ve Keane 2000).

Kreatin Kklirensi ise 24 saatlik idrar toplanmasinin ardindan idrar kreatin diizeyi
ve serum kreatin diizeyinin dakika idrar voliimiine doniistiiriilerek klirens formiiliine

uyarlanmasi ile bulunur (Stickle ve ark. 1998).

Bobrek yetmezliginin derecesinin saptanmasi, ilag dozunun ayarlanmasi,
tedaviye yanitin degerlendirilmesi ve kronik diyaliz ihtiyact GFR o6lgiilmesinde

kullanilan en sik yontem kreatin klirensidir(Akpolat ve ark. 2007).
1.2.3. Glomeruler Filtrasyon hiz

Her iki bobregin tiim nefronlarinda birim zamanda tretilen glomeruler filtrat
miktart glomeruler filtrasyon hizi olarak tanimlanir. Normal bireyde yaklasik 125
ml/dk dir, bu da 24 saatlik dilimde iretilen glomeruler filtrat yaklasik 150-180 It



olmasi anlamina gelir. Ultrafiltrat denilen bu sivinin %99 u resorbe edilip geri kalan

kisim idrar olarak atilir(Akpolat ve ark. 2007).

1.3. Serbest Radikaller, Oksidanlar ve Oksidatif Stres

Dis orbitalinde tek sayida elektron bulunduran bir atom veya molekiil serbest
radikal olarak ifade edilir(Eralp 2013). Serbest radikallerin kaynagi molekiiler
oksijendir. Serbest oksijen radikalleri, viicudumuzda gergeklestirilecek olan enzimatik
reaksiyon ve biyolojik fonksiyonlar icin son derece gerekli olup, reperfiizyon gibi bazi
patolojik durumlarda asir1 miktarlarda ortaya c¢ikarak hiicrelere zararli etkilerde
bulunurlar(Eralp 2013). Yar1 6miirleri mili veya nanosaniye gibi oldukga kisa olan
serbest radikaller son derece kararsiz ve reaktif molekiillerdir ve bu nedenle diger
molekiillere kendilerinde fazla olan elektronu vermeye calisirlar. Diger radikal veya
molekiillerle etkileserek yeni radikaller olusturabilirler(Altug 2009). Oksijenin
indirgenmesi ile siiperoksid radikalleri ortaya ¢ikar. Bu radikallerden spontan ya da
enzimatik dismutasyon ile ikinci bir ara tirtin olan hidrojen peroksid ve yine bir dizi
olay sonucunda hidroksil radikali meydana gelir(Eralp 2013). Siiperoksitler canlt
dokuda bazi reaksiyonlar i¢in gerekli molekiiller olmalarinin yani sira, kontrolsiiz

tiretilmeleri canli doku igin nekroz ve diger zararl etkilere sebep olabilir.

Serbest radikaller bir molekiile elektron eklenmesi, bir molekiilden tek bir
elektron eksilmesi, bir molekiiliin kovalent bagmin homolitik boliinmesi veya bir
molekiiliin kovalent bagindaki iki elektronun bir atomda kalacak sekilde heterolitik
boliinmesi gibi yiiksek enerji transferi gerektiren ii¢ grup tepkime sonucunda tiretilirler

(Altug 2009).

Oksijenin metabolize edildigi canlilarda ortamda oksijen varliginda cesitli

fiziksel ve kimyasal etkenlerle oksijen radikalleri olusturulabilir (Eralp 2013).

Lipit peroksidasyon serbest oksijen gruplarinin dokulara yonelik olarak meydana
getirecekleri zararla iligkili olmas1 sebebiyle son yillarda {izerinde 6nemle durulan bir
konudur. Hayati islevler i¢in gerekli olan oksijen, serbest oksijen grubuna yol agarak
toksik etki olusturabilmekte ve ¢ogu hastaligin patogenezinde serbest oksijen gruplari
ortaya ¢ikmaktadir(Yarsan 1998).



Serbest radikaller doku ve hiicrede DNA hasari, enzim inaktivasyonu, lipit
peroksidasyonu, yaslilik pigmentlerinin birikimi vezar yapilarinin ve fonksiyonlarinin

etkilenmesi gibi hasarlara sebep olur(Altug 2009).

Viicudumuz lipit peroksidasyonun zararli etkilerine karst hiicrelerini
kurtarabilmek i¢in savunma sistemleri olusturmustur, hiicre igi-hiicre dis1 olmak iizere

simiflandirilan bu sistemlere antioksidan sistemler adi verilir (Altug 2009).

Aminoasitlerin serbest oksijen gruplarina duyarliliklar1 farklidir. OKsijen
metabolitleri arasinda siiperoksit grubunun aminoasitler {izerinde etkisi daha sinirhidir.
Serbest oksijen gruplarinin etkisi sonucunda proteinlerde gesitli yapisal bozukluklar

ortaya ¢ikar(Comporti 1993).

Bag dokunun dayanikliliginin saglanmasinda etkin rol oynayan hiyaluronik
asittir ve bu asit 6zellikle stiperoksit grubundan etkilenerek bag dokuda deformelere

neden olur (Comporti 1993).

DNA iizerinde de etki gosteren serbest oksijen radikalleri niikleik asitlerin
yapisal degisikliklerine, DNA hasarina ve mutasyonlara neden olur(Comporti 1993).

Lipit peroksidasyon serbest oksijen gruplarinin en 6nemli etkilerindendir ve
hiicrelerdeki zar fosfolipitlerinin yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine doniismesi olay1

seklinde tanimlanir (Comporti 1993).

Lipit peroksidasyon ¢ok zincirli doymamis yag asitlerine RH veya oksi
koklerinin girmesiyle ya da molekiilden ¢ikmasiyla ortasinda karbon atomu bulunan
lipit gruplart meydana gelerek ilk asama baglamis olur. Baslangic asamasini takip eden
ikinci dénem gelisme asamasi olarak adlandirilir ve zincirleme reaksiyonlar igerir.
Birinci agsamada meydana gelen lipit grubu molekiiler oksijen ile birleserek hizla
peroksi grubuna doniisiir. Tepkimeye devam ederek peroksi grubu hidroperoksi
grubunu sekillendirir ve sonugta diger yag asitleri de tepkimeye girerek baslangi¢
asamasinda oldugu gibi ortasinda karbon atomu bulunan lipit gruplarini meydana
getirir. Olusan bu gruplarda yeni peroksi gruplarini1 olusturur. Gelisme asamasindaki
tepkimeler birbirinin tekrar sekilde devam eder. Doymamis yag asitlerinin miktarina
bagl olarak hidroperoksitlerin sekillenmesi siirer. Bu tepkimeler peroksit gruplarmin

toplanarak tepkimeye girmesi ve etkisiz {irlinler olusturmasina kadar devam eder.



Son agama yikimlanma asamasidir. Son asamada iki 6nemli durum vardir; ya
ortamdaki antioksidan maddelerle etkilesime girerek tepkime sonlanir ya da gruplar

birbirleri ile tepkimeye girerek etkisiz tiriinlere doniistirler(Comporti 1993).

Tubiiler hasar iskemik bobrek hasarinda perflizyon azalmasina bagli bobrek
fonksiyonlarmin bozulmasinda rol oynar. Buna ilgili reperfiizyon sonrasi iiretilen

serbest radikaller de bobrek hasarinda oldukga etkilidir(Eralp 2013).

1.4. Antioksidanlar

Viicutta bulunan lipit, DNA, protein, karbonhidrat gibi bilesikleri oksidatif
stresten koruyan maddelere antioksidan ve bu mekanizmaya ise antioksidan savunma

mekanizmasi ad1 verilir(Altug 2009).

Antioksidanlar etki mekanizmas1 dort farkli sekilde ortaya cikar:

1. Enzimler tarafindan oksidanlar1 zayif bir molekiile c¢evirerek temizler (toplayici
etki)

2.Vitaminler ve dogal bitkisel ajanlar araciligiyla oksidanlara bir hidrojen aktararak
etkisiz hale getirerek baskilar (bastirici etki)

3.Zarar gormiis doku ve hiicreleri onarir (onarici etki)

4. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini tarafindan oksidanlar1 baglayarak

fonksiyonlarini engeller (zincir kirici etki) (Yesildag 2009).

Serbest radikaller viicudun islevlerini goérebilmesi ve hastaliklardan
korunabilmesi ¢ok hassas bir dengeyle kontrol edilir ancak asir1 yiiklenme viicut icin

tehlike olusturur.

Enzimatik olanlar Enzimatik olmayanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) E vitamini
Glutatyon rediiktaz C vitamini

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Katalaz (CAT)

Tablo 1:Hiicre i¢i antioksidan ajanlardan bazilari

Bilim adamlar1 N-asestilsistein, sistein, melotonin gibi natiirel maddenin

antioksidan ajan olduklarini ¢aligmalarla gostermislerdir(Yesildag 2009).



1.4.1. Hiicre Dis1 Sivilardaki Antioksidanlar

E vitamini, C vitamini, transferrin, seriiloplazmin, karoten, albiimin, biliiribin
gibi maddeler hiicre dis1 sivilarda enzimatik antioksidan sistemin aktivitesinin sinirl

olmasi sebebiyle antioksidan 6zellik gosterirler(Yesildag 2009).

1.4.2. Enzimatik Antioksidanlar
Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Oksidatif strese kars1 savunmanin ilk basamagini olustururan bakir (Zn) igeren

enzim radikallerden korunmada ana mekanizmadir. insanlarda mitokondride bulunur.

Hiicre hasarina etkin olarak sebep olan siiperoksit grubu, SOD araciligiyla H202
ve oksijene ¢evrilir. Daha az toksik bir yapiya sahip olan H202, dokularda bulunan
peroksidaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi hiicre i¢i enzimlerle su ve oksijen gibi
daha zayif etkili iiriinlere dontstiiriilerek etkisiz hale getirilir(Yesildag 2009).
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz detoksifikasyonla gorevlidir. Bunun igin ortamda
indirgenmis glutatyon bulunmalidir. Daha az zararli hale gelebilmesi igin hidroksil
radikali veya hidrojen peroksitle birleserek peroksitten su olusumunu ve hidrojen

cikartmasini saglayan tepkimeyi katalize etmelidir(Altug 2009,Yesildag 2009).

Slutatyon
Raduk G386
E_iutat';lnn H,0
GSH aroks] 0
NADPH Oksidaz 50D Kataly
Elektron > 0z > H,0; H0
Transport Fe:
Zinciri ¢
/" ONOO on sl OH
NO Myelperghsidaz Cu2
/ 00

NO Senifaz

Sekil1.Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu



Katalaz (CAT)

Hidrojen peroksiti suya ayristirarak hidroksil radikallerinin olusumuna engel
olarak ya da yok ederek hidroksil serbest radikali (OH) olusumunu 6nler(Altug 2009).
Kanserli dokularda katalaz saglikli dokulara gére daha yiiksek bulunup bunun timor
hiicrelerinde enzim ekspresyonundaki artistan kaynaklandigi diistiniilmektedir

(Yesildag 2009).

Mitokondriyal Sitokrom oksidaz

Solunum islemindeki son enzimi olan mitokondriyal sitokrom oksidaz,
stiperoksidin toksik etkisini notralize eder ve bu islemler normal sartlarda siirekli

devam eder. Sonucunda bol miktarda enerji tiretimi (ATP) ortaya ¢ikar (Altug 2009).

Ksantin oksidaz(XO)

Stiperoksit anyon radikalinin en 6nemli kaynaklarindan birisi ksantin oksidazdir
(Altug 2009). Yogun egzersiz sonrasinda viicuttaki lirik asit artar, XO buradaki
radikaller tizerinde antioksidan etki gostererek kaslari oksidasyona karsi korur(Altug
2009).

1.4.3. Non-Enzimatik Antioksidanlar

Glutatyon (GSH)

Hem endojen hem de eksojen bir antioksidan olup, DNA hasarini onleme ve
onarma, metabolik artiklarmin inaktif hale getirilmesinde ve viicudu serbest
radikallere karsi korumakla gorevlidir(Altug 2009,Yesildag 2009). Karacigerde iki
havuzu bulunan GSH’1n biri sitozolik diger mitokondriyaldir ve eksikligi nekrozlara
sebep olabilir(Yesildag 2009).

Vitamin C (Askorbik Asit)

Askorbik asit suda eriyen ve dolayisiyla sulu ortamda siiperoksit ve hidroksil
radikallerini temizleyerek etkinlik gosteren bir vitamindir. Sivilarda bazi radikalleri
pargalayarak gorev yapar. Bunun disinda ateroskleroza karsi korur ve LDL
kolesteroliin oksidasyonunu oOnler. Yoklugunda E vitamini ve GSH yenilenemez
(Eralp 2013, Altug 2009,Yesildag 2009).
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Vitamin E (a-tokoferol)

E vitamini askorbik asitin tersine yagda ¢dzliinmesiyle hiicre membraninda ve
lipoproteinlerde bulunup oksijen radikallerinin zincir kiricisi olarak ana temizleyicisi
olarak gorev yapar(Altug 2009,Yesildag 2009).

Vitamin A

A vitamini varliginda gérme, tireme, biiylime ve epitel dokusunun saglamligi
devam eder ve a-tokoferole gore zayif bir antioksidandir, a-tokoferol bittikten sonra
kullanilir (Yesildag 2009).

Diger non-Enzimatik Antioksidanlar tablo 2 de verilmistir.

Antioksidanlar Gorevleri

Askorbik asit O? VE OH™ 1n direk yakalayicisidir.

Haptoglobiilin Ortamdaki serbest hemoglobini baglar.

Hemopeksin Serbest Hemoglobin’i baglar.

Transferin Radikal olusumunu demir iyonlarini baglayarak engeller.

Urik asit lipit peroksidasyonu inhibe eder veradikaltutucudur.

a-tokoferol Zincir kirici olarak peroksi radikallerini engeller.

Glukoz OH radikallerini tutar.

Bilirubin Albiimine baglanarak yag asitlerini peroksidasyona karsi
korur.

Albiimin Cu*? gibi gegis metallerini baglar.

Seriiloplazmin Demirin transferrine baglanmasini kolaylastirir.

Tablo 2. Antioksidan sisteme yardimci olan enzim olmayan maddeler ve goérevleri
(Altug 2009).
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1.5. Curcumin (Kurkumin)

Zerdegal (Curcuma longa) Asya’nin tropik bolgelerinde, 6zellikle Pakistan,
Hindistan, Cin ve Banglades de yetisen odunsu bitki olup bu rizozomlarindan elde
edilen tozunun yaklasik %1 ile %3’nii curcumin isimli etken maddesi olusturmaktadir.
Bir tath kasigi zerdegal da yaklasik 30-90 mg curcumin bulunur(Akpolat ve ark.
2007). Zerdecalin yabani tiiriine caromatica, yerel tiirline ise curcuma longa ismi
verilmistir(Warunyoupalin 2007). Curcuma longanin ana bileseni olan curcumin ilk
kez Vogel ve Pelletier tarafindan 1815 yilinda izole edilmistir. Daha sonra 1870
yilinda Daube tarafindan kristalize edilmis, 1910 yilinda da Lampe ve ark. tarafindan

curcuminin biyokimyasal yapisi ortaya konmustur(Warunyoupalin 2007).

H,CO

HO

Sekil 2.Curcuminin kimyasal formiilii (merdan orunoglu)

Tibben 6000 yildir Ayurveda adi verilen Hint Tip Sisteminde zerdegal
kullanildig1 bilinmektedir (Aggarwal ve ark. 2003). Genis bir etki skalasina sahip olan
curcumin antioksidan, antidiyabetik, antikansorejen, antimutojenik, antibakteriyel,
antiviral, antienflamatuvar, antinosiseptif olarak gorev yapar(Somavawat ve ark.
2013, Tamaddonfard ve ark. 2008). Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii Korunma
Bolimii yapilan c¢alismalarda cesitli deney hayvanlarinda 3.5 g/kg a kadar olan
dozlarda ii¢ aydan uzun kullanimda herhangi bir yan etki bildirilmemistir (Maheshwari
ve ark. 2006, Sharma ve ark. 2005).

Curcumin bagirsaktan emilerek kana ve dokulara dagilmakta ve metabolize
edildikten sonra safra ve idrar yolu ile atilmaktadir. Karaciger ve bagirsakta
curcumin glukuronid ve curcumin siilfata doniistiiriilir ya da hekzahidrocurcumine
indirgenir.  Bagirsaklarda  hidrojenasyon ile tetrahidrocurcumin’e  (THC)
dontistiiriilir, geri kalan metabolitler curcumin ile ayni biyolojik 6zellige sahip
degildir. Safrada ise fenulik asit ve dehidrofenulikasit formlarinda bulunmaktadir

(Pan ve ark. 1998,Anand ve ark. 2007). Ratlarda yapilan bir ¢alismada oral yoldan
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verilen curcuminin %60 oraninda emildigi ve kalan biiyiikk kismmin ise gaita ile
glukuronid ve siilfat konjugatlari halinde idrarla atildig1 gosterilmistir(Sharma ve ark.
2005). Oral alimin ardindan kan curcumin konsantrasyonlar1 1-2 saat sonra en
yiiksek diizeyde oldugu ve 12 saat iginde azaldig1 gosterilmistir(Maheshwari 20086,
Sharma ve ark. 2005).

Curcuminin aktif bilesenleri curcuminoidlerdir ve zerdegalin igerisinde
demetoksicurcumin, bisdemetoksicurcumin ve diferuloylmethaneolmak tizere iig
onemli curcuminoid bulunmaktadir(Aggarwal ve ark. 2003). Curcuminoidlerde
atlantane, tumerone ve zingiberone dahil olmak {izere birtakim ester yaglar
bulunmaktadir(Norris 2013, Hasima 2013).

Molekil formiili  : Cy1H20s

Molar Kitle : 368,38 g/mol

Erime Noktasi : 183 C°

IUPAC Kimligi  : (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-
3,5-dione

i O o~ il O ek Curcumin |

Curcumin |l

~ Y OCH3
O ‘ Demethoxycurcumin
~ e Curcumin I
Bis-Demethoxycurcumin

Sekil 3.curcuminoidler (Aggarwal 2003)

Curcuminin asil rengi pH 7’ nin stiinde iken saridan kirmiziya déner. Suda
¢oziinmez(Cikrikci 2008, Mehdawi 2010, Sharma ve ark. 2005). Ancak etanol,
dimetil siilfoksit(DMSO), asetilaseton, kloroform, asedikasit, benzen toluen ve aseton
gibi solventlerde ¢oziinebilen bir molekiil olarak bilinir(Norris 2013, Li ve ark.
2013).
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Hiicre zarindan kolaylikla gecerek sitoplazmaya ulasmasi lipofilik 6zelligi
sayesindedir ve yine lipofilik o6zelliginden dolayr c¢ekirdek zari, endoplazmik
retikulum ve plazma membrani gibi membrandz yapilar1 kolayca gecebilmektedir.
Curcumin dolasimda eser miktarda yer almakta veya gorilmemektedir(Mehdawi
2010).

Fenolik antioksidanlarin toplanmasinda curcuminin elektron dondrii gibi
davranmas: etkilidir(Aggarwal 2003). Barnabe-Pineda ve ark. 2004 curcuminin pH’1
degisen ortamlardaki durumlarini arastirarak keto ve enol olmak iizere iki taumerik
formu oldugunu kaydetmislerdir. Keto formu asidik olup pH 3-7 arasindadir ve bu
formda curcumin ¢ok etkili bir H atomu donoériidiir. Enol formu ise pH 8’in iistiindedir
ve bu formu bir elektron vericisi gibi hareket etmektedir. Bu durum dogal bitkisel
antioksidanlarin baglanma aktivitesi i¢in gerekli bir durumdur. Curcumin bazik pH’ ya
kars1 dayaniksiz olup yarim saat iginde trans-6-(4’hidroksi-3’metoksifenil)-2-4-
diokso-5-hekzanal, ferulik asit, vanillin ve feruloilmetana indirgenir(Cikrikc1 2008,
Mehdawi 2010, Sharma ve ark. 2005). Iki keton grubu curcumine B posizyonunda
baglanmistir. Fenil halkasi1 tizerindeki hidroksil gruplarinin varligi tipik bir radikal
tutma oOzelligi gostererek antioksidan olmasinda rol oynar. Birgok reaktif oksijen
radikallerini 6zellikle de nitrojen dioksit radikallerinin, siiperoksit anyon radikallerinin
ve hidroksil radikallerinin viicuttan atilimini kolaylastirir. Genel olarak oksijen
radikali reaksiyonunda ikili etkiye sahiptir. Hidroksil radikallerini tutar veya hidroksil
radikali olusumunu engeller(Pan 1998, Pandev 2011, Uzer 2007).

Curcuminin antioksidan aktivitesini siiperoksit dismiitaz, katalazlar ve
glutatyon peroksidaz gibi  antioksidan enzimler araciligiyla  gosterdigi
diisiiniilmektedir. Ayrica bu etken madde antioksidan 6zelligini oksidatif enzimlerin
inhibisyonunda oksidatif kaskad ile etkilesime girerek ve demir gibi metal iyonlarina
baglanarak ya da bu iyonlari devreden ¢ikararak siirdiirmektedir(Pan 1998, Pandev
2011, Uzer 2007). Ayrica bu etken madde serbest radikalleri tutma 6zelliginden

dolay1 hiicre DNA’ sin1 da oksidatif hasardan korur.

Curcuminin bdrekler iizerinde de koruyucu etkili oldugu bildirilmektedir
(Reddy 1992, Cohly 1998). Sharma ve ark.(2006) deneysel olarak diabetes mellitus
olusturduklart ratlara 2 hafta siireyle 15 ve 30 mg/kg dozunda curcumin vererek

yaptiklar1 ¢calismada curcuminin poliliriyi azalttig, kreatin ve lire degerlerini normale
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dondiirdiigiinii buna ilgili olarak da curcuminin bdbrekler tizerinde koruyucu etkiye

sahip oldugunu kaydetmislerdir.

Curcuminin antioksidan o&zelligi nedeniyle radyasyona karsi da koruyucu
etkilidir(Pan 1998, Pandva 2000, Scartezzini 2000). Akpolat (2007) radyasyon verilen
siganlar iizerinde yaptigi ¢alismada curcuminin radyasyona karsi intestinal mukozay1
korudugu, bu nedenle de radyoterapi uygulamalarinda kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Somanawat K. ve ark. (2013) farelere yliksek dozda parasetamol
vererek yaptiklar1 c¢alismada parasetamole ilgili hepatositlerde olusan nekrotik
degisiklikleri curcuminin azaltigi veya kismen 6nledigini kaydetmislerdir. Giilgicek
(2008) sarilik olusturulan siganlarda yaptiklar caligmada sariliga ilgili karacigerde
olusan fibrozisi ve oksidatif hasar1 curcuminin anlamli olarak azalttigini

bildirmislerdir.

Serbest oksijen gruplarinin dokulara yonelik meydana getirecekleri hasarin en
onemli sonuglarindan biri olan lipit peroksidasyon olayir son yillarda {izerinde
durulup calismalar yapilan Onemli konulardan biridir. Hiicre sagliginin
korunabilmesi i¢in gerekli olan oksijen, bazi durumlarda toksik etkili serbest oksijen
grubu olusumuna sebep olabilir. Bu sebeple ¢ogu hastaligin patojenitesinde serbest
oksijen gruplartyla karsilagmaktayiz('Yarsan 1998, Erenel G ve ark. 1992, Comporti
1993, Drapper 1990, Sanli 1994). Serbest oksijen gruplari tekli elektron igeren ve
etkin kimyasal bilesiklerdir. Ortamda kalma siireleri ¢ok kisa olmasina karsin ¢esitli
yapilarla etkilesime girerek hiicrenin yap1 ve islevlerinde 6nemli degisikliklere neden
olurlar. Bunlar niikleik asitler, niikleotidler, proteinler ve protein yapisinda olmayan
tiyoller (tiyoloksidasyonu) gibi maddelerle tepkime, hiicre zar1 bilesenleri (protein,
lipit, enzim, reseptér ve tasima sistemleri) ile kolavent baglanma, lipit
peroksidasyonu baglatict gibi etkilerdir. Curcuminin g¢esitli hayvan deneylerinde lipit
peroksidasyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Reddy 1992 ve Cohly 1998 nin ratlarda
yaptig1 deneysel ¢alismalarda 100 mg’ a kadar verdikleri curcuminin bobrek tubiil
epitellerini oksidatif strese kars1 lipit peroksidasyonu, lipit degredasyonu ve sitolizi

Onleyici 6zellikleri sayesinde korudugunu gostermislerdir.

Oksijen dokuda iki sekilde indirgenir; birinci olarak %95 oraninda 4 elektron
olarak suya indirgenir, ikinci olarak ise oksijen %5 oraninda basamak basamak tek

degerli indirgenmeye ugrar. Ikinci sekilde basamakli indirgenme sonucunda serbest

15



oksijen gruplar1 ortaya ¢ikar. Siiperoksit, hidrojenperoksit, hidroksil ve singlet
oksijen biyolojik sistemlerde sekillenen en 6nemli serbest oksijen gruplaridir (Yarsan
1998). Belviranli ve ark. (2013), gida yoluyla curcumin takviyesinin beyin
dokusunda lipit peroksidasyonu azaltarak koruyucu etki olusturdugunu

bildirmislerdir.

1.6. Tacrolimus

Tacrolimus (FK506) ilk kez 1984 yilinda Streptomyces tsukabaensis isimli
toprak mantarindan tiretilmistir (Lan 2005). Tacrolimus genellikle transplantasyon
sonrasi tedavide kullanilan 822 daltonluk (monohidrat) yiiksek lipofilik karakterde
makrolid grubu dogal bir antimikrobiyaldir(Hooks 1994). Kimyasal formiilii
Ca4HggNO12H,0 dur(Venkataramanan 1991).

Farmakokinetik ozelligi kisideki yag dokusu oranina gore degisir ve oral
kullanimlarda emilimi %22 olup en yiiksek konsantrasyona 4 saatte ulasir
(Venkataramanan 1990). Pediatrik hastalarda klirensi fazla oldugu igin daha yiiksek
dozlarda verilmesi gerekebilir(Jain 1991). ilacin dokulara gecisi yiiksektir, bu
nedenle plasenta ve siite de gegebilir(Piekoszewski 1993). Tacrolimus bagirsaktan
emilimi takiben kana gegtikten sonra dncelikli olarak albiimin gibi plazma proteinine
baglanir, eritrositler ve lenfositlere dagilir. Bu nedenle kan konsantrasyonu
plazmadan daha yiiksektir. Viicuttan atilmadan 6nce nerdeyse tamamen metabolize
edilir (Venkataramanan 1995). Tacrolimus karaciger metabolik sisteminde sitokrom-
P-450 enzim ailesi ile ilk eliminasyonuna ugrar ve kalan kisim safra ile atilir. Ancak
% 1-3 kadar1 idrarda bulunur(Undre 1999, Shen 1997). Ana metabolizma iiriinii olan
31-O-demethyl-tacrolimus immiinsupresif etkiye sahiptir(Alak 1997). Tacrolimus
esas olarak T hiicrelerinin aktivasyonu ile etkilesime girerek immiinsupresif etkisini
gosterir. T hiicrelerine girdikten sonra “FK506 binding protein” e baglanir ve
sitozolik hedef proteini FKBP ve FKBP12’ ye yiiksek affinite gosterip bunun
tizerinden kalsindrini bloke eder. Tacrolimusun kalsindrini inhibe etmesi immiin ve
inflamatuvar cevapta rol oynayan sitokinlerin, lenfokinlerin ve adhezyon
molekiillerin olusumunu baskilar(Plosker 2000, Kincaid 1991). Kalsinorin fosfataz T
hiicrelerinin niikleer faktoriiniin aktivasyonunda gorev alir. T hiicrelerinin niikleer
faktorii T hiicrelerinden sitokin iiretilmesi i¢in gerekli transkripsiyon faktoriidiir ve

kalsinorinin tacrolimus tarafindan bloke edilmesi DL-2-3-4-5 interferon-y, TNF-d,
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graniilosit makrofaj koloni stimiilan faktér, DL-2 ve DL-7 gibi T hiicresi kaynakl
sitokinlerin iiretiminin tamamen durmasina neden olur(Miyata 2005). Kalsinorin
inhibitorlerinin en 6nemli avantaji diger hizli ¢ogalan hiicreleri etkilemeden immiin

sistem tizerinde se¢i¢i davranmalaridir(Reem 1992, Klee 1998, Tepperman 2010).

Yukarida bahsedilen farmakokinetik etkileri nedeni ile tacrolimus esas olarak
karaciger ve bobrek gibi solit organ transplantasyonlarinda immiinsupresif ajan
olarak kullanilmakta olup ozellikle steroide direngli doku reddi reaksiyonlarinda
etkilidir(Miyata 2005). Amerika Birlesik Devletlerinde “Food and Drug
Administration (FDA)” kurulusu tarafindan 1994 yilinda ilacin Kkaraciger
transplantasyonu sonrasi organ grefti reddini Onlemeye yonelik kullanimi
onaylanmistir(Adali 2007). Tacrolimus bugiin allogenik karaciger, bobrek veya kalp
transplantasyonu yapilan hastalarda organ naklinin profilaksisi i¢in endikedir.
Tacrolimus ayrica mystenia gravis, artrit ve atopik dermatit gibi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde de basarili bir sekilde kullanilmaktadir(Iwasaki 2007).
Tacrolimusun kapsiil formu (prograf) ve intravendz (I.V) steril soliisyon formu
mevcuttur. Kapsiil formu 0.5 mg, 1 mg yada 5 mg anhidroz tacrolimus icermektedir.
Inaktif bilesenleri ise laktaz, hidroksipropil, metilseliiloz, kroskormeloz sodyum ve
magnezyum stearattir. Steril soliisyon ise 1 ml de 5 mg anhidr6z tacrolimus igerir.
Tacrolimus injeksiyonu izotonik sodyum kloriir yada %35 dekstroz soliisyonu ile
seyreltilerek kullanilmaktadir(Plosker 2000).

Tacrolimus tedavisi sirasinda ortaya ¢ikan yan etkiler dozla iliskili olup bu yan
etkiler genelde nefrotoksisite, norotoksisite, kardiyomyopati, anemi, kronik diyare,
diyabet, alerjik reaksiyonlar, lenfoproliferatif hastaliklar ve enfeksiyonlar seklinde
bildirilmistir(Mayer 1997, Pirsch 1997, Gummert 1999). Norotoksisite %8-20
oraninda tremor, bas agrisi, uykusuzluk daha nadiren afazi, konfiizyon ve psikoz
bi¢iminde ortaya ¢ikar(Weir ve Fink 1999). Diabetes mellitus (DM) ve/veya glukoz
intoleranst  %10-20 oraninda goriiliir(Mayer 1997,Pirsch  1997). Filler ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada pankreas adacik hiicrelerinde vakuolizasyon,
degraniilasyon gibi morfolojik degisikliklerin tacrolimus aliminin kesilmesinden
sonra diizeldigi goriilmiistiir(Weir 1999). Immun yetmezlikli fare ve rat deneylerinde
tacrolimusun tiimoral metastaz, anjiogenez ve DNA tamir inhibisyonuna katkida

bulundugu ve doza bagimli tiimor baslatict etkisi oldugu da saptanmistir(Dworkin
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2009, Durandu 2005). Tacrolimusa bagli nefrotoksisitenin nedeni afferent
arteriollerin vazospazmina baglh renal kan akiminda azalmadir. Nefrotoksisitenin ilk
evrelerinde vazokonstriiksiyon ve oksidatif hasardan dolayr glomeruler filtrasyon
hizinda azalma olusmakta ve bu durumda idrardan protein (mikroalbiimin) atilimi
artmaktadir. Ancak daha ileri evrelerde tubiilus epitelinde hasar olusmakta ve bu
hasarlarin siddetine bagli olarak serum kreatinin ve BUN diizeylerinde de artis
goriilmeye baslamaktadir(Vaidya 2008). Kronik tacrolimus nefrotoksisitesinde serum
kreatinin ve BUN diizeylerinin artis1 uzun siireli ve siddetli bir olusumun habercisi
olabilmektedir(Li 2009). Tacrolimus kullanimi sirasinda olusan nefrotoksisitede

goriilen baz1 patolojik degisimler asagida siralanmistir:

Akut gelisen nefrotoksisitede daha ¢ok arteriollerde ve glomeriillerde patolojik
degisiklikler goriilmekte olup bu lezyonlar damar endotelinde sisme, vakuolizasyon
ve nekroz ile karakterize akut arteriopatidir. Bu lezyonlara iligkin ilave trombotik
mikroanjiopati de gelisebilir. Ayrica 6zellikle proksimal tubiil epitellerinde izometrik

vakuolizasyon, intertisiyel ddem ve nekroz olusur(Naesens 2009).

Kronik tacrolimus nefrotoksisitesinde patolojik degisimler daha c¢ok
tubiiliislerde gorilir ve bu degisimler genellikle tubiiler atrofi ile tubiiler
mikrokalsifikasyondur. Ayrica intertisiyel fibrozis, arterioler hiyalinozis ve fokal

segmental glomeruloskleroz (FSGS) da olusur(Naesens 2009).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1.Gerec

Calismada S U Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin
edilen, ortalama 12-16 haftalik, agirliklar1 200-400 gr arasinda degisen, 30 adet Wistar
albino rat kullanild1. Calisma S U Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
yapildi. Calismada ratlar 23+2 C° sicaklikta, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
ortamda, yem ve suyun esit sartlar ve miktarda adlibitum olarak verildigi kafeslerde
(kontrol grubu 6, digerleri 8’erli rat olmak tizere 4 grup halinde) tutuldu. Calismanin
baslangicindan itibaren ratlarin canli agirliklar1 haftalik olarak ve nekropsiden hemen

once tartildi.

Hayvan deneyleri icin Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (AKUHADYEK) nun 23.07.2014 tarih ve 49533702/100 sayil1 karari ile

izin alinmistir.
2.2. Yontem

2.2.1. Deney Hayvanlar1 Uygulama Plani

Deney hayvanlari canli agirliklar esas alinarak gruplara ayrildi, gruplar ve
uygulamalar asagida listelendi:
1-Kontrol Grubu (n:6): Bu grupta bulunan ratlara 21 giin boyunca pelet yemle
adlibitum olarak beslendi.
2-Curcumin Grubu (n:8): Bu grupta bulunan ratlara 21 giin boyunca curcumin(sigma-
china) uygun ¢oziiciide ¢oziilerek 300mg\kg\giin dozunda oral gavaj yoluyla verildi.
3-Tacrolimus Grubu (n:8): Bu grupta bulunan ratlara ¢alismanin 8. Giiniinden itibaren
14 giin boyunca tacrolimus(Prograf, Astellas-irlanda) 2mg\kg\giin dozunda
intraperiotenal yolla verildi.
4-Tacrolimus + Curcumin (TAC+CUR) Grubu (n:8): Bu grupta bulunan ratlara 21 giin
boyunca 300mg\kg\giin dozunda curcumin oral gavaj yoluyla, ¢alismanin 8. giiniinden
itibaren 14 giin boyunca 2mg\kg\giin dozunda tacrolimus intraperiotenal yolla
uygulandi.

Calismanin baslangicinda, (0, 7, 14 ve 21 giinlerinde) her hafta ve c¢alisma

sonunda biitiin ratlarin canli agirlik 6lgtimleri yapildi.
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Calismada son tacrolimus ve curcumin uygulamasindan 24 saat sonra ratlara
10mg\kg ksilazin subcutan ve 40mg\kg thiopental intramiiskiiler yolla verilerek
uyutuldu ve biyokimyasal analizler i¢in ratlarin kuyruk venasindan 1 cc kan alindiktan
sonra tiim ratlar servikal dislokasyonla sakrifiye edildi. Otenazi islemini takiben ayni
giin igerisinde biitiin ratlarin nekropsileri yapilarak bdobrek, karaciger, kalp ve
beyinden doku o6rnekleri alinip %10 luk formalin soliisyonunda 48 saat tespit edildi.
Tespit islemini takiben dokular ksilol, dereceli alkoller ve parafin serilerinden
gegirilerek parafin bloklar elde edildi. Parafin bloklardan 5um kalinliginda kesitler
alinarak rutin H&E (hematoksilen-eozin) boyama yontemiyle (Luna 1968) boyandi ve
kesitler 151k mikroskobunda incelendi. Dokularin 6rnek lezyonlarindan da 11k

mikroskobik resimler(Olympus BX51, Tokyo, Japan) alindi.

Biyokimyasal analizler i¢in igerisinde jel bulunan serum sesaparator biyokimya
tiiplerine kan ornekleri alindiktan sonra +4 C°‘de 30 dk. bekletildi ve takibinde 3200
rpm’de 15 dk santrifiij edilerek serumlarin ayrilmasi saglandi. Elde edilen serumlar 30
dk igerisinde dondurulmadan, BT-3000 plus-italya test analiz cihazinda AST, ALT,
GGT, Kreatin, Alblimin ve Total Biliiribin degerlendirildi.

2.2.2. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen tiim sayisal veriler ve skorlar “Statistical Packages for
the Social Science” (SPSS) 20.0 kullanilarak istatistiksel yonden analiz edildi.
Tanimlayici istatistiksel analizler (frekans, yiizde dagilimi, ortalama+standart sapma)
yapildi. Etik kural geregi istatistiksel analiz yapilmasina izin verebilecek minimum
sayida deney hayvani kullanilmasi amaglanmis oldugundan her gruba ait 6rneklem

sayist kiiciik tutuldu.

Doku ve organlarda sekillenen histopatolojik bulgularin degerlendirilmesinde

asagida tabloda belirtilen kriterlere gore skorlama yapildi(Tablo 3).
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Skor no | Bobrek

0 Belirgin bir patolojik bulgu gézlenmedi.

1 Proksimal tubiil epitellerinde siskinlik.

2 Proksimal tubiil epitellerinde dejenerasyon ve ¢ekirdeklerinde piknoz ile yer yer
dokiilmeler.

3 Tubiil epitellerinde nekrozlar ve yaygin dokiilmeler ile bazi tubiil liimenlerinde

hiyalini kitleler. Tubiillerde dilatasyonlar.

Karaciger

0 Belirgin bir patolojik bulgu gézlenmedi

1 Hepatositlerde siirli alanlarda siskinlik.

2 Hepatositlerde hidrobik dejenerasyon ve bazilarinda vakuol olusumu ile
siniizoitlerde daralmalar.

3 Hepatositlerde yaygin vakuoler dejenerasyon ve yaglanma.

Beyin

Belirgin bir patolojik bulgu gézlenmedi.

Perivaskiiler alanlarda hafif dereceli 6demler.

Perivaskiiler alanlarda 6demler ile bazi néronlarda siskinlik.

WIN|FL|O

Perivaskiiler alanlarda siddetli 6dem ve bazi néronlarda iskemik degisiklikler.

Kalp

Belirgin bir patolojik bulgu gézlenmedi.

Miyositler siskin ve sitoplazmalar1 kismen eozifilik, hiperemi.

Miyositler sigkin, sitoplazmalari eozifilik ve striasyon kaybu.

WIN|FLO

Miyositler siskin, sitoplazmalar1 eozinofilik ve ¢ekirdeklerde piknoz.

Tablo 3. Bulgularin skorlamasinda kullanilan kriterler Histopatolojik degerlendirme

i¢in skorlama tablosu

21



3.BULGULAR

Deney hayvani olarak kullanilan ratlarin ¢alisma boyunca yapilan canli agirlik
Olctimleri ve baslangigtaki agirliklari ile calismanin sonundaki agirlik farklarina ilgili

sonugclar tablo 4’de verilmistir.

Baslangi¢ | 1.hafta 2.hafta Son Fark(g.)
Kontrol 2259 2389 251g 269g +44
Curcumin 2139 2159 2369 2389 +15
Tacrolimus | 235¢g 2359 2349 2269 -9
TAC+CUR | 218g 2209 2259 2279 +9

Tablo 4.Ratlarin galigma gruplarina gore haftalik canli agirlik ortalamalart.

3.1. Patolojik Bulgular

3.1.1 Makroskobik Bulgular

Ratlarin nekropsilerinde genel olarak belirgin bir makroskobik lezyon
gozlenmedi. Yalniz curcumin grubu bir ratin akcigerlerinde 4-5 mm ¢apinda bir apse

olusumuna rastlandi.

3.1.2. Mikroskobik Bulgular

Calismada kullanilan ratlardan alinan doku Orneklerinin  mikroskobik
incelemelerinde hiicre ve dokularda belirgin degisiklikler ozellikle bobrek ve
karacigerlerde gozlendi. Bobreklerde ozellikle proksimal tubiil epitellerinde olmak
tizere dejenerasyon ve nekrozlar, karacigerde ise hepatositlerde siskinlik ve vakuol
olusumlarinin belirgin oldugu degisiklikler gozlendi. Daha hafif diizeyde olmak iizere
kalp ve beyinde de degisiklikler dikkati ¢ekti. Beyin ile ilgili bulgular genelde 6dem
ve noéronlarda kromatoliz seklinde idi. Diger organlarda kayda deger bulgulara pek
rastlanmadi. Belirlenen bu histopatolojik bulgular yontemde belirtilen kriterler esas
alimarak 0, 1, 2 ve 3 rakamlar1 ile skorlandi. Elde edilen bu skorlar tablo haline
getirilerek mikroskobik bulgular olarak sunuldu (Tablo 5). Mikroskobik incelemeler

sirasinda bobrek, karaciger, kalp ve beyin kesitlerinden histopatolojik tabloyu yansitan
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resimler de alind1 (Sekil 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16)

rat bobrek karaciger Kalp Beyin

Kontrol

Curcumin

Tacrolimus

TAC+CUR

RN R RrR| R R RN N NN NN R R R R R o|o|lok| k| -
RN R R R R RN N NN NN R R RN v o|lo|lolo| o] -
R G R R R =1 R == R == =ll= == =]
Rk lo| oo ok olkR|lr N RPrIR L Rro|loolo|loo|lolojo|lo] o

O[NNI T WIN RPN O RW DN RO WINRFRPIOOTAIWIN -

Tablo 5: Mikroskobik incelemeler sonucu dokularin skorlari.

3.1.3 Mikroskobik Histopatolojik Bulgularin Istatistiksel Analizi:

Histopatolojik incelemelerde belirlenen skorlara ilgili elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak karsilastirildiginda tiim gruplar arasinda bobrek(X*=15.900,
p=0.001), KC(X?=17.327, p=0.001), kalp(X?=16.643, p=0.001) ve beyin
(X?=17.308, p=0.001) dokularinda histopatolojik skorlama diizeyleri agisindan
istatistiksel anlaml1 farklilik tespit edildi(Tablo 6, 7).
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Degisken  Grup N Minimum  Maksimum Medyan SD
Bobrek KONTROL 6 0 1 1.00 0.52
CURCUMIN 5 1 1 1.00 0.00
TACROLIMUS 7 1 2 2.00 0.38
TACCUR 8 1 2 1.00 0.35
KC KONTROL 6 0 1 0.00 0.41
CURCUMIN 5 1 2 1.00 0.55
TACROLIMUS 7 1 2 2.00 0.38
TACCUR 8 1 2 1.00 0.354
Kalp KONTROL 6 0 0 0.00 0.00
CURCUMIN 5 0 1 0.00 0.55
TACROLIMUS 7 0 1 1.00 0.38
TACCUR 8 1 1 1.00 0.00
Beyin KONTROL 6 0 0 0.00 0.00
CURCUMIN 5 0 0 0.00 0.00
TACROLIMUS 7 1 2 1.00 0.38
TACCUR 8 0 1 0.50 0.54

Tablo 6. Histopatolojik bulgularin istatistiksel olarak karsilagtirilmasi.
Bobrek, karaciger, beyin ve kalple ilgili histopatolojik bulgularin istatistiksel

analizleri sonucu her bir organa ait bulgularin gruplar aras1 dagilimi grafik halinde

verilmistir(Grafik 1, 2, 3 ve 4).

Grafik 1. Bobrekle ilgili histopatolojik bulgularin gruplar arasi dagilimu.
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Grafik 2. Karacigere ilgili histopatolojik bulgularin gruplar arasi dagilimu.
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Grafik 3. Kalbe ilgili histopatolojik bulgularin gruplar arasi dagilimu.
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Grafik 4. Beyinle ilgili histopatolojik bulgularin gruplar arasi dagilimi.
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BOBREK 15.990 0.001
KC 17.327 0.001
KALP 16.643 0.001
BEYIN 17.308 0.001

Tablo7. Histo-mann whitney u bonferroni diizeltme testi (p<0.0083)

Gruplar arasi ikili karsilastirmada bobrek igin histopatolojik evreleme diizeylerinin
KONTROL/TACROLIMUS (Z=-2.951, p=0.003), CURCUMIN/TACROLIMUS
(Z=-2.803, p=0.005) ve TACROLIMUS / TAC+CUR(Z=-2.739, p=0.006) gruplari

arasinda farkli oldugu gozlenmistir.

KC ig¢in histopatolojik evreleme diizeylerinin KONTROL/CURCUMIN (Z=-
2.659, p=0.008), KONTROL/TACROLIMUS (Z=-3.184, p=0.001), KONTROL/
TAC+CUR (Z=-3.013, p=0.003) ve TACROLIMUS/TAC+CUR(Z=-2.739, p=0.006)
gruplar1 arasinda farkli oldugu gézlenmistir.

Ote yandan kalp igin histopatolojik evreleme diizeylerinin KONTROL/
TACROLIMUS (Z=-2.969, p=0.003) ve KONTROL/TAC+CUR (Z=-3.606,
p<0.001)gruplari arasinda farkli oldugu da gozlenmistir.
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Beyin i¢in histopatolojik evreleme diizeylerinin KONTROL/ TACROLIMUS
(Z2=-3.338, p=0.001) ve CURCUMIN/ TACROLIMUS (Z=-3.162, p=0.002)gruplar1

arasinda farkli oldugu da gozlenmistir(Tablo8).

Bobrek KC Kalp Beyin

Gruplar z p z p A p z p

KONTROL/ CURCUMIN -1.361 0.174 | -2.659 0.008 | -1.633 0.102 | 0.001 1.000
KONTROL/ TACROLIMUS -2951 0.003 | -3.184 0.001 | -2.969 0.003 | -3.338 0.001
KONTROL/TAC+CUR -1.800 0.072 | -3.013 0.003 | -3.606 <0.001 | -1.975 0.048
CURCUMIN/ TACROLIMUS | -2.803 0.005 | -1.586 0.113 | -1.586 0.113 | -3.162 0.002
CURCUMIN/ TAC+CUR -0.791 0429 | -1.100 0.271 | -2.400 0.016 | -1.826 0.068
TACROLIMUS/ TAC+CUR -2.739  0.006 | -2.739 0.006 | -1.069 0.285 | -2.233 0.026

Tablo 8.Histo- mann whitney u test ve Bonferroni diizeltme testi (p<0.0083)

3.1.4 Mikroskobik Resimler

Sekil 1. Kontrol grubu. Bobrek. Glomerulus ve tubiiliisler (Skor 0). H&E, X200
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Sekil 2. Kontrol grubu. Karaciger. Portal alan ve hepatositler(skor 0). H&E, X400.

Sekil 3. Kontrol grubu. Beyin. Néropil doku ve kan damarlari(skor 0). H&E, X400
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Sekil 4. Kontrol grubu. Kalp. Miyositler ve kan damarlari(skor 0). H&E, X400.

Sekil 5:Curcumin grubu.Bobrek. Tubiil epitellerinde hafif dereceli dejenerasyonlar
(skor 1). H&E, X200.
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Sekil 6. Curcumin grubu. Karaciger. Hepatosilerde hafif dereceli siskinlik(skor 1).
H&E, X200.

Sekil 7.Curcumin Grubu.Beyin. Serebellum, néropil doku ve kan damarlar1. (skor 0).
H&E, X200.
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Sekil 8. Curcumin Grubu. Kalp. Miyositler. (skor 0). H&E, X200.

Sekil 9. Tacrolimus Grubu. Bobrek. Proksimal tubiil epitellerinde dejenerasyon.

('sar1 ok) ile baz1 epitellerde nekroz( turuncu ok).(skor 2). H&E, X400.
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Sekil 10.Tacrolimus Grubu. Karaciger. Hepatositlerde kiigiik damlacikli
vakuoller(sar1 ok)(skor 2). H&E, X400.

Sekil 11. Tacrolimus Grubu. Beyin. Perivaskiiler ddem.(Skor 1). H&E, X400.
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Sekil 12.Tacrolimus Grubu.Kalp. Hiperemi (yesil ok)ve 6dem(sar1 ok). (skor
1).H&E, X400.

Sekil 13.Tacrolimus+Curcumin Grubu. Bobrek. Tubiil epitellerinde sitoplazma
eozinofilik, ¢ekirdek piknotik (sar1 ok)(skor 1).H&E,X200.

33



Sekil 14. Tacrolimus+Curcumin Grubu. Karaciger. Hepatositlerde hafif dereceli bir
siskinlik. (skor 1). H&E, X200.

Sekil 15.Tacrolimus+Curcumin grubu. Beyin. Perivaskiiler 6dem.(skor 1). H&E,
X200.
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Sekil 16.Tacrolimus+Curcumin Grubu. Kalp. Miyositlerde hafif siskinlik (skor 1).
H&E, X200.
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3.2. Biyokimyasal Bulgular:

Ratlardan alinan kan biyokimyasal 6rneklerinden Kreatin, AST, ALT, Albiimin, GGT

ve Total Bilirubine ilgili elde edilen sonuglar tablo 9’da verilmistir.

; ; P TOTAL
ANALIZLER KREATIN AST ALT ALBUMIN | GGT BILIRUBIN
1/ 05 72 64 4,0 2 0,4
21 05 72 60 3,8 2 1,1
KONTROL 3] 0,5 84 52 4,0 2 2,9
4] 04 58 44 3,6 2 04
5/ 04 62 46 34 1 0,5
1/ 05 93 28 3,2 5 0,6
21 05 98 53 3,8 1 0,9
. 3|05 70 45 35 3 04
TAKROLIMUS 7104 8 |45 |35 1 05
5/ 05 78 78 33 2 04
6| 0,5 108 63 35 2 0,9
1| 04 86 89 31 2 0,6
2| 0,4 54 52 3,4 2 0,6
CURCUMIN 3103 62 61 3,2 3 0,5
4] 03 55 55 3,0 1 0,5
5| 0,4 57 50 31 2 0,5
1]/ 0,6 74 38 33 2 0,4
2| 05 68 59 35 2 0,6
3|05 89 66 3,2 3 0,2
TAKROLIMUS + 4] 0,5 65 41 3,6 2 0,5
CURCUMIN 5/ 0,5 71 35 3,7 1 0,9
6| 0,5 70 25 3,0 5 0,5
7105 63 50 35 1 0,6
8] 0,8 65 48 3,5 0 0,7
NORMAL 10.00- | 10.00- 1.00-
DEGERLER 0.800-1.800 80.00 80.00 2.10-3.90 10.00 0.100-0.600

Tablo 9. Deneklerin her birinin kan kreatin, AST, ALT, Albiimin, GGT ve Total

Biliiribin diizeyleri.

3.2.1. Biyokimyasal analiz:

Biyokimyasal analiz sonucu elde edilen kreatin, albiimin, total billirubin
diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirllmasinda verilerin normal dagilmadigi gozlendi
(Kolmogorov-Smirnov test, p<0.05). Buna karsilik kreatin, albiimin ve GGT
degerlerinin homojen dagilmadig: tespit edildi (Levene’s test, p<0.05). Bu nedenlerle
tim bu degiskenlerin gruplar arasi istatistiksel anlamlilik karsilastirmalarinda Kruskal
Wallis testi kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi. Gruplarin ikili
karsilastirmalarinda Mann Whitney U testi ve Bonferroni diizeltme testi kullanild1 ve
p<0.0083 degeri anlaml1 olarak kabul edildi.
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3.2.2. Biyokimyasal analiz istatistik sonuclari:

Biyokimyasal analizler sonrasi elde edilen kreatin, ALT, albiimin, GGT, total
billirubin diizeyleri asagida tablo halinde (Tablo 10 ) ve kreatin, ALT, albiimin, GGT
ve total bilirubin degerlerinin gruplar aras1 dagilimi grafik halinde verilmistir( Grafik
5,6,7,8ve9)

Degisken  Grup N Minimum Maksimum Medyan SD
KRE KONTROL 6 0.00 5.00 4.50 1.94
CURCUMIN 5 0.00 4.00 4.00 1.73
TACROLIMUS 7 4.00 5.00 5.00 0.38
TAC+CUR 8 5.00 6.00 5.00 0.35
ALT KONTROL 6 0.00 64.00 49.00 23.06
CURCUMIN 5 0.00 89.00 61.00 32.75
TACROLIMUS 7 28.00 78.00 45.00 16.42
TAC+CUR 8 25.00 66.00 44.50 13.29
ALB KONTROL 6 0.00 40.00 37.00 15.53
CURCUMIN 5 0.00 34.00 32.00 14.46
TACROLIMUS 7 32.00 38.00 35.00 1.90
TAC+CUR 8 30.00 37.00 35.00 2.30
GGT KONTROL 6 0.00 2.00 2.00 0.84
CURCUMIN 5 0.00 3.00 2.00 1.10
TACROLIMUS 7 1.00 5.00 2.00 1.46
TAC+CUR 8 0.00 5.00 2.00 151
TBIL KONTROL 6 0.00 5.00 2.00 2.04
CURCUMIN 5 0.00 7.00 6.00 2.77
TACROLIMUS 7 4.00 9.00 6.00 2.12
TAC+CUR 8 2.00 9.00 5.50 2.07

Tablo 10: biyokimya-tanimlayici

Grafik 5. Gruplar aras1 Kreatin degerlerinin dagilimi.
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ALT (UIL)

Grafik 6. Gruplar aras1 ALT degerlerinin dagilimi.
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Grafik 7. Gruplar aras1 Albiimin degerlerinin dagilimu.
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GGT (UIN)

TOTAL BILIRUBIN (mgidI)

Grafik 8. Gruplar arast GGT degerlerinin dagilimi.
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Grafik 9. Gruplar aras1 Total Bilirubin degerlerinin dagilimu.
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Biyokimyasal analiz sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildiginda tiim

gruplar arasinda kreatin(X?=14.881, p=0.002) ve total bilirubin (X?=7.888, p=0.048)

diizeyleri agisindan istatistiksel anlamli farklilik tespit edildi (Tablo 11).

Degisken X2 Df P

KRETIN 14.881 3 0.002
ALT 1.735 3 0.629
ALBUMIN 7.088 3 0.069
GGT 0.457 3 0.928
TOTAL BILIRUBIN 7.888 3 0.048

Tablo 11. biyokimya-kruskall wallis test

Gruplar arasi ikili karsilastirmada kreatinin diizeylerinin CURCUMIN/
TACROLIMUS (Z=-2.831, p=0.005) ve CURCUMIN/ TAC+CUR(Z=-3.204,
p=0.001) gruplar1 arasinda farkli oldugu go6zlenmistir(Tablo 12). Ancak total

bilirubin diizeylerinin gruplar arasinda farkli olmadigi saptanmustir.

Kreatinin TBilirubin

Gruplar z p VA p

KONTROL/ CURCUMIN -1.4 0.146 -1.654 0.098
KONTROL/ TACROLIMUS -1.407 0.159 -2.524 0.012
KONTROL/TACCUR -2.187 0.029 -2.404 0.016
CURCUMIN/ TACROLIMUS -2.831 0.005 -0.332 0.740
CURCUMIN/ TACCUR -3.204 0.001 -0.075 0.940
TACROLIMUS/ TACCUR -1.369 0.171 -0.354 0.723

Tablo 12. bio- mann whitney u test ve Bonferroni diizeltme testi (p<0.0083)
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4. TARTISMA ve SONUC

Calismada  kullanilan  ratlarn canli  agirliklarindaki  degisimler
degerlendirildiginde kontrol grubu ratlarda goriilen %19,5’lik artig, ¢alisma boyunca
ratlarin uygun bir rasyonla beslendiginin ifadesidir. Buna karsin takrolimus
grubundaki %3,9’luk kilo kaybi da tacrolimusun toksik etkisinin olustugunun bir
gostergesidir. TAC+CUR grubundaki %#4,1°1ik kilo artis1 ise curcuminin tacrolimusun
toksik etkisini azalttigi olarak yorumlanmistir. Curcumin grubundaki canli agirlik
artist ise kontrol grubundan diisiik ¢cikmasi ilk bakista beklentileri karsilamamaktadir.
Fakat curcumin uygulamasinin her giin gavaj yoluyla yapilmis olmasinin ratlarda
Oonemli bir strese sebep olarak beklenen kilo artisinin gergeklesmemesine neden

oldugu kanisina varilmstir.

Ratlarin nekropsilerinde makroskobik lezyon olarak sadece curcumin grubu bir
ratin akcigerlerinde 4-5 mm c¢apinda makroskobik apse olusumu disinda baska bir
lezyonun  goériilmemis  olmast  dokularda  lezyona  neden  olabilecek
maddenin(tacrolimus) 14 giin gibi kisa bir siire verilmis olmasina yani ¢alismanin kisa

stireli olmasina ilgilidir.

Histopatolojik  sonuglar  degerlendirildiginde  kontrol grubu ratlarda
histopatolojik bir lezyon belirlenememesi c¢alismada lezyon olusumuna neden

olabilecek sekonder bir etkenin rol oynamadigini ifade etmektedir.

Calisma ozellikle tacrolimusun nefrotoksisitesi {iizerine yapilmis olmasi
nedeniyle bobrekle ilgili sonuclar, degerlendirmeler daha 6ne ¢ikmaktadir. Bobregin
histopatolojik bulgular1 skorlar {izerinden degerlendirildiginde takrolimus grubu
ratlarda proksimal tubiil epitellerinde dejenerasyon ve nekroz ile dokiilmelerin
belirgin oldugu dikkati ¢ekmektedir. Buna karsin TAC+CUR grubu ratlarda ise
epitellerde nekrozlarin olugsmadigi, sadece sinirlt diizeyde epitel dejenerasyonlarini
gelistigi dikkati ¢cekmektedir. Bu durum da curcuminin tacrolimusun nefrotoksik
etkisini azalttigina bir isarettir. Yalniz daha uzun siireli ¢aligmalarla bu etkinin daha
belirgin olarak ortaya konulmasma da ihtiya¢c vardir. Bobreklerin histopatolojik
bulgularina ilgili istatistiki analiz sonuglarida [(KONTROL/TACROLIMUS (Z=-
2.951, p=0.003), CURCUMIN/TACROLIMUS (Z=-2.803, p=0.005) ve
TACROLIMUS / TAC+CUR (Z=-2.739, p=0.006)] bu degerlendirmeleri

41



desteklemektedir. Bu bulgular Reddy (1992) ve Cohly (1998)’nin curcuminin bobrek
tubiil epitellerini oksidatif strese karsi lipit peroksidasyonu, lipit degredasyonu ve

sitolizi 6nleyici 6zellikleri sayesinde korudugu goriisii ile de uyumludur.

Karacigere ilgili histopatolojik bulgular degerlendirildiginde tacrolimus grubu
ratlarin hepatositlerinde akut hiicre siskinliginden damlali vakuol olusuna kadar varan
dejenerasyonlar belirlenmis olmasi(skor 2) tacrolimusun hepatositler i¢in de toksik
etkili oldugunun bir belirtisidir. Buna karsin TAC+CUR gurubu ratlarin
hepatositlerindeki dejenerasyonlarin daha hafif diizeyde( skor 1) olmasi da curcuminin
takrolimusun toksik etkisini azalttigina isaret etmektedir. Bu degerlendirmeleri
istatistiki analiz sonuglar1 da [ (KONTROL/TACROLIMUS (Z=-3.184, p=0.001),
KONTROL/ TACCUR (Z=-3.013, p=0.003) ve TACROLIMUS / TAC+CUR (Z=-
2.739, p=0.006)] desteklemektedir. Ayrica Somanawat K. ve ark. (2013)’nin
parasetamole ilgili hepatositlerde olusan nekrotik degisiklikleri curcuminin azaltigi
veya kismen onledigi verileri de bu ¢alismada elde edilen sonuglarla uyumludur. Yine
Giil¢icek(2008) tarafindan bildirilen sarilik olusturulan siganlarda yaptiklari ¢calismada
sariliga ilgili karacigerde olusan fibrozisi ve oksidatif hasar1 curcuminin anlamli olarak
azaldigr goriisii de bu calismada da oldugu gibi curcuminin karaciger iizerinde

koruyucu etkisine isaret etmektedir.

Tacrolimus grubu ratlarin beyinlerinin histopatolojik incelemelerinde 6demin
belirgin olarak goriilmesi ve bazi noronlarda kromatoliz gelisimleri takrolimusun
norotoksik etkisinin de 6nemli olduguna isaret etmektedir. Daha 6nceki ¢aligmalarda
da tacrolimusun norotoksik etkili oldugu vurgulanmigtir(Mayer 1997, Pirsch 1997,
Gummert 1999). Weir ve Fink (1999) takrolimus uygulamalarinda %8-20 oraninda
tremor, bas agrisi, uykusuzluk daha nadiren afazi, konfiizyon ve psikoz bi¢iminde
klinik belirtilere goriildiigiinii de kaydetmislerdir. Histopatolojik inecelemelerde
tacrolimus grubunda gozlenen 6demin TAC+CUR grubunda daha hafif diizeyde
gozlenmis olmasi curcuminin sinir sistemi {izerinde koruyucu etkisini ifade
etmektedir. Bu bulgular da Belviranli ve ark. (2013) curcumin takviyesinin beyin
dokusunda lipit peroksidasyonu azaltarak koruyucu etki olusturdugu verilerini

destekler 6zelliktedir.

Kalple ilgili bulgular incelendiginde ise bu organlar arasinda kalbin daha az

etkilendigi anlagilmaktadir. Beyin ve kalbe ilgili histopatolojik bulgularin istatistiksel
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analizlerinden de tacrolimusun her iki organ i¢in de daha diisiikk diizeyde de olsa

toksik etkili oldugu anlasilmaktadir.

Biyokimyasal verilerin istatistiksel analizinde degerlerin normal ve homojen
dagilmadigi gozlenmis ve bu nedenle gruplar arasi ikili karsilastirmada sadece
kreatinin diizeylerinin CURCUMIN/ TACROLIMUS (Z=-2.831, p=0.005) ve
CURCUMIN/ TAC+CUR (Z=-3.204, p=0.001) gruplar arasinda farkli oldugu tespit

edilmistir.

Biyokimyasal degerler incelendiginde biitiin biyokimyasal degerler genelde
normal sinirlar iginde kaldigi dikkati ¢ekmektedir. Bu durumun calismanin 2 hafta
gibi kisa siireli olmasina ilgili tacrolimusun neden oldugu degisikliklerin baslangi¢
asamasinda olmasina yorumlanabilir. Histopatolojik degerlendirmelerde de sadece
parankim hiicrelerinde dejenerasyon ve sinirli alanlardaki nekrozlarin olmasi, bag
doku hiicrelerinin hi¢ goriilmemis olmasi olaylarin baglangi¢c asamasinda oldugunun

gostergesidir.

Sonu¢ olarak ratlarda tacrolimus ile olusturulan toksik etkilere karsi
curcuminin bdbreklerde koruyucu ve onarici bir etkiye sahip oldugu anlasilmistir.
Ayrica curcuminin koruyucu etkisi karaciger, beyin ve kalp dokularinda da
belirlenmistir. Bu etkilerin daha net histopatolojik bulgularla desteklenmesi i¢in daha

uzun stireli uzun stireli caligmalar yapilmasinin yararli olacagi kanisina varilmstir.
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