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1. GIRIS ve AMAC

Bobrekler viicudumuzda hayati 6neme sahip bir¢ok gorevi yerine getirirler. Su ve elektrolit
dengesini saglayarak osmoregiilasyonda, asit-baz dengesinin diizenlenmesinde, salgiladiklari
renin ile kan basincinin ayarlanmasinda, viicudun eritropoetin ile eritrosit yapiminin
diizenlenmesinde, D3 vitamininin aktif hale dontistiiriilmesinde, metabolizma atik {iriinlerinin,
ila¢ ve toksinlerin viicuttan atilmasini saglamada bobreklerin 6nemli rolleri vardir (1, 2).

Giliniimilizde kanser vakalarinin artisindan dolay1r kemoterap6tik ajanlar daha fazla oranda
kullanilmaktadir. Metotreksat (MTX) da bir antimetabolik ajan olarak hiicre siklusunun
cogalma fazinda hiicrelere etki ederek mitozu engellemektedir. Bu 0zelliginden dolay1
cogalma fraksiyonu yiiksek olan santral sinir sistemi tiimdrlerinde, osteosarkomda, ¢ocukluk
cagl losemisinde, bircok lenfomada tedavi amacghi kullanilmaktadir. Bunun yaninda
antiinflamatuar etkilerinden dolay1 diisiik dozda bir¢ok inflamatuar hastalikta da (psdriyazis,
sarkoidoz, dermatomiyozit, romatoid artrit) kullanilmaktadir (3, 4).

Metotreksatin sitotoksik etkisi yalnizca malign hiicreler iizerine degildir; ayni zamanda
hizli yenilenen gastrointestinal sistem mukozasi ve hematopoetik sistem iizerinde de yan
etkileri vardir. Bu tarz ilaglarin terapotik amaclh kullanilmalar: hayati organlara olan toksik
etkilerini de beraberinde getirmektedir. Metotreksat karacigerde metabolize oldugundan ve
metabolitleri de bobrek yoluyla atildigindan dolay1 karaciger ve bobrek gibi organlarda ciddi
hasarlara neden olabilmektedir. Bobrekte metotreksat metabolitleri bobrek tiibiillerine ¢okerek
tiibtiler atrofi - nekroza ve bobrek fonksiyon testlerinde bozukluklara neden olabilmektedir (5,
6).

Metotreksat bir folat antagonisti gibi davranarak piirin ve pirimidin sentezini engeller.
Dolayisiyla hiicrede hayati 6nemi olan DNA ve ATP sentezini ve bir¢ok reaksiyonu inhibe
etmesi sebebiyle hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin (SOR) artisina neden olmaktadir.

Metotreksat viicutta oksidan-antioksidan hasarin, oksidan maddeler lehine bozularak



hiicrelerin zarar gérmesine neden olur (7, 8). Bu yan etkilerinden korunmak amaciyla
I6koverin kurtarma tedavisi ve folik asit desteginden yararlanilmaktadir (9).

Flavonoidler bitkisel kaynakli polifenolik bilesiklerdir. in vitro ¢aligmalarda antioksidan ve
serbest radikal yakalama oOzellikleri dikkatlerin flavonoidler iizerinde toplanmasina neden
olmustur (10). Bir¢ok meyve ve sebzede bulunan flavonoidlerin flavonol grubundan olan
kuersetinin ¢esitli mekanizmalarla oksidan hasar1 engelledigi, hiicre oliimiinii azalttigi ve
hiicreyi lipid peroksidasyonundan korudugu gosterilmistir (11, 12). Ayn1 zamanda antialerjik,
antiinflamatuar, antihipertansif ve antiproliferatif etkileri de bulunmaktadir (13).

Bu c¢aligmada metotreksatin terapotik amagli kullanimindan kaynaklanan nefrotoksik
etkilere karsi antioksidan ajan olarak bilinen Kkuersetinin etkinligi histopatolojik ve
biyokimyasal olarak incelendi. Bu ¢alismadan elde edilecek sonuglarla, bobrek hasari lizerine
kuersetinin olas1 yararli etkilerinin bobrekle ilgili klinik ¢alismalara 1s1k tutabilecegi

diisiincesindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Bobrek Anatomisi

2.1. 1. Bobregin yerlesimi, sekil ve bityiikliigii

Bobrekler karin arka duvarinda, columna vertebralisin her iki yaninda 12. torakal ile 3.
lumbar vertebralar arasindaki seviyede, retroperitoneal olarak sagda ve solda yerlesen fasulye
seklindeki organlardir. Karin boglugunun sag iist kisminda karaciger bulunmasi nedeniyle sag
bobrek genellikle sol bobrekten biraz asagida bulunur. Bir insanda bobrekler kirmizi-
kahverengi renkte ve yaklasik 10 cm uzunlugunda, 5 cm genisliginde, 2.5 cm kalinligindadir.
Bobregin agirhigi eriskin erkeklerde 125-170 gr iken kadimlarda 115-155 gr kadardir. Iki
bobregin agirhigi viicut agirliginin yaklasik 1/240°1 kadardir.

Bobrekler yukaridan diyafragma ile komsudurlar. Diyafragma, bdobrekleri plevral
bosluktan ve 12. kostadan ayirir. Sag bobregin 6n yiizii; surrrenal bez, karacigerin sag lobu,
colon ascendens, fleksura coli dekstra, duodenumun ikinci parcasi (pars descendens) ve
jejunum kivrimlari ile komsudur. Sol bobregin 6n yiizii; surrenal bez, dalak, mide, pankreasin
govdesi, splenik damarlar, fleksura coli sinistra, kolon descendensin baslangict ve jejunum
kivrimlar ile komsuluk yapar. Bobreklerin iist-i¢ yiizleri surrenal bez ile komsudur. Her
bobregin anterior ve posterior yiizli, superior ve inferior ucu, medial ve lateral kenari
bulunmaktadir. Lateral kenar1 digbiikey, medial kenari ise i¢cbiikeydir. Her bobregin konkav
olan medial kenarindaki vertikal yariga hilum renale adi verilir. Burada pelvis renalis ve siniis
renalis yer alir. Hilum renale bobregin i¢inde siniis renalis denilen bosluga agilir. Arteria
renalis, hilum renaleden siniis renalise girer ve vena renalis ile pelvis renalis ¢ikar. Hilumdaki
yapilar onden arkaya dogru ven-arter-pelvis renalis olarak siralanirlar. Siniis renalis ise pelvis

renalis, kaliksler, damarlar, sinirler ve bir miktar da yag dokusundan olugmaktadir (14).



2. 1. 2. Bobregi distan saran yapilar

Her bobrek lic bag dokusu ortiisiine sahiptir. Bu ortiiler igten disa dogru capsula fibrosa,
capsula adiposa ve fascia renalistir.

Capsula Fibrosa (Renal kapsiil): Bobregi saran, ince fakat saglam fibréz bir kiliftir.
Kollajen liflerden olustugundan oldukga saglamdir. Bu sebeple genisleme kabiliyeti azdir.
Fakat bobrege tamamen yapismadigindan bobrekten kolayca ayrilabilir. Bobrek hilusuna
geldiginde iki yapraga ayrilarak, bu yapraklardan birisi bobrek hilusunda bulunan yapilarin
lizerine gegerek, onlarin adventisyasi olarak devam eder. Diger yaprak ise hilum renaleden
iceri girer ve papillalar harig siniis renalisin i¢ yiiziinii doser.

Capsula Adiposa (Perirenal yag tabakasi): Fibroz kapsiilii distan saran bir yag tabakasidir.
Bobregi darbelere karst korur. Bu yag tabakasi bobrek hilusundan gegerek siniis renalise girer
ve buradaki yapilarin arasini doldurur.

Fascia Renalis (Gerota fasyasi, perirenal fasya): Adipoz kapsiilin disindadir. Karin
duvarindaki ekstraperitoneal yag dokusunun yogunlagmasi ile olustugu kabul edilir. Renal

fasya ve adipoz kapsiil bobregi adrenal bezle beraber sarmistir (15, 16).

2. 1. 3. Bobreklerin yapisi

Bobrege frontal bir kesi yapildiginda igten disa dogru 3 farkli bolgeye ayrilir: pelvis renalis,
medulla renalis, korteks renalis (Sekil 1).

Pelvis Renalis: Tepesi hilum renaleden ¢ikmis iiretere uzanan ve goévdesi siniis renalise
oturmus kas ve zardan yapilmis huni seklindeki béliimdiir. Ustten siniis renalise oradan da
major ve mindr kaliksler seklinde bobrek dokusu i¢ine dogru uzanmaktadir.

Medulla Renalis: Medulla en igteki siniis renalisten kortekse kadar uzanan bolimdiir.
Malpighi piramitleri denilen 8-10 adet koni seklindeki yapilardan olusur. Bunlarin basis
pyramidis denilen taban kisimlar1 bobregin dis yiiziine otururken, papilla renalis denilen tepe
kisimlari ise siniis renalise dogru uzanir. Renal piramitler birbirine degmeyecek sekilde siniis
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renalisin etrafinda siralanirlar. Bunlarin aralarinda columna renalis (Bertini siitunlari) denilen
korteks uzantilar1 bulunur. Igte renal piramitler ve distan onu saran korteks boliimiine bir
bobrek lobu veya lobus renalis adi verilir. Renal piramitlerin taban kisimlarindan kortekse
dogru gonderdigi parmaksi uzantilara pars radiata (Stria medullaris = Ferrein uzantilar1) denir.

Korteks Renalis: Bobrek kitlesinin 1/3’iinii kapsayan kisimdir. Bobrek kapsiilii ile renal
piramitlerin arasindaki boliimdiir. Iki kisimdan olusmaktadir. Ik kismi1 bobregi kabuk gibi
saran capsula fibrosa ile renal piramitlerin taban kisimlar1 arasinda bulunur. ikinci kismi ise
bobrek piramitleri arasinda bulunur ve siniis renalise kadar uzanir (Bertini siitunlari).
Medullanin kortekse gonderdigi medullar uzantilar olan pars radiatalarin arasinda kalan
korteks kismina ise pars convulata denir. Corpusculum renale (Malpighi cisimcikleri) denilen

ve kandan idrari siizen yapilar burada bulunur (15, 16).

RENAL PIRAMIT / -

RENAL PAPILLA ( T~RENAL PELVis
RENAL KAPSUL —
URETER
MEDULLA
KORTEKS

Sekil 1: Bobregin yapisi (17).
2. 1. 4. Bobreklerin damarlari ve sinirleri
Bobregin temel gorevi; inen aortadan dallanarak bobrek arterlerinden gelen kani siizmektir.

Viicutta dolasan kanin 1/5°i bobreklere gitmektedir. Gelen kanin % 90’1 bobrek korteksine %

10°u da medullaya gider.



Bobrekler her dakikada (dk) 1.2 litre kani siizerek atik maddelerden arindirirlar. Bu da
viicuttaki tim kanin her 5 dakikada bir bobreklerden siiziilmesi demektir. Bobreklerden
stiziilen kanm % 99’u geri emilirken % 1’1 ise idrar olarak digar1 atilir. Bobrekler 1. ve 2.
lumbar vertebralar seviyesinde aorta abdominalisten sagli ve sollu ayrilan renal arterler
tarafindan beslenirler. Renal arterler bobrege oksijenlenmis kani getirirler. Bobregin
pozisyonundan dolay1r soldaki renal arter sagdakinden daha yukarida bulunur. Renal arterler,
renal siitunlar i¢inden piramitlerin kenarlari boyunca ilerleyerek medullayr gegen bir¢ok
loblararasi arterlere (interlobar arter) dallanir (18) (Sekil 3).

Korteks-medulla kavsaginda interlobar arterler arkuat arterleri olusturmak i¢in bir¢cok dal
verirler ve dikey olan yollarii yatay yonde degistirerek korteks-medulla sinirinda seyrederler.
Arkuat arterlerden c¢ikan dikey dallar olan interlobiiler arterler kortekse girer. interlobiiler
arterler dis kortekse dogru yiikselirken afferent arteriolleri olusturmak tiizere birgok kez
dallanirlar. Afferent arteriol iki tabakali Bowman kapsiilii ile ¢evrelenen glomeriiler kapiller
agmi olusturur. Kan buradaki kapillerlerden gegerek efferent arteriollere aktarilir. Bu iKi
arteriol tarafindan olusturulan kapiller yumaga glomeriil adi verilir. Renal korpiiskiiliin
yerlesimine gore efferent arteriyoller iki farkli kapiller ag olusturur.

1. Yiizeyel tiibiillerin korteksteki par¢alarini ¢evreleyen peritiibiiler kapiller ag. Peritiibiiler
kapiller ag proksimal ve distal tiibiilleri besler ve diisiik molekiil agirlikli maddeleri ve
iyonlar1 dolasim sistemine tasir. Stellat vene, sonra da interlobiiler vene bosalirlar.

2. Korteks - medulla kavsagina yakin olan efferent arteriyollerin ¢ok sayida dallanmasi ile
sekillenen vasa rekta. Jukstamediiller nefronlarla iligkili olan efferent arteriollerin olusturdugu
ince, uzun kapiller damarlardir. Medullada diiz bir yol izler ve sonra yeniden kortikomediiller
smnira dogru geriye kivrilirlar. Glomeriilden siiziilen kani tasiyan bu damarlar medullanin
beslenmesini saglar. Kangal bigimindeki yapilari sebebiyle bu damarlar Henle kulpunun ince

kisimlariin interstisyumda olusturdugu yiiksek osmotik gradiyentin uzaga tasinmasini



engellerler. Vasa rektalar, dnce interlobiiler venlere ordanda arkuat venlere dokiiliirler. Arkuat
venlerde interlobar venlere doniisiir. Interlobar venler de renal veni olusturmak iizere

birlesirler ve kan buradan bobregi terk eder (18). Damarlarin seyri Sekil 2°de gosterilmistir.

Renal ___ Segmental __ Lober __ Interlober __ Arkuat ___ interlobiler __ Afferent

Aot = tae —> e o E ™ S s~ i g
Glomeru!
(Kapillerler)

Pl

Vena Renal Interlober Arkuat Interlobaler ke "ﬁmfum Efferent ‘

kava - ven ¢ ven @ o ven apilerler g arteriol

inferior ve Vaza rekta

Sekil 2: Bobrekteki damarlarin seyri (19).

INTERLOBAR ARKUAT [ <—| INTERLOBULER (¢
VEN VEN VEN

Sekil 3: Bobrek kan akimi (20).

Bobregin lenfatikleri: Lenf damarlart 3 pleksustan olusur. Bunlardan birincisi renal

tiibtillerin ¢evresinde, ikincisi renal fasyanin altinda tiglinclisii de corpus adiposum



pararenalede bulunur. Bu pleksuslar hilum renaleden ¢ikarken birlesirler ve renal veni takip
ederek aortanin yan tarafindaki nodi lymphatici lumbalese (aortici laterales) drene olurlar
(18).

Bobregin sinirleri: Sempatik lifler nervus splanchnicus minor, nervus splanchnicus imus ve
truncus sympathicusun lumbal béliimiinden, parasempatik lifleri ise nervus vagustan gelir. Bu
lifler 6nce pleksus coeliacus, daha sonra renal arter etrafindaki pleksus renalis araciligiyla
bobrege gelir. Pleksus renalisten ¢ikan sinir lifleri bobregin parankimi igerisine girer ve
nefronlara kadar giderler (18).

2. 2. Bobrek Histolojisi

2. 2. 1. Bobreklerin yapisi

Bosaltim sistemi; iki bobrek, iki iireter, bir idrar kesesi ve bir iiretradan olusur. Her bobrek
dista korteks (kabuk) ve igte medullaya sahiptir. Korteks i¢ ve dis bolgelere ayrilir. Medulla
ise 10-18 adet piramidal sekilli yapilar olan mediiller piramitlerden olusur.

Metanefrik blastemdeki primitif loblarin kaynasma boélgelerinden arta kalan yapilar olan
bobrek stitunlart (Bertini), bir bobrek lobunun siirlarini olusturur. Her bobrek lobunun tepesi,
bir minor kaliksle ¢evrelenen bir papillada sonlanir. Her minor kaliks bir papilladan gelen
idrar1 toplar. Minoér kaliksler major kaliksleri, ardindan da pelvisi olusturmak tizere birlesirler
1,2, 22).

2.2. 2. Nefron

Nefron, bobregin yapisal ve fonksiyonel birimidir. Her bobrek 1-4 milyon arasinda nefron
icerir. Nefronlar; renal cisimcik olarak adlandirilan genisleyen bir bdliimden, proksimal
kivrimli ve proksimal diiz tiibiil, Henle kulpu ince ve kalin kismu, distal diiz ve distal kivrimli
tiibiil olarak 5 kisimdan olusmaktadir.

Renal cisimcik (korpiiskiil) (Malpighi cisimcigi): Yaklagik 200 mikron ¢apindaki yuvarlak

yapilardir. Nefronun baslangic kismi olan renal korpiiskiiller plazmanin filtrasyonundan asil



sorumlu olan yapilardir. Renal korpiiskiiller, kapiller damarlarin kivrilip biikiilerek
olusturdugu yumak seklindeki yapt olan glomeriil ve glomeriili saran ¢ift tabakali bir
membran olan Bowman kapsiiliinden olusur. Kapsiiliin i¢ tabakasi (visseral tabaka)
glomertiliin kapillerlerini orter. Dis tabaka bobrek cisimciginin en dig sinirini1 olusturarak
paryetal tabaka adii alir. Paryetal tabaka ince bir retikiiler lif tabakasi ve bazal lamina ile
desteklenen tek katli yassi epitelden olusur. Paryetal tabaka ile visseral tabaka arasinda kalan
mesafeye Bowman mesafesi (idrar boslugu) denir. Glomeriil kapillerine kan afferent arteriol
ile gelir ve efferent arteriol ile drene olur. Afferent arteriol, bobrek cisimcigine girdikten sonra
genellikle herbiri kapillerlere doniisen ve glomeriilii saran 2-5 dala ayrilir. Her renal
korpiiskiilde afferent arteriollerin glomeriile girdigi ve efferent arteriollerin glomeriilii
terkettigi bir damar kutbu ve proksimal tiibiillere agilan bir idrar kutbu bulunur. Bowman
mesafesi idrar kutbunda proksimal tiibiiliin liimeni ile devamlilik gdsterir. Paryetal tabakanin
epiteli idrar kutbunda proksimal tiibiil i¢in tipik olan tek katli kiibik veya prizmatik epitele
dontisiir.

Glomeriil ti¢ bilesenden olusur:

1. Pencereli endotel hiicreleriyle dosenen glomeriiler kapillerler,

2. Mezengiyal matrikse gomiilii mezengiyal hiicrelerce olusturulan mezengiyum,

3. Bowman kapsiiliiniin visseral tabakasini olusturan podositler.

Glomeriilii saran visseral yapraktaki hiicreler yildiz seklinde uzanirlar. Bu hiicrelere
podosit denir. Podositlerin hiicre govdeleri ile bazal membran arasinda dar bir aralik vardir.
Podositlerin hiicre govdesinden ¢ikan primer uzantilar dallanarak pedisel ad1 verilen sekonder
uzantilart olustururlar. Pediseller komsu hiicrelerin pedisellerinin aralarina sokulur.
Ayakeiklar arasinda kalan mesafe filtrasyon yarigi olarak adlandirilir. Bu alan kan kaynakl

ultrafiltratin Bowman mesafesine ge¢cmesine izin verir. Filtrasyon yarigimin gecirgenligini



kontrol eden bir faktor de burada bulunan ince bir membrandir. Podositlerin sitoplazmalarinda
bunlarin kasilabilmesini saglayan aktin mikrofilamanlarindan olugsan demetler bulunur.

Renal korpiiskiillerin korteks igindeki yerlesim yerlerine gore cesitli nefron tipleri
tanimlanmistir. Renal korpiiskiilleri korteksin dis boliimiinde yer alan nefronlara kortikal
nefronlar denir. Medullar piramitler arasinda yer alanlara ise jukstaglomeriiler nefron denir.
Korteksin ortalarinda yer alanlara ise intermediyer veya midkortikal nefron adi verilir.
Nefronun tiibiiler bolimleri farkli isimlerle nitelendirilir:

Proksimal kivrimli tiibiil: Idrar kutbundan baslar ve kivrimli olarak seyreder. Medullaya
girdiginde diiz bir seyir kazanip proksimal diiz tiibiile doniisiir.

Proksimal diiz par¢a: Medullaya dogru inen bu parga ayn1 zamanda Henle kulpunun inen
kalin pargasini olusturur.

Ince inen parca: Proksimal diiz tiibiiliin medulladaki devanmidir. Burada kivrilarak kortekse
dogru doner.

Ince ¢ikan parga: Ince parganin kortekse dogru ¢ikan béliimiidiir.

Distal diiz tiibiil: Bu boliim Henle kulpunun ¢ikan kalin pargasimi olusturur. Medullada
biraz yol aldiktan sonra medulla 1sinlariin oldugu bolgede kortekse girer. Medulla 1sinlarin
terk ettikten sonra renal korpiiskiiliin vaskiiler kutbu ile temas kurar. Burada glomertiliin
afferent arterioliine yakin konumda bulunan tiibiiliin epitel hiicreleri yogunlasir ve boylari
uzar. Boylece 6zel bir yap1 olan makula densa olusur.

Distal kivrimlr tiibiil: Korpiiskiil bolgesini terk eden tiibiil kivrimli bir hal alarak bu pargay1
olusturur. Bu parca ya bir baglayici tiibiil araciligiyla veya toplayici tiibiilii takiben toplayici
kanala agilir.

Toplayict kanal medulla 1sinlarinda yer alir. Renal tiibiil (liriner tiibiil) kavrami nefrona
ilaveten toplayici sistemi de (toplama tiibiilleri ve toplama kanallar1 ) kapsar. Tek katli bir

epitel ile doseli olan renal tiibiiliin baslica fonksiyonu glomeriiler filtrattan suyun, inorganik
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iyonlarin ve diger maddelerin reabsorbsiyonudur. Buna ilaveten bazi inorganik iyonlarin

kandan tiibiil limenine salgilanmasidir (1, 2, 21).

S

Topiayics
kanal

Sekil 4: Nefronun Boliimleri (22).

2. 2. 3. Glomeriil ve kanin siiziilmesi
Filtrasyonun olusmasinda gorevli yapilar:

Glomeriiler kapiller endoteli: Glomeriiler kapillerler, diyaframsiz pencereli endotel
tipindedir. Endotel hiicrelerinde ¢ok sayida genis araliklar bulunur.

Glomeriiler bazal membran: Glomeriiler kapiller endotel hiicreleriyle bunlarin dis ylizeyini
orten podositler arasindaki 100 nm = 0. 1 mikron kalinliginda kalin bir bazal laminadir. Bu
bazal lamina kapiller ve podositlere ait bazal laminanin kaynagsmasindan meydana gelmistir.
Yapisal olarak tip 4 kollajen, siyaloglikoprotein, laminin, fibronektin gibi glikoproteinlerden,
heparan siilfat gibi glikozaminoglikanlardan zengindir. Kan ile idrar boslugu arasinda bir
filtrasyon engeli olusturur. Elektron mikroskopunda ortada elektron yogun tabaka (lamina
densa), her iki yanda daha az yogun elektron gegirgen tabaka (lamina rara - lusida) bulunur.
Lamina densa ise tip 4 kollajenden zengindir. Bu 6zelliginden dolay1 fiziksel bariyer 6zelligi

gosterirken, Kapiller endoteline bitisik lamina rara interna tabakasi ile Bowman kapsiiliiniin
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visseral hiicrelerine komsu lamina rara eksterna tabakasi, polianyonik bir molekiil olan
heparan siilfat icererek negatif yiiklii molekiillerin gecisini engelleyen bir elektriksel bariyer
olusturur. Fiziksel bariyer nedeniyle 10 nm’den daha biiylik partikiiller, elektriksel engel
nedeniyle de 6 nm’den daha biiyiikk partikiiller bazal laminadan gegcemez. Bu sebeple
albiiminden (6nm) biiylik proteinler genel olarak bu bariyeri gegemezler. Glomeriiler bazal
membranin morfolojik veya fonksiyonel olarak degisiklige ugramasina neden olan
patolojilerde bu bariyerin hasarlanmasiyla proteiniiri goriilebilir.

Bowman kapsiiliiniin visseral yapragi: Bowman kapsiiliiniin paryetal yaprag: tek katli yassi
hiicrelerden olusurken, visseral yapragin hiicreleri olduk¢a 6zel hiicrelerdir. Podosit olarak
isimlendirilen bu hiicreler glomertiler kapillerleri saran uzantilar gonderirler. Filtrasyon yarigi

kan kaynakl1 ultrafiltratin Bowman mesafesine gegmesine izin verir.

Bazal lamina Endotel

Endotel Bazal

Suzilme
yangi
Birincil
uzanti
ikincil
uzanti
(pedisel)

Birincil—

uzanti

Podosit
gbvdesi

ikincil
uzanti
(pedisel)

Sekil 5: Glomeriiler kapiller membran (21).

Glomeriiler siizme bariyerinin bilesenlerine ek olarak, plazma ultrafiltratindaki
molekiillerin gecisini kontrol eden diger sinirlayici faktorler ise ebat ve elektrik yiikiidiir.

Ornegin, 3.5 nm’den daha kiiciik ve pozitif yiiklii veya nétr molekiiller daha kolay siiziiliirler.
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Mezengiyum: Glomeriiler kapillerler arasinda bulunan intraglomeriiler mezengiyal
hiicreler ve mezengiyal matriksten olusan bir yapidir. Mezengiyal hiicreler diiz kas ve
makrofaj ozelliklerine sahip, ozellesmis perisit benzeri hiicrelerdir. Glomeriiliin vaskiiler
kutbunda glomeriil disinda ise ekstraglomeriiler mezengiyal hiicreler (Lacis ve Polkissen
hiicreleri) bulunur. Fonksiyonlari hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir ve tam olarak
bilinmemektedir.

Intraglomeriiler mezengiyal hiicrelerin diger fonsiyonlari tam olarak bilinmemekle beraber
sahip olduklar1 fagositoz yetenegi sayesinde glomeriil bazal membranindaki artiklar1 ve orada
biriken proteinleri temizledikleri bilinmektedir. Epitelyal bazal membranin kesintiye ugradigi
durumlarda da podositlere destek olurlar. Bu hiicreler igerdikleri anjiyotensin Il ve natritiretik
faktor reseptorleri ve kontraktil Ozellikleri sayesinde glomeriiler kan akimini
diizenleyebilirler. Mezengiyal hiicrelerin glomeriilii desteklemek, ekstraselliiler matriks
bilesenlerini, sitokin ve prostaglandin gibi kimyasal maddeleri salgilamak gibi pek c¢ok
fonksiyonu oldugu da diistiniilmektedir.

Jukstaglomeriiler aparat: Makula densa, jukstaglomeriiler hiicreler ve ekstraglomeriiler

mezengiyal hiicrelerden olusur (Sekil 6).
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Sekil 6: Jukstaglomeriiler aparatin kesitsel ve mikroskopik goriinimi (23, 24).

Distal diiz tiibiiliin afferent arteriole komsu epitel hiicreleri degisiklige ugrayarak, makula

densayr olustururlar. Histolojik kesitlerde bu bdlgede hiicrelerin  boylarinin  uzadigi
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niikleuslarin {ist iiste konumlandig1 goriiliir. Makula densa tiibiil liimenindeki sodyum (Na®)
miktara duyarlidir. Bu hiicreler hem glomeriiler filtrasyon oranin1 hem de jukstaglomeriiler
hiicrelerden renin salinimini diizenlerler. Ayni bdlgede afferent arterioliin duvarinda tunika
mediada yer alan diiz kas hiicreleri de degisime ugrayarak jukstaglomeriiler hiicreleri
olusturur.

Jukstaglomeriiler hiicreler renin salgilayarak kan basincin1 diizenlerler. Renin,
anjiyotensinojen denilen plazma proteinini anjiyotensin I’e doniistiiriir. Akciger endotel
hiicrelerinde bulunan anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) tarafindan anjiyotensin |,
anjiyotensin II’ye donistiiriiliir. Viicutta kan basinci diistigii zaman renin salgis1 da artarak
anjiyotensin II miktar1 artirilarak arteriollerde vazokonstriiksiyon gerceklestirilir ve adrenal
korteksten aldosteron salimimi indiiklenir. Aldosteron da bdbreklerde distal tiibiilleri
etkileyerek Na® ve CI geri emilimini artirir. Sonucta damarlardaki sivi hacmi artar.
Vazokonstriiksiyon ve su tutulumu sonucu kan basincinin yiikselmesi saglanir.

Afferent ve efferent arteriolliin arasinda yer alan ekstraglomeriiler mezengiyal hiicreler
soluk boyanan, eritropoetin salgiladiklar1 diistiniilen hiicrelerdir. Bu hiicreler fagositoz
yapabilen, kasilabilen ve bunun disindaki fonksiyonlar1 heniiz tam olarak da anlagilamamis
hiicrelerdir (1, 2, 21).

2. 2. 4. Proksimal tiibiil

Nefronun en uzun ve en genis parcasi olan proksimal tiibiiliin kivrimli pargasi kortekste
seyrederken, diiz par¢ast medullaya dogru inerek Henle kulpunun kalin inen pargasini
olusturur. Bowman kapsiilii paryetal yapraginin epiteli tek katli yassi iken proksimal tiibiile
gelince tek katli kiibik veya prizmatik epitele doniisiir. Tiibiiliin enine kesitinde ortalama 6-12
adet epitel hiicresi goriiliir. Hiicrenin gekirdegi ortada ve yuvarlaktir. Histolojik kesitlerde
kortekste bol miktarda proksimal tiibiile rastlanir. Proksimal tiibiiliin limeni histolojik

kesitlerde net olarak goriilmeyebilir. Distal tiibiilden bu 6zelligiyle ayrilabilir. Apikal yiiziinde
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ise ¢cok sayida mikrovillus bulunur ve buna fircamsi kenar denir. Mikrovilluslarin yogun
olmasi emilim ylizeyinin artirilmasini saglar. Fircamsi kenar mikrovillus iizerinde yer alan
kalin glikokaliks tabakasindan dolayr PAS (Periodic Acid Shiff) (+) boyanir. Hiicreler
icerdikleri bol mitokondri nedeniyle asidofilik sitoplazmalidir. Bazal plazma membraninin
sitoplazmaya dogru katlanmasindan dolay1 bazal yiizde ¢izgilenmeler goriiliir. Bu bolgede bol
miktarda mitokondri ve aktin filamentleri bulunur. Aktin filamentleri sivinin tiibiil bazal
membranindan gegerek peritiibiiler kapillerlere ilerlemesini kontrol eder. Proksimal tiibiiliin
diiz kismi1 ise daha kisadir. Daha az oranda firgamsi kenar igerir. Bu nedenle reabsorbsiyon
yetenegi daha azdir. Hiicrelerinde bazal ve lateral katlantilar daha az belirgindir.

Proksimal kivriml tiibiil aktif ve pasif mekanizmalarla siiziilmiis olan su, glikoz, Na*, K*
gibi maddelerin %70 kadarinin geri emildigi bolgedir. Tibiil hiicrelerinin bazolateral
kisminda Na-K-ATPaz (Na pompasi) bulunur. Bu pompayla Na* ve suyun interstisyel alana
gegmesi saglanir. Sodyumun aktif transportunu takiben CI™ pasif diflizyonla hiicreye alinir ve
interstisyel alana gonderilir. Interselliiler alanda Na® ve CI artisi osmotik gradiyent
olusturarak suyun liimenden interselliiler alana gegmesine yol agar. Hiicre membranlarinin,
akuaporin adi verilen ve molekiiler bir su kanali olarak gérev yapan transmembran
proteininden zengin olmasi da, fazla enerji harcanmadan suyun tasinmasina olanak saglar.

Proksimal tiibiiliin kalin glikokaliks tabakasi disakkaridaz, peptidaz ve ATPaz gibi ¢esitli
enzimler igerir. Disakkaridaz enzimiyle disakkaritler monosakkaritlere, peptidaz enzimiyle de
peptidler aminoasitlere parcalanarak mikrovilluslu yiizeyden geri emilir. Aminoasit ve
glikozun geri emilimi Na" emilimine bagiml olarak gerceklesir (1, 2, 21).

2. 2. 5. Henle kulpu
Henle kulpu, renal korteksten baslayarak inen pargasi ile medullanin derinlerine dogru devam
eden, proksimal tiibiilden sonra gelen tiibiil kismidir. Henle kulpu; proksimal tiibiile benzeyen

kalin bir inen kol, ince bir inen kisim, ince bir ¢ikan kisim ve yapica distal tiibiile benzeyen
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kalin bir ¢ikan koldan olusan U seklinde bir yapidir. Inen kalin kol, proksimal tiibiiliin diiz
pargasindan olusurken; ¢ikan kalin kol, distal tiibiiliin diiz par¢asindan olusur. Distal kivrimli
tiiblile dontismeden Henle kulpunun ¢ikan pargasi olarak medulladan kortekse geri doner. Bu
nedenle Henle kulpu en iyi medullada goriliir. Medullanin dig kisminda proksimal tiibiiliin
diiz pargast aniden ince segmente doniisiir. Kollarin kalin pargalari, proksimal tiibiillerin epitel
ortiisii ile degisen algak kiibik epitelle ddselidir. Ince parcalar ise basit yassi epitelle doselidir.
Inen ve ¢ikan ince kisimlarda, duvar epitelinin yassi olmasi nedeniyle liimen genistir.

Biitiin nefronlarin 1/7°si kortikomediiller sinirda bulunur. Bu nefron tipine jukstamediiller
nefron denir. Diger nefron tipi ise kortikal nefrondur. Jukstamediiller nefronlarin Henle
kangali ¢ok uzundur ve bunlar medullanin derinliklerine kadar inerler. Bu uzun Henle
kulpunun inen kalin kollar1 kisa, inen ve ¢ikan ince kisimlarla ¢ikan kalin kollari uzundur.
Biitiin nefronlar, siizme, emilim, salgilama islemlerinde rol alirlar. Jukstamediiller nefronlar
ayrica mediiller interstisyumda hipertonik bir ortam olusturarak bobregin hipertonik idrar
iretme yeteneginin temelini olustururlar. Henle kulpunun inen ince pargasi ile ¢ikan ince
parcast fonksiyonel olarak farklililk gosterir. Inen ince parcaya gelen ultrafiltrat
izoosmotikken, ¢ikan ince parcay: terk eden ultrafiltrat plazmaya gore hipoosmotiktir. inen
ince parca suya karsi son derece gecirgen; NaCl ve iireye daha az gecirgendir. Cikan ince
parga ise NaCl’e yiiksek oranda gegirgenken, suya geg¢irgen degildir (1, 2, 21).

2. 2. 6. Distal tiibiil

Diiz ve kivrimli distal tiibiiliin yapist birbirine benzerdir. Proksimal tiibiilden daha kisa ve
incedir. Epiteli fircams1 kenar icermeyen tek kath kiibik epiteldir. Epitel hiicreleri genistir ve
lateral sinirlar1 belirgin degildir. Niikleuslar1 apikal sitoplazmaya yakindir. Distal tiibiil epitel
hiicreleri, proksimal tiibiiliin epitel hiicrelerinden daha az oranda mitokondri igerdiginden
dolay1 daha soluk boyanir. Liimenleri proksimal tiibiilden daha genistir. Distal tiibiiliin Henle

kulpunun yapisina katilan diiz boliimii disinda makula densa ve kivrimli segment olmak {izere
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iki segmenti daha vardir. Distal diiz tiibiil, ¢ikan ince parga gibi, iyonlar tiibiil liimeninden
interstisyuma tasir. Apikal plazma membram1 Na®, CI" ve K® gibi iyonlarin hiicreye
taginmasini saglayan tastyicilar bulundurur. Distal kivrimli tiibiil aldosteronun diizenleyici
etkisi altinda Na’ geri emiliminden ve K™ un sekresyonundan sorumludur. Bu béliimden
bikarbonat geri emilirken, amonyum salgilanir (1, 2, 21).

2. 2. 7. Toplayic tiibiil

Distal kivrimli tiibiiller, toplayicr tiibiillere onlar da daha biiyiik toplayici kanallara agilirlar.
Toplayic1 kanallar, kortekste mediiller 1ginlari olustururlar. Toplayici tiibiiller esas hiicreler ve
interkalat hiicreler olmak {izere iki tip hiicreden olusan tek katli kiibik epitelle doselidir.
Kortikal boliimdeki toplayict tiibiiller yassi veya kiibik epitelle doselidir. Korteksten
medullaya dogru toplayici tiibiillerin gap1 artar, kanal epiteli kiibik veya prizmatik epitele
doniigiir. Hiicreler arasindaki smir ¢ok belirgin oldugundan proksimal ve distal tiibiilden
kolayca ayirt edilebilir. Hiicreleri soluk boyanmakla birlikte firgamsi1 kenar ve bazal
cizgilenme gostermezler. Esas hiicreler, az sayida katlantt ve mitokondriye sahiptir. Na ve
suyu geri emerler ve Na-K-ATPaz pompasia bagimli durumdaki K’u salgilarlar. Interkalat
hiicreler, ¢ok miktarda mitokondri igerirler ve daha koyu boyanirlar. H" iyonu ya da HCO3™1
salgilarlar. Bu nedenle asit-baz dengesinin onemli oranda diizenleyicisidirler. Medullada
gergeklestirilen idrar yogunlastirma isleminde en 6nemli rolii toplayict kanallar oynar.

Renal interstisyum: Hem kortekste hem de medullada idrar tiibiilleri ile kan ve lenf
damarlari arasindaki bosluklarda 6zellesmis hiicreler vardir. Bu hiicrelere interstisyel hiicreler
denir. Interstisyel bag dokusu renal medullanin papilla bolgesinde daha fazladir. Medullada
interstisyumun primer hiicreleri myofibroblastlardir. Prostaglandin ve temel ara maddenin

buralarda iiretildikleri diistiniilmektedir (1, 2, 21).
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2. 3. Bobrek Fizyolojisi

Bobrekler, metabolizma sonucu olusan artik maddelerin uzaklastirilmasi, viicut sivilarinin
osmolalitesinin ve elektrolit konsantrasyonlarinin diizenlenmesi, asit-baz dengesinin
diizenlenmesi, arteryel kan basincinin diizenlenmesi, hormon salgilanmas1 ve glikoneojenez
gibi birtakim gorevleri de yerine getirerek homeostazda ¢ok 6nemli rol oynarlar (25).

Bobrekler en temel gorevini plazmay: siizerek gerceklestirir. Bu yolla olusan filtrattan,
viicut icin gerekli maddeleri kana geri dondiiriir veya yabanci kimyasal maddeler ve
metabolik artiklar gibi istenmeyen maddeleri idrarla atarak viicuttan uzaklastirilmasini saglar.
Bu metabolitlere iire, kreatinin, {irik asit, hemoglobin yikimi son iiriinleri ve bazi hormon
metabolitleri ornek olarak verilebilir. Bununla birlikte bobrekler, bazi toksinler, ilaglar,
pestisitler ve besinlerde kullanilan katk1 maddeleri gibi disardan alinan yabanci maddeleri de
organizmadan uzaklastirirlar. Ayrica bobrekler, protein metabolizmasi esnasinda olusan
stilfiirik ve fosforik asit gibi asitleri uzaklastiran tek organ konumundadir (25).

Viicut sivilarinin hacim ve igerigini kontrol ederek homeostazin saglanmasi bdbreklerin
onemli bir gorevidir. Dolayisiyla alinan su ve elektrolit miktariyla atilmasi gereken miktarin
belli bir dengede tutulmasi saglanir. Bobrekler plazma ozmolaritesinin normal sinirlarda
tutulmasina katki saglar. Eger atilan madde miktar1 fazla olursa, o madde viicutta azalirken;
atilan alinandan az olursa, bu kez o madde viicutta birikmeye baslayacaktir. Ornegin
bobreklerin Na® itrahini, Na® alimindaki degisiklige gore degistirme yetenekleri ¢ok
yiiksektir. Normal insanlarda yapilan ¢alismalarda viicut s1vi ve Na* hacminde yapilan kiigiik
degisikliklerde bile, Na* alimmin normalden 10 kat fazla artirilabilecegi veya 10 kat daha
azaltilabilecegi gosterilmistir. Bobreklerin bu fonksiyonu su, CI', K*, Ca*, H*, Mg" ve fosfat
gibi elektrolitler i¢in de gegerlidir (25).

Bobrekler, viicut sivilarinin asit-baz dengesinin saglanmasinda akcigerlere destek saglar.

H" iyon konsantrasyonunun yiikselmesiyle pH’mn azalip asidozun arttigi durumlarda,
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bobrekler idrarla H® iyonunun atilmasini hizlandirirken; bikarbonat (HCO3) iyonunun
derisimini yiikseltmek amaciyla HCO3; emilimini artirir. Boylece viicut sivilarminin asit-baz
dengesi ¢ok dar sinirlarda tutulmaya ¢alisilirken idrar pH’s1 4.5-8.0 arasinda degisir (25).

Bobrekler, uzun stireli arteryel kan basinci kontroliinde de 6nemli rol oynarlar. Bunu su ve
Na’ itrahiyla saglarlar. Kan basmncinin diismesiyle makula densa hiicreleri uyarilir ve
jukstaglomertiler hiicreler renin salgilayarak kan basmcinin akut kontroline katkida
bulunurlar. Renin aslinda proteolitik bir enzim gorevi yaparak anjiyotensinojenin anjiyotensin
I’e doniismesini saglar. Anjiyotensin |, bobrek ve akcigerlerde bulunan ACE ile ¢ok giiglii bir
vazokonstriiktor olan anjiyotensin II’ye donistiiriiliir. Boylece kan basinct yiikseltilir. Buna
ilaveten anjiyotensin 1l, aldosteron ve antidiiiretik hormon (ADH) salgilarini uyarir. Béylece
kan basinc1 yiikseltilerek normal sinirlarda tutulmaya calisilir (25).

Normal insanlarda eritrosit yapimini uyaran eritropoetinin salgilanmasindan primer
sorumlu organ bdobreklerdir. Ekstraglomeriiler mezengiyal Lacis (Polkissen) hiicrelerinin
eritropoetin salgiladiklar1 distinilmektedir (1). Hipoksi eritropoetin salgisinin dnemli bir
uyaranidir. Vitamin D bobreklerde 1’inci pozisyonuna hidroksil ilavesiyle aktif formu olan
kalsitriyole (1,25 dihidroksi-vit.D3) donistiiriiliir. Uzun siireli aglikta aminoasitler ve diger
bazi maddelerden glikoneojenezle glikoz sentezi bobreklerde gergeklestirilir. Vazodilatator
etkiye sahip olan bazi prostaglandinler de (PGA, ve PGE;) bobrek medullasinda sentezlenir
(25, 26).

Idrar olusumunda bébreklerde meydana gelen temel basamaklar siiziilme (filtrasyon), geri
emilme (reabsorbsiyon) ve salgilama (ekskresyon = sekresyon) fonksiyonlaridir. Tlk basamak
olan filtrasyon kan sivisinin glomeriiler kapillerlerden Bowman kapsiiliine siiziilmesidir.

Glomeriiler kapillerler ise kapiller endotel, bazal membran ve podosit tabakadan olusur.
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Sekil 7: Idrar olusumu (27).

Glomertiler filtrat, kanin hidrostatik basincina yanit olarak olusur ve kimyasal bilesimi kan
plazmasina benzer. Erigkin bir bireyde, bobreklere gelen kan dakikada 1.2 ile 1.3 litre
civarindadir. Bunun sonucunda bobreklerde 125 ml/dk (180 litre/giin) filtrat tiretilir ve bunun
124 ml’si emilerek yalniz 1ml’si idrar olarak kalikslere salinir. Dolayisiyla 24 saatte ortalama
1500 ml idrar olusur. Birim zamanda siiziilen plazma miktara glomeriiler filtrasyon hizi
(GFR) denir. GFR, bobrege gelen plazma akiminin yaklasik % 20’si kadardir. Maddelerin
filtrasyon bariyerinden filtre olabilirligini onlarin elektrik yiikleri ve biiyiiklikleri belirler.
Makromolekiiller glomeriil duvarini gegemedigi i¢in glomeriiler filtratta hemen hig protein ve
eritrosit bulunmaz.

Olusan filtrattan organizmanin ihtiyact dogrultusunda tiibiillerde geri emilim meydana
gelir. Bu asamanin %90°1 proksimal tiibiillerde ger¢eklesir. Bu nedenle proksimal tiibiillerde
geri emilen madde miktarinin azalmasi dilireze yol agarak suyun reabsorbsiyonunu azaltir.
Proksimal tiibiiller, filtrattaki glikoz, aminoasit, fosfat ve Ca* un tiimiinii, suyun ve NaCl’nin

%85’1ni geri emer. Bunlara ek olarak kreatinin, paraaminohippurik asit, kontrast maddeler ve
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penisilin gibi viicuda yabanct maddeleri idrara sekrete eder. Bu maddelerin sekresyon hizinin
belirlenmesi bobrek islevlerinin klinik agidan degerlendirilmesine katki saglar.

Henle kanali su tutmada onemli rol oynayarak mediiller interstisyumdaki hipertonik
gradiyenti olusturur. Boylece toplayici kanallardan gegen idrarin konsantrasyonunu etkiler.

Distal kivrimli tiibiiller viicuttaki total su ve tuz oranini kontrol eden diizenegin
bulundugu boélgedir. Distal kivrimlt tiibiillerde sodyumun emildigi, potasyum iyonlarinin
disar1 verildigi bir iyon degisim bélgesi bulunur. Aldosteron dzellikle distal tiibiillerde Na®
emilimini ve K" atilimini artirir. Distal tiibiil ayn1 zamanda tiibiildeki idrara hidrojen ve
amonyum iyonlarint sekrete ederek, kandaki asit-baz dengesinin korunmasinda ¢ok onemli
bir iglevi yerine getirir.

Toplayict kanallarin epiteli arka hipofizden salgilanan ADH’ye duyarlidir. Su alimi
azaldiginda ADH salgilanir ve toplayict kanallarin epiteli suya gegirgen hale gecer. ADH
toplayici kanallarda su geri emilimi artirarak idrar1 konsantre hale getirir. Bazi maddeler de
tiibiil epitelinden idrara salinarak viicuttan uzaklastirilir (1, 25, 26).

2. 4. Metotreksat

Metotreksat, bir folik asit antagonistidir. Folik asitin 4-amino-N'’-metil analogudur (28). ilk
olarak 1948 yilinda ¢ocuklarda akut 16semi tedavisinde kullanilmigtir (29). ALL, lenf, bas ve
boyun tiimorleri gibi gesitli neoplastik hastaliklarin, transplantasyon sonrasi graft versus host
hastaliginin tedavisinde kullanilan bir antimetabolittir. Bununla birlikte diisiik dozlarda,
psoriyazis ve romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarda da kullanilmaktadir (30). Kimyasal

yapisi Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8: Metotreksatin yapisal formiilii.

Besinlerle folik asitin viicuttaki yararli sekli olan folinik asit ve diger tetrahidrafolat tiirevi
koenzimler alinmaktadir (31, 32). Bu koenzimler timidilat, piirin, metionin ve glisin sentezi
gibi hiicrenin hayati fonksiyonlarini yerine getirmesi i¢in gerekli olan tek karbon transfer
reaksiyonlart igin gereklidir. Tek karbon transferi yalnizca dihidrofolat rediiktaz (DHFR) ile
miimkiin olmaktadir. Bu enzim blokaja ugradiginda hiicrenin hayatiyeti i¢in gerekli olan
birgok mekanizma aksar (33). Folik asitin dihidrofolat (DHF) iizerinden tetrahidrofolata

(THF) doniistimii su sekildedir:

Folat Dihidrofolat
Folik asit ———— Dihidrofolat » Tetrahidrofolat (aktif)
Rediiktaz Rediiktaz

Sekil 9: Folik asit metabolizmasi (34).

Metotreksat folik asit metabolizmasinda DHFR’yi inhibe eder ve tetrahidrofolatin
iiretilmesini engeller. Metotreksatin sitotoksik etkisini gosterebilmesi i¢in poliglutamat forma
doniismesi gerekir. Metotreksat, folilpoliglutamat sentaz (FPGS) tarafindan 1-4 glutamat
gruplarinin eklenmesiyle poliglutamat forma donistiiriiliir. Poliglutamat forma doniisen
metotreksat, hiicre iginde tutulur ve DHFR enzimine baglanarak DHF ile yer degistirir.

Folat eksikligi nedeniyle piirin, pirimidin metabolizmas1 ve biyolojik aminlerin sentezini
iceren bir¢ok metabolik yol olumsuz etkilenir ve neticede DNA ve RNA sentezi inhibe olur
(33, 35). Bu nedenle metotreksat gibi antimetabolitler DNA sentezini negatif etkilediginden
dolay1 boliinme katsayist hizli olan tiimérlerin tedavisinde daha etkilidirler (36). Metotreksat,
metionin ve homosistein mekanizmasini da olumsuz etkilemektedir. 5-metil THF 1n azalmasi
homosisteinin remilasyonunda azalmaya ve homosistein ile adenozin diizeylerinde artmaya
neden olur. Metotreksat, S-adenozil metionin (SAM) miktarindaki azalmaya ek olarak

dogrudan metionin sentetazi ve metionin transportunu inhibe edebilir (37-40).

22



Adenozin deaminaz (ADA), piirin metabolizmasinda defosforilasyonla adenozinden
inozin, deoksiadenozinden deoksiinozini katalizler. Metotreksatin ADA enzimini inhibe
etmesi sonucu adeozin metabolitlerinde artig  goriilir. Adenozin  metabolitleri
(deoksiadenozin, deoksiadenozin difosfat) yiiksek konsantrasyonda direk toksik etkiye neden
olur. Deoksiadenozin kromozom kiriklarina ve metilasyon reaksiyonlar1 i¢in gerekli olan S-
adenozil homosistein (SAH) hidrolaz enziminde inaktivasyona yol agar. Metotreksat bir
antioksidan olan S-adenozil metionin (SAM) oraninda da azalmaya neden olmaktadir.
Viicutta SAM/SAH orani, metilasyon reaksiyonlart i¢in 6nemli bir belirleyicidir ve bu
orandaki azalma oOzellikle santral sinir sisteminde hipometilasyona ve demiyelinizasyona
neden olabilir (41-43).

Piirin metabolizmasinda onemli rolii olan diger enzim ise hipoksantinden sirastyla ksantin
ve lrik asit olusturan ksantin oksidaz (XO) enzimidir. Bu reaksiyon hiicreler igin toksik etkisi
olan siiperoksit radikallerinin iiretildigi piirin yikim metabolizmasinin son reaksiyonudur.
Metotreksat uygulamasini takiben piirinler hipoksantine indirgenir. XO da bunu bir taraftan
stiperoksit radikali iireterek ve indirek olarak hidroksil radikali olusturarak {irik asite indirger
(43). Bu sekilde serbest radikal artis1 metotreksatin dokulara olan toksik etkisinin bir nedeni
olabilir. Metabolik yollardaki bu degisikliklere etkisi ve sadece malign hiicreleri degil ayni
zamanda saglikli hiicreleri de etkilemesi sonucu metotreksatin; gastrointestinal sistem,
bobrek, sinir, karaciger ve kemik iligine olan yan etkilerinden dolayr kullanimi kisitlanmistir.
2. 4. 1. Metotreksatin metabolizmasi ve dagilim
Metotreksatin sitotoksik etkisini gosterebilmesi i¢in poliglutamat formuna dontismesi gerekir.
Bu form metotreksatin hiicre iginde bulunan seklidir ve yarilanma siiresi metotreksattan daha
uzun olmasindan dolayr hiicredeki hasar etkisi daha fazladir. Hiicrede olusan poliglutamat

orani arttikca folik asit diizeyi azalir ve hiicresel hasar miktar1 da orantili olarak artar (44).

23



Metotreksat, % 90 oraninda bobrekler tarafindan aktif tiibiiler sekresyona ugrayarak atilir.
% 3-4 oraninda karacigerde metotreksatin ekstraselliiler sividaki major formu olan 7-hidroksi
metotreksata doniistiiriiliir ve bu formu da iriner yolla atilir. %5-10u ise safra ile atilir ve
enterohepatik dolasimla yeniden emilir. Insanlarda metotreksatin major atilm yeri
bobreklerken, rat gibi deney hayvanlarinda ise safra yoluyla atilimin daha fazla oldugu
caligmalarla gosterilmistir (45). Ratlarda yapilan bir ¢alismada intravendz olarak uygulanan
metotreksatin %27’°sinin iiriner yolla, %62’sinin safra yoluyla atildigi gosterilmistir (46).

Metotreksatin bir antimetabolit olmasindan dolay1 istirahat halindeki hiicreler iizerine
etkisi yoktur. Fakat glutamat formda hiicrede uzun siire kalabilen metotreksatin etkisi hiicre
boliinmeye basladigi zaman belirgin hale gelmektedir (47). Oral yoldan alindiginda tama
yakin emilir. Intravendz yoldan verildiginde %50 oraninda proteinlere (6zellikle albiimine)
baglanarak tasinir ve sinir sistemi haricinde tim viicuda yayilir. Standart dozlarda beyin
omurilik sivisina gegisi yok denecek kadar azdir. Bu sebeple meningeal tiimorlerde intratekal
verilmesi gerekir. En yiiksek doku seviyesine karaciger ve bdobrekte rastlanir. Viicutta
yartlanma omrii ise 7-8 saattir (28, 48).

2. 4. 2. Metotreksatin antiinflamatuar, immiinomodiilator ve antiproliferatif etkisi
Metotreksatin iki mekanizma ile antiinflamatuar etkide roliiniin oldugu 6ne siiriilmiistiir (49).

1) Homosisteinin yeniden metilasyonunun inhibisyonu,

2) Adenozin salinmast.

In vitro calismalarda fibroblastlarda ve endotel hiicrelerinde diisiik doz metotreksatin
adenozin salinimina yol actig1 gosterilmistir. Degisik yollarla adenozin deaminazin (ADA)
metotreksat tarafindan inhibisyonu adenozin metabolitlerinin birikimine yol agar. Adenozin
antiinflamatuar etkide merkezi bir rol oynar (49).

Metotreksat, romatoid artrit ve psoriatik artritin tedavisinde antiinflamatuar etkisi

nedeniyle kullanilmaktadir. TNF-alfa, interlokin-1 gibi sitokinler ve metalloproteinazlar gibi
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inflamasyon mediatorlerinin  romatoid artritte metotreksat tedavisi sonrasi azaldig
gosterilmistir  (50). Metotreksat, piirin ve pirimidin sentezinin inhibisyonuna neden
oldugundan immiinsiipresif etki yaparak B ve T hiicrelerinin aktivitesinde baskilanmaya
neden olmustur (51). Antiproliferatif etkisi dolayisiyla metotreksat, yiikksek dozlarda kanser
tedavisinde kullanilmaktadir (52).

2. 4. 3. Metotreksatin yan etkileri

Metotreksat toksisitesinin mekanizmalar: hala tam olarak anlagilamamakla birlikte yan etkileri
olduk¢a yaygindir. Yapilan g¢aligmalar sonucunda bu etkiler birgok faktére baglanmistir.
Piirin, pirimidin, poliamin ve folat gibi metabolik yollar iizerindeki inhibitdr etkisiyle
dogrudan iligkilendirilmistir. ~ Metotreksatin ~ karaciger  toksisitesi, = metotreksat
poliglutamatlarinin birikmesiyle birlikte folat eksikliginin de bulunmasina baglanmistir (53).
Yan etkilerin biiylik oranda bu birikimlerden kaynaklandigi diisiinilmektedir (7, 54).
Metotreksat degisik yollarla ADA’y1 inhibe etmesi sonucu biriken adenozin metabolitleri de
toksik etkilidir (33, 43).

Metotreksat protein, lipid ve myelinin sekillenmesi i¢in 6nemli olan transmetilasyon
reaksiyonlarini da etkiler. Beyin omurilik sivisinda metionin ve SAM oraninda azalmaya,
SAH ve homosistein oraninda artmaya neden olur. Artmis homosistein miktar1 endotel hiicre
hasar1 ve infarktlara neden olurken, SAM oranindaki azalma miyelinizasyon bozukluguna yol
acabilir. Azalmis SAM/SAH orant santral sinir sisteminde hipometilasyon ve
demiyelinizasyon anlamina gelir. Bu yiizden metilasyon reaksiyonlarinin inhibisyonu
toksisiteye neden olabilir (55).

Antikanser ilaglarla yapilan son zamanlardaki toksisite ¢aligmalarinda oksidatif stres
tizerinde durulmaktadir. Mitokondrial enzimlerden piriivat dehidrogenaz, 2-okzogluterat
dehidrogenaz ve nikotinamid adenindiniikleotid (NAD) bagimli enzimler ile sitozolik

nikotinamid adenindiniikleotid fosfat (NADP) bagimli dehidrogenazin metotreksat taratindan
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inhibe edildigi gosterilmistir. NADPH, glutatyon rediiktaz tarafindan hiicredeki GSH oranini
belirli bir seviyede tutmak i¢in kullanilir. GSH ise hiicreleri serbest radikallerin etkilerinden
korur. Metotreksat NADPH’da azalmaya neden olarak hiicrede GSH miktarini azaltir ve
hiicrelerin radikallere daha duyarli hale gelmesine neden olur (8).

Yapilan bir¢ok ¢alismada metotreksat verilmesi sonucu SOR’un olustugu ve bunun da
hiicre membranindaki lipid komponentlerini etkileyerek lipid peroksidasyonuna neden oldugu
ve hiicreye zarar verdigi anlasilmistir. Metotreksat verilmesini takiben hiicrede lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit (MDA) ve inflamatuar yanitin gostergesi
olan miyeloperoksidaz (MPO) seviyelerinde artig, hiicredeki GSH seviyesinde azalmaya
neden olarak, hiicrenin SOR’a daha duyarli hale gelmesine neden olur (56). Bu nedenle
metotreksatin karaciger (57-59), bobrek (60-63), testis (64), kalp (65, 66), ince barsak (67-
69) ve santral sinir sisteminde (70) yan etki mekanizmasindan oksidatif strese bagli olusan
serbest radikaller sorumlu tutulmaktadir.

Bulanti ve kusma metotreksatin en sik goriilen gastrointestinal yan etkilerindendir.
Metotreksat kemik iligi slipresyonu ve gastrointestinal mukozada hasarlara neden
olabilmektedir. Metotreksata bagli hematolojik yan etkilerin olusumunda DHFR’nin
inhibisyonu sonucu DNA sentezindeki bozulma ve hizli hiicre degisimine sahip kemik iliginin
baskilanmasi sorumlu tutulmaktadir. Karacigerde fibrozis, kronik hepatotoksisite ve siroza
neden olabilir (50). Metotreksatin 6zellikle yiiksek doz veya uzun siire kullanim1 ise bobrek
hasar1, pulmoner infiltrasyon ve pulmoner fibrozise yol agmaktadir (39).

2. 4. 4. Metotreksatin nefrotoksik etkisi

Metotreksat ve metabolitleri biiyiik oranda bobrek yoluyla elimine olur ve hiicrelere aktif
tasima yoluyla girerler. Genellikle yiiksek dozda ve uzun siireli kullanimi sonucunda ortaya
¢ikan nefrotoksisite, metotreksat tedavisinde karsilasilan ve tedavi siirecini olumsuz etkileyen

nedenlerden birisidir (71).
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Metotreksatin olusturdugu bobrek hasarinin nedenleri arasinda filtrasyon yetmezligi,
metotreksat ve 7-hidroksi metotreksatin dogrudan tiibiiller iizerine toksik etkisi, metotreksatin
neden oldugu oksidatif hasar ve metotreksatin asidik idrarda presipite olup obstriiktif tiropati
yaparak oligo-aniirik bobrek hasarina neden olmasi sayilabilir. Metotreksat ve metabolitleri
intratiibiiler olarak c¢okerek renal tiibiiler nekroza neden olabilir. Boylece akut bdbrek
yetmezligi, azotemi, idrar retansiyonuna yol agabilir. Ayrica serum kreatin degerlerinde artis,
iiremi, hematiiri ve proteiniiriye de neden olabilmektedir (40, 72, 73).

Metotreksatin renal toksisitesini azaltmak amaciyla idrar1 alkalilestirme ve giiglii hidrasyon
denenmistir. Buna ragmen ¢ogu zaman yine de bobrek hasart meydana gelir. Bazi vakalarda
folinik asit destegi veya metotreksatin kimyasal antidotu olan l6koverinle kurtarma tedavisi
yapilarak olusan hasarda azalma goézlenmistir. Renal hasar sonucu metotreksatin bobrek
eliminasyonu geciktikge viicutta kalma siiresi uzayacagindan, diger organlara olan toksik
etkisi de artar (74, 75).

2. 5. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller hiicre metabolizmas1 sirasinda meydana gelen biyokimyasal redoks
reaksiyonlarinda ortaya c¢ikan, paylasiimamis elektron iceren, reaktif ve kisa Omdiirlii
molekiillerdir. Bu molekiiller hem viicuttaki reaksiyonlarda yan iiriin olarak, hem de ilaglarin
ve zararli kimyasal ajanlarin etkisiyle ortaya ¢ikabilmektedir. Organizmalarin ekzojen ve
endojen faktorlere maruziyetleri sonucunda bir¢ok reaktif oksijen tiirlerinin olustugu ve bu
reaktif oksijen tiirlerinin homeostatik dengeyi bozdugu agik¢a ortaya konulmustur (76).

2.5. 1. Endojen kaynakh serbest radikaller

Normal metabolizma sirasinda reaksiyonlarin ara basamaklarinda serbest radikal yapisinda
ara Uriinler meydana gelmektedir. Mitokondriyal elektron transport zinciri (ETS), sitokrom
p450, NADPH oksidaz endojen serbest radikal kaynaklaridir. Ksantin oksidaz da viicutta

inflamasyonla iligkili diger bir radikal kaynagidir (77, 78)
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2. 5. 2. Ekzojen kaynakh serbest radikaller
Organizmanin kendisinden kaynaklanmayan, dis etkenlerin varliginda olusan reaksiyonlar
sonucunda serbest radikaller aciga ¢ikar. Bu sebepler su sekilde siralanabilir:

e Antineoplastik ajanlar,

e Radyasyon,

e Aligskanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular,

e Cevresel ajanlar: Ksenobiyotikler (hava kirliligi yapan kimyasal maddeler, pestisitler,

sigara dumani, solventler, anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar),

e Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonuyla serbest

radikaller olusur (79, 80).

Serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicreleri olan ndtrofil, makrofaj gibi
hiicrelerin savunma mekanizmasi igin gerekli olsa da yiliksek diizeydeki serbest radikaller
veya aktif oksijen tiirleri oksidatif strese neden olurlar. Oksidatif stres birtakim kimyasal ve
fizyolojik lezyonlara yol agmakta ve bazen metabolik bozukluk ve hiicre Olimiiyle
sonuclanmaktadir (81).

Serbest radikaller hiicrenin lipit, DNA, karbonhidrat, protein gibi tiim 6nemli yapilariyla
etkilesime girerek hiicre yapilarim1 bozarlar. Hiicre membraninda hasarla sonuglanan lipit
peroksidasyonuna neden olurlar. Bu hiicresel hasar hiicrenin dengesinde bozulmaya, osmotik
basing degisikligine, hiicrenin sismesine ve sonugta hiicrenin 6lmesine neden olur. Ayrica
serbest radikaller genel inflamatuar cevap ve doku hasarina neden olan inflamatuar
mediatdrleri de arttirirlar.

Biyolojik sistemlerdeki SOR’un baslica en énemli kaynagi oksijen (O,)’dir. Oz nin dort
elektronunun basamaklar halinde rediikte olmasiyla siiperoksit anyonu (O "), radikal olmayan
hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (*OH) gibi hiicreye toksik iiriinler olusur ve

peroksil radikalinin miktar1 oldukga artar (82, 83).
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2. 5. 3. Serbest oksijen radikallerine kars1 savunma mekanizmalari

2.5. 3. 1. Antioksidan sistemler

Serbest radikalleri metabolize eden, olusumunu oOnleyen veya temizlenmesini arttiran
maddelere antioksidan maddeler denilmektedir. SOR diizeylerini kontrol altinda tutmak ve
olusturabilecekleri hasarlar1 engellemek icin viicutta bircok savunma mekanizmalari
bulunmaktadir (84). Antioksidanlar radikal siipiiriiciiler olarak gorev alirlar ve lipid
peroksidasyonu ve diger serbest radikal aracili reaksiyonlari inhibe ederler. Serbest
radikallerin olusum hiz1 bunlan etkisiz hale getiren savunma sistemlerinin (antioksidanlar)
hiz1 ile dengede oldugu siirece organizma olumsuz etkilenmez. Fakat bu denge oksidan
ajanlar yoniinde bozuldugu takdirde hiicresel hasar diizeyinde artis gézlenir.

Canli hiicrelerde pek ¢ok antioksidan sistem bulunmaktadir. Bu antioksidanlar enzimatik
ve nonenzimatik olarak ikiye ayrilir (79, 85). Enzimatik antioksidanlar i¢inde en 6nemlileri
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-
transferaz (GST), glutatyon rediiktaz, glikoz-6-fosfat dehidrojenaz ve hidroperoksidazlardir.
Enzimatik olmayan antioksidanlar glutatyon (GSH), askorbik asit, melatonin, seruloplazmin,
transferrin, laktoferrin, haptoglobulin, ferritin, bilirubin, sistein, metionin, {iirik asit ve
albiimindir (86, 87).

2.5. 3. 2. Enzimatik antioksidanlar
1. Siiperoksit dismutaz (SOD)
Stiperoksit serbest radikalinin (O;), H2O, ve molekiiler oksijene (O;) doniistimiinii

katalizleyen bir antioksidan enzimdir.

Oy e+ 0y e+ 2H' » H,O, + O,
SOD enziminin bakir-¢inko, mangan ve demir igeren ii¢ tip izoenzimi bulunur. Bakir ve
¢inko igeren Cu/Zn-SOD sitoplazmada, mangan iceren Mn-SOD mitokondride bulunur ve

aktivite gosterir. SOD'un fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri stiperoksit
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serbest radikalinin (O, ) lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir. SOD,
fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler olarak 6ldiiriilmesinde de rol oynar. Bu reaksiyon
SOD enzimi tarafindan katalizlendiginde kendiliginden olusmasina kiyasla yaklagik 4000 kat
hizli olur. Dolayisiyla antioksidan savunmada oldukca dnemli bir enzimdir. Oksijen kullanimi
yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladir ancak ekstraselliiler sivilarda aktivitesi oldukca
disiiktiir (88).

2. Malondialdehit (MDA)

Biyolojik sistemlerde, oksidanlarca lipid hidroperoksidasyonuyla hiicre zar1 yilizeyindeki
okside yag asitleri ve poliansatiire lipitlerin yikilmasi sonucunda aldehidler olusur. MDA da
[tiyobarbitiirik asit reaktif tiriinleri (TBARS)] ii¢ ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonunda meydana gelen bir ¢esit aldehittir. Bu nedenle MDA miktar1
Olgtimii dokulardaki lipid peroksidasyonunun derecesini yansitmaktadir (89).

Lipid peroksidasyonu yikim {iriinii olan MDA, molekiiler oksijen azalmasi yaparak
stiperoksit anyonu ve H,0, olusumuna neden olur. Bu firiinler de hiicre ve dokularda hasar
etkisi yaparlar. Biyolojik ortamlarda MDA hem serbest hem de protein ve niikleik asit gibi
makromolekiillerin SH ve NH, gruplarina bagli olarak bulunur. Bundan dolayi, genellikle
total (serbest ve bagll) MDA degerlendirilir. DNA ve proteinlerle etkilesiminin potansiyel
olarak mutajenik ve karsinojenik oldugu gosterilmistir (89).

3. Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit, insan viicudunda dogal olarak firetilen bir hormon, ayn1 zamanda kimyasal bir
habercidir; sinir, dolagim, savunma, solunum ve lireme sistemlerinin hayati fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde stratejik bir rol oynamaktadir. NO molekiiliiniin insan hayat1 i¢in son derece
onemli gorevleri bulunmaktadir. Fizyolojik konsantrasyonlarda, hemen hemen tiim organ ve
sistemlerde degisik fizyolojik etkilere sahiptir. Organizmada ¢ift yonlii etki gostermektedir.

NO, hem bir¢ok fizyolojik fonksiyonun gerceklesmesi i¢in gerekli ve antioksidan savunmaya
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katkida bulunurken, hem de asir1 iiretimi durumunda giiclii radikal etkisi olan bilesiklerin
olugsmasina yol agar. Son yillardaki arastirmalarda hiicreler arasi haberlesmede temel bir
gorev istlendigi ortaya ¢ikmustir (90, 91).

NO, zayif bir oksidan veya rediiktan bir bilesik olarak bir¢ok reaksiyona katilabilecek
eslenmemis elektron igeren bir radikaldir. Fizyolojik sartlar altinda, SOR ile reaksiyona
girerek, giiclii bir oksidan ve dokulara toksik olan peroksinitriti (ONOQO™) olusturur (90).
Peroksinitrit, hiicresel proteinlerin, lipidlerin ve LDL partikiillerinin oksidasyonu veya direk
hiicre toksisitesi ile vaskiiler yapilar iizerinde zararl etkilere sahiptir (92).

Nitrik oksitin sentezi ve etki mekanizmasi

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-argininin guanidin grubundan iiretilir
(Sekil 8). Nitrik oksitin antioksidanlari tiiketmesi, enzim inhibisyonlari, DNA hasarlari, lipid
peroksidasyonu, diger toksik etkenlere duyarliligi artirmasi gibi zararli etkileri yani sira;
antioksidan 6zelligi, antiinflamatuar etkileri, TNF toksisitesine kars1 yararli etkileri
bulunmaktadir. Norotransmiter etkileri, platelet agregasyonunun inhibisyonu, diiz kaslari
gevsetici etkisi, hiicre adhezyonunun kontrolii, damar gecirgenligine etkileri, immiin
sistemdeki fonksiyonlari nedeniyle viicutta koruyucu goérevlere sahiptir (93).

NOS
L- Arginin + NADPH + H* »  NO + L- Sitrulin + NADP"

l

Guanilat Siklaz
GTP » cGMP

y

Sekil 10: Nitrik oksitin sentezi.

4. Miyeloperoksidaz (MPO)

MPO sadece noétrofillerde ve monositlerin primer lizozomal graniillerinde bulunan,
glikozile proteinden olusmus bir enzimdir. Kompleman fragmanlari, hidroksil radikaller,
reaktif oksijen radikalleri ve sitokinler gibi uyarilar, notrofil aktivasyonuna neden olarak

MPO’nun agiga ¢ikmasina yol agarlar. Inflamatuar siirecte ekstraselliiler alana salinir. Bu
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nedenle notrofil sekestrasyonunun bir gostergesi olarak kabul edilir. Notrofillerin primer
graniillerinden degraniilasyon ile fagozom igine birakilan MPO, H,O, ve Cl iyonlarini
bakteriyi oldiiren hipoklorik asite (HOCI) gevirerek etki gosterir. HOCI gibi maddeler de
organizmaya toksiktirler ve hiicre 6liimiine yol acarlar (78, 94).

5. Ksantin oksidaz (XO)

Bir¢ok enzimin katalitik dongiisii sirasinda serbest radikaller ortaya ¢ikar. Bu enzimlerden
biri de XO’dur. Piirin bazlarinin son oksidasyonunda, molibden, demir, siilfiir ve flavinin

hidroksilasyonunda gorev yapan enzim grubunun iiyesi olarak bilinir.

02 027 02 027
Hipoksantin » Ksantin » Urik Asit
(77X 7 x>
NAD" NADH NAD" NADH

Sekil 11: Hipoksantinden {irik asit olusumu.

Ksantin oksidaz saglikli hiicrelerde dehidrojenaz formunda bulunur. Enzimin bu formu
ptirinlerin oksidasyonu sirasinda elektron alicist olarak molekiiler oksijen yerine nikotinamid
diniikleotidi (NAD") kullanir ve reaktif SOR iiretmez. Oksijensizlige bagli olarak adenozin
difosfatin (ADP) adenozin trifosfata (ATP) fosforilasyonunun azaldigi durumlarda (iskemi
vb.) ADP yikilir ve piirin bazi, XO’nun bir oksidaz olarak etkili olmasiyla hipoksantin ve tirik
aside doniistiiriilmesi sirasinda siiperoksit radikali ve H;O; olusturur. Olusan SOR ve
stiperoksit radikali hiicre igin zararlidir (95-97).

2. 6. Flavonoidler
Flavonoidler bitkisel kaynakli antioksidan maddelerdir. Bu maddeler sar1 renkli olmalari
nedeniyle ‘sar1” anlamina gelen ‘flavus’ sézctigiinden tiiretilen ‘flavonoid’ adini almiglardir.

Bitkilerin gdvdelerinde, yapraklarinda, kabuklarinda, ciceklerinde ve kdklerinde bulunurlar.
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Flavonoidler hemen hemen yesil bitkilerin tamaminda bulundugundan, bitki ekstraktlariyla
yapilan caligsmalarin ¢ogunda sik sik karsilasilir. Sayilar1 4000°den fazladir. Elma, sogan,
baklagiller, domates, ¢ay, iiziim, brokoli gibi bir¢ok sebze ve meyvede bulunur. Bir insanin
glinliik diyetle 50- 500 mg civarinda flavonoid aldig1 tahmin edilmektedir (98, 99).
Flavonoidler ayn1 zamanda dogal boyarmaddelerdir. Bu 6zellikleri sebebiyle kullanimlari
cok eski zamanlara dayanmaktadir. Uzun siiredir tekstil alaninda 6zellikle de antibakteriyel
riinlerin iretiminde sik¢a kullanilmaktadir. Antioksidan (100), antimutajenik (101), iltihap
onleyici (102), antikanser (103), kolesterol diisiirticii (104), antibakteriyel (105), antialerjik
(106) ve antiapopitotik (107-109) 6zelliklere sahiptirler.
2. 6. 1. Flavonoidlerin yapisi
Flavonoidler, bir¢ok yapi formlarinda bulunan polifenolik bilesiklerdir. Bu bilesiklerin
tamaminin temel yapisinda C6-C3-C6 konfigurasyonunda dizilmis 15 C atomu vardir. Bu
konfigilirasyonda iki aromatik halka, li¢lincii bir halka olusacak ya da olusmayacak tarzda
birbirine iiglii karbon birimiyle baglanmistir. Kolaylik olmasi agisindan halkalar A, B ve C
olarak adlandirilir. Flavonoidler iskelet yapilarinin farkli olmasina gore flavonol, flavanon,
flavon, antisiyanidin ve izoflavon olarak kategorize edilmistir. Flavonoidlerin temelini

olusturan “flavan ¢ekirdegi” Sekil 12’de gosterilmistir (110).
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\\"'\-\.2_.— 5.
o =}

'“‘-‘,./""
A

Sekil 12: Flavonoidlerin genel yapisi.

Numaralarla gosterilen yerlerde bulunan karbon atomlarina hidroksil (OH") gruplarinin
baglanmasiyla farkli flavonoid c¢esitleri meydana gelir. Flavonoidler antioksidan 6zelliklerini

gosterebilmek icin serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar1 etkisiz hale getirirler.
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Flavonoidlerin serbest radikal yakalama ve antioksidan 6zelliklerinin, yapilarinda bulunan {i¢
gruptan ileri geldigi one siiriilmektedir (4). Bu yapisal gruplar sunlardir:

e B halkasindaki O-dihidroksil grubu (katekol yap1); (giiclii radikal toplama aktivitesi

gosterir).

e C halkasindaki 4-okzo grubu ile 2-3 ¢ift bagi (elektron delokalizasyonu igin

gereklidir).

e 3 ve 5 hidroksil gruplari (maksimum radikal yakalama ve metal selatlama icin

gereklidir).

Ug grubun hepsine sahip olan flavonoidler maksimum antioksidan aktivite gdsterirken,
eksik gruba sahip olanlarin aktiviteleri daha disiiktiir (4). Bu ii¢ fonksiyonel grubu
flavonoidlerin bir tiyesi olan kuersetinin ilizerinde gorebiliriz (111).

2. 6. 2. Kuersetin

Kuersetin, antioksidan kapasitesi yiiksek olan ve flavonoidlerin flavonol grubuna ait bir
iiyesidir. Yenilebilir meyve ve sebzeler dahil bir ¢ok bitkide bulunmaktadir. Greyfurt, sogan,
ahududu, elma, yesil ¢ay, yaban mersini, kiraz, brokoli ve lifleri olan yesillikler iyi birer
kuersetin kaynagidir. Kuersetin (C15H1007) 3, 3', 4', 5, 7-pentahidroksiflavon olarak
adlandirilir. Yapisinda 3, 3', 4' ve 5, 7 pozisyonlarinda OH™ grubu baghdir. Flavonoidlerin
fenolik hidroksil gruplar: elektron dondrleri olarak hareket ettiklerinden dolay1 serbest radikal
toplayict aktivite icin gereklidir. Ozellikle katekol yapi (0-dihidroksil yapi1) komsu
pozisyonunda 2 hidroksil gruplarina sahiptir. Elektron verme kabiliyeti olan diger
pozisyonlardan daha iistiindiir ve bdylece kuersetin ve diger flavonoidlerin igerdigi katekol

yap1 giiclii bir radikal toplama aktivitesi gosterir (112).
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Sekil 13: Kuersetinin kimyasal yapist (110).

Kuersetin gibi flavonoidler vitamin C ve E’den daha etkili antioksidanlardir. Viicuda
alindiginda metabolizmay1r hizlandirarak viicudumuzdaki yaglarin  yakilmasina ve
toksinlerden arinmamiza yardimci oldugu bilinmektedir. LDL kolesteroliin okside olmasini
engelleyerek kalp-damar hastaliklarini ve kalp krizi riskini azaltic1 yonde tesir ederler (113).

Kuersetin, bagisiklik sistemi hiicrelerinde histamin agiga ¢ikmasini engelleyerek antialerjik
etki yapar. Bu nedenle alerji ve astim tedavisindeki etkisi arastirilmaktadir. Bununla birlikte
kuersetin; XO, fosfolipaz-A,, siklooksijenaz, lipooksijenaz gibi enzimleri inhibe etmesi, mast
hiicresi degraniilasyonunu 6nlemesi, kompleman: aktive etmesi ve endoteldeki inflamatuar
hiicrelerin adhezyonunu azaltmasi gibi etkilerinden dolayr antiinflamatuar cevaba neden olur
(114, 115).

Kuersetin aktivitesinin molekiiler mekanizmalar1 arasinda mutant p53 proteininde diisiik
regiilasyon, tirozin kinaz inhibisyonu ve ras proteinleri ekspresyonunun inhibisyonu vardir
(116). Kuersetin, kalsiyum modiilasyonuyla hiicresel regiilasyonda ©onemli rol alan
kalmodiilini inhibe eder. Ayrica protein kinazi inhibe eder, laktat transportunu engeller.
Kuersetin Na'-K*-ATPaz’1 ve sarkoplazmik retikulumda Ca*-ATPaz’1 inhibe eder. Kuersetin
ayrica fosfotidil-3 kinaz ve 1-fosfotidilinositol-4 kinaz inhibitoridiir. Belirlenen ilk tirozin
kinaz inhibitorlerindendir. Kuersetinin gastrik kanser hiicreleri ve insan 16semik T
hiicrelerinde hiicre siklusunun dzxurmasina neden oldugu bildirilmistir. In vitro kolon, mide,

prostat, over, gégiis ve mide kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir (117).
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Kuersetin, antioksidan ozelligini viicuttaki hiicreleri serbest radikallerin zararlarindan
koruyarak yapmaktadir. Kuersetin hidroksil radikali, peroksil ve siliperoksit anyonuna karsi
diger flavonoidlere kiyasla en yiiksek seviyede antiradikal 6zellik sergiler. Kuersetin lipofilik
bir antioksidandir ve lipid tabakalarinin arasina yerleserek membran hasarint 6nleyici bir
etkiye sahiptir (118). Kuersetin;

e XO araciligiyla siiperoksit anyon {iretimini inhibe eder (119).

e Singlet oksijen ve hidroksil radikallerini temizler (120).

e Peroksil radikalini ve alkoksil radikalini yakalar ve lipid peroksil zincirini kirar (121).

o Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzim aktivitelerini inhibe eder (119).

e Demir ve bakir gibi ge¢is metallerini selatlar (122).

e Laktat transportunu engeller (123).

e Vitamin C absorbsiyonunu artirir (83).

2. 6. 3. Flavonoidlerin metabolizmasi

Flavonoidler bitkilerde ve besinlerde genellikle glikozid formda bulunurlar. Merkez halkaya
baglanmis bir seker (glukoz, galaktoz gibi) bulunur (124, 125). Kuersetin de siklikla R-4
hidroksil grubu hidrojeninin bir disakkarid ile yer degistirdigi glikozidler seklinde bulunur.
Bundan dolay1 aglikon olarak tanimlanir. Flavonoidlerin formu emilim derecesini etkiler.
Flavonoidlerin glikozid formunda barsaklardan emilmeleri zordur (116). Bagirsaklarda
bulunan mikroorganizmalar, flavonoid glikozidlerinin ¢éziilmesini gerceklestirirler (83, 112).
Emiliminin glukoz konjugasyonu ile arttig1 bildirilmistir (126).

Kuersetin, % 98 oraninda proteinlere bagh (6zellikle albiimine) olarak taginir. Proteinlere
baglandiktan sonra konjugasyon igin karacigere tasinirlar. Karacigerde flavonoidlerin
konjugasyonu siilfat grubu, metil grubu veya her ikisinin eklenmesi ile gii¢lenir. Bu gruplarin

eklenmesi dolasimdaki eliminasyon zamanini azaltir. Son yillarda yapilan c¢aligmalar
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kuersetin ve diger flavonoidlerin karaciger ve dolasima gegcmeden bagirsak epitel hiicrelerinde
emilimi boyunca metabolik doniisiime neden olabilecegini gostermislerdir (127).

Yar1 omrii o fazi i¢in 8.8 dk, B fazi i¢in 2.4 saattir. Plazma seviyesi 20-40 dk i¢inde gok
azalir, 54. dakikada tespit edilemeyecek seviyeye diiser (128). Kuersetinin iriner atilimi
alinan miktar ve siire ile artis gostermektedir ve atilan fraksiyon % 0.29-0.47 olarak
bildirilmektedir (129).

2. 6. 4. Kuersetinin antioksidan etkisi ve oksidatif stres

Flavonoidler serbest radikallerin neden oldugu hasari cesitli yollarla 6nlerler. Direkt serbest
radikal ¢Opciisii olarak flavonoidler SOR bilesikleri ile reaksiyona girerek onlar1 stabilize
ederler.

Kuersetin hiicrede serbest radikalleri su sekilde temizler:

1. 07" radikalinin temizlenmesi.

2. OH radikalinin temizlenmesi: Bu etkilerini metal iyonlarinin selasyonu araciligiyla
gerceklestirirler.

3. NO’nun, O, radikali ile etkilesmesi sonucu peroksinitrit radikali (ONOQO’) meydana
gelir. Kuersetin, O, radikalini temizleyerek ONOO® radikalinin olusumunu engeller.

4. Lipid peroksil radikali (ROQ) ile reaksiyona girerek zincir kirict bir etki ile lipid
peroksidasyonunun inhibisyonunu yaparlar.

Kuersetin (Q - OH), lipid peroksil radikali (ROQ") ile reaksiyona girerek onu indirgerken
kendisi daha kararl1 bir radikal yap1 (Q - O°) olusturmaktadir (130).

5. Kuersetin lipofilik bir antioksidandir ve lipid tabakalarinin arasina yerleserek lipid
hasarini 6nleyici etkiye sahiptir (131).

Ksantin oksidaz SOR’un kaynagidir. Iskemi sonrasi reperfiizyon fazinda XO molekiiler
oksijenle reaksiyona girerek siiperoksit radikali olusturur. Kuersetin, XO aktivitesini inhibe

ederek oksidatif hasar1 azaltir (127). Kuersetin ayn1 zamanda GST aktivitesini de arttirarak
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oksidatif stresi azaltir ve mutajenik ksenobiyotikleri detoksifiye eder (132). Kuersetinin
antioksidan etkisinden sorumlu diger mekanizma ise Fe*? ve Cu™ iyonlar1 araciligi ile "OH

radikali olusumunu 6nleyerek oksidatif hasara karsi ¢ok gii¢lii koruma yapmasidir (133, 134).

2. 7. Apopitoz
Cok hiicreli bir organizmada hiicre dollenmesinden baglayarak mitoz, farklilasma ve hiicre
Oliimiiniin diizenlenmesi biiylik 6nem tasir. Hiicrenin hayat yolculugundaki olaylari etkileyen
temel faktorlerden bazilar1 sunlardir (135):

e Besin maddelerinin  (oksijen-glikoz gibi enerji gereksinimini karsilayanlar,

aminoasitler gibi yapitaslari) varligi ya da yoklugu,
¢ Biiylime faktorlerinin varlig1 ya da yoklugu,
e Hiicre disindan gelen ve hiicredeki reseptorler araciligiyla hiicreye iletilen 6lim
sinyallerinin varlig1 ya da yoklugu, hiicrenin hasar gérmesi, DNA yapisinin bozulmasi.

Apopitoz, belirli kosullar altinda calisan sinyal kaskadlar serisi tarafindan diizenlenen
hiicrenin gelismesi ve doku homeostazinda gerekli bir siiregtir (136-138). Programlanmig
hiicre 6liimii anlamina gelen apopitozun, daha Onceleri hiicre 6liimiiniin sadece fizyolojik
formu oldugu diisiiniilmesine ragmen; bugiin patolojik hiicre dliimiine de aracilik eden bir
mekanizma oldugu bilinmektedir (139). Bu 6liim sekli ilk kez 1972’de, Kerr ve arkadaslart
tarafindan sonbaharda kuruyan agag¢ yapraklarmim dokiilmesini anlatan ‘apoptosis’ sozciigi
ile anilmistir (140). Hiicrenin fizyolojik 6liimiine embriyonik donemde ekstremitelerin ve igi
bos organlarin olusumu, fetiiste Wolf ya da Miiller kanallarinin korelmesi, merkezi sinir
sistemi gelisiminde néron sayisinin diizenlenmesi, dogumdan sonra T ve B lenfositlerin
se¢imi O0rnek olarak verilebilir. Ayrica patolojik olarak da apopitoz DNA’s1 agir hasar géren
ya da viriisle infekte hiicrelerin 6liimiinii saglamada temel rol oynar (141).

Apopitozun engellenmesi ile gelisimsel anomaliler, otoimmiin hastaliklar ve kanserler
ortaya cikarken, bu siirecin asir1 caligmasiyla da dejeneratif kas ve norolojik hastaliklar
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meydana gelebilmektedir. Apopitoz hiicre diizeyinde inhibitdr ve promotor molekiiller
tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu molekiillerin dengede tutulmasi hiicre
Oliimiiniin ya da yasaminin devaminda en 6nemli belirleyicilerdir (142, 143).

Apopitoza giden hiicredeki morfolojik degisimler karakteristiktir. Hiicre boyutunda
kiigilme olur ve niikleer piknoz (kiiciilme) meydana gelir. Cekirdek zarinin altindaki
kromatin yap1 kondanse olarak kompakt bir hal alir. Hiicre DNA’st parcalanarak
niikleozomlar olusturacak sekilde boliinlir. Bunu sitoplazmik membranda “balonlasma” ve
apopitotik “bleb” olusumu takip eder. Hiicre tamamen pargalanarak, “apopitozom” adi
verilen kiigiik pargaciklara ayrilir. Apopitozomlarin i¢inde organel pargalari ve pargalanmig
¢ekirdek taneleri bulunur.  Apopitoza ugrayan hiicre makrofajlari uyarmak suretiyle
apopitozomlarin fagosite edilmesini saglar ve bu siire¢ apopitotik parcagiklarin makrofajlar
tarafindan fagosite edilerek dokudan hizla uzaklastirilmasiyla tamamlanir. Bu tip hiicre
oliimiinde inflamatuar reaksiyon goriilmez ve komsu hiicreler zarar gérmez (138, 142, 144).

Apopitozun en o6zgiin yoni, hiicre igi Ca*? ve I\/Ig+2 bagimli endoniikleaz enziminin
aktivasyonu ile kromozomal DNA’nin interniikleozomal bolgelerinden yaklasik 180-200 baz
cifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak sekilde parcalanmasidir. Bu
durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii imajmnin (ladder pattern) ortaya
¢ikmasina neden olur (145).

Apopitotik hiicrede goriilen 6nemli degisikliklerden biri de normalde plazma membraninin
i¢ yiiziinde bulunan fosfatidilserinin erken evrede membranin dis yiiziine transloke olmasidir
(phosphatidylserine translocation). Bu mekanizma apopitotik hiicrelerin komsu hiicreler ve
makrofajlar tarafindan taninmasini saglar (146).

2.7. 1. Apopitozun mekanizmasi

Apopitoz temel olarak iki yolla baslatilir:
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e Hiicre dis1 kaynakl1 yol (ekstrensek); Oliim sinyalleri, TNF a varligi, biiyiime faktorii
yoklugu,

e Hiicre i¢i kaynakli (intrensek) veya mitokondri/sitokrom-c aracili yol; DNA hasari
sonucu genotoksik stres, endoplazmik retikulum stresi ya da mitokondriden tetiklenen
yol

Bununla birlikte apopitoz, bir proapopitotik bcl-2 ailesi {iyesi olan Bad’in

fosforillenememesi sonucu aktiflesmesi ve bdylece mitokondriden apopitozu baslatic1 bir
faktor olan sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi yoluyla da gergeklesir. Apopitozu
baglatan bir bagka neden ise, sitotoksik T lenfositlerinden salinan granzim B’lerin hedef
hiicrede kaspaz sistemini aktiflestirmesidir. Apopitoz ayrica SOR’un (oksidatif stres)
mitokondri, plazma membrant ve DNA iizerinde olusturabilecegi hasarlara bagl olarak da
baslatilabilir (147).

2. 7. 2. Hiicre dis1 uyarilarla apopitozun tetiklenmesi (ekstrensek yol)

Apopitoz, 6lim reseptorleri ad1 verilen, birbirleriyle yapisal olarak akraba olan birkag¢ reseptor
tarafindan uyarilir. En iyi bilinen &rnekleri TNF-o. ve Fas (CD95) reseptorleridir. Oliim
reseptorleri hiicre zari i¢ine tutunmus, bir ucu hiicre disina, bir ucu hiicre i¢ine bakan, hiicre
i¢i tarafinda prokaspaz-8’in aktiflesmesini saglayan bir 6liim bolgesine (death domain) sahip
olan reseptorlerdir. Hiicre zarinda bulunan kendileri i¢in 6zgiin reseptorlere (FasL, TNFR-1)
baglanan ligandlar reseptoriin trimerik (ii¢ bilesenden olusan) bir yapiya doniismesine yol
acarlar ve hiicre icinde adaptor molekiiller adi verilen bir dizi molekiille etkileserek
prokaspaz-8’i iki farkli biiyiikliikte pargaya boler. Baslatici kaspaz denen aktiflesen kaspaz-8,
inaktif durumdaki proenzimler olan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’nin bir zincir bigiminde
aktiflesmesine yol agar. Aktiflesen tiim kaspazlar hiicredeki makromolekiilleri pargalayarak

tipik apopitoz morfolojisinin olusumuna yol agarlar (148-150).
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Sekil 14: Hiicre dis1 uyaranlarla (ekstrensek yol ile) hiicrenin apopitoza gidisi.

Apopitoz genotoksik ajanlarin etkisiyle olusan agir DNA hasarina yanit olarak p53’iin

indiiksiyonuyla da baslatilabilir. indiiklenen p53, bir pro-apopitotik gen olan bax’in
indiiksiyonuna yol acarak apopitozu baslatir. p53, bax’in indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve
DRS5 gibi hiicre yiizey 6liim reseptorlerini de indiikleyerek apopitozu baslatabilir. Apopitoz
biliyime faktorlerinin eksilmesiyle de baslatilabilir. Hiicre kiiltliir ortaminda biiyiitiilen
hiicrelerin serum agligina maruz birakildiklarinda apopitoza ugradiklart goriilmiistiir (151,
152).
2.7. 3. Apopitozda hiicre ici yol (intrensek yol) (mitokondri/sitokrom-c aracili apopitoz)
Hiicre i¢i apopitotik yolda mitokondri gorev alir. Bu yol aslinda hiicre dis1 ve hiicre igi
etkenlerin ortaklastigi bir mekanizmayla olusturulur. Ister hiicre ici isterse hiicre disi
mekanizmayla baslamis olsun, apopitotik siire¢ kaspazlar adi verilen proteolitik enzimler
tarafindan gerceklestirilir.

DNA hasari, radyasyon, kemoterapdtik ilaglar, oksidatif stres, hiicre i¢i kalsiyum

seviyesinde artig, hiicre i¢ci pH’da diisme ve metabolik bozukluklar sonucu hiicre i¢inden
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kaynaklanan sinyaller apopitotik siireci baslatabilirler. Mitokondri sitoplazmik kalsiyum
artis, oksidatif stres, fosfolipidlerin pargalanmasi, lipid yikim tirlinleri ile de hasarlanabilir ve
bu nedenle ATP sentezlenemez. Olusan mitokondriyal stres sonucu dogrudan ya da dolayl
olarak mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c c¢ikisi olur. Sitokrom c’nin sitoplazmaya
sizmasi intrensek Olim yolaginda anahtar olaydir. Sitoplazmaya salinan sitokrom-c,
mitokondriden salinan apopitotik proteaz aktive eden faktor-1 (Apaf-1)’e baglanir. Bu yapiya
ATP ve prokaspaz-9’un eklenmesiyle apopitozom adli kompleks olusur. Daha sonra

prokaspaz-9, aktif kaspaz-9’a doniiserek efektor kaspazlardan prokaspaz-3’i aktiflestirir,

kaspaz-3 aktiflesir ve hiicre apopitoza gider (153, 154).

ligand

Ekstrinsik yolak

Joydasal

q L'gzedsexo;d

mitokondri

; Kaspaz 8, 10
SitokromC

T—' _ Prokaspaz3,6,7

v

""-.,_ _.,.-"‘ Effektor kaspaz 3, 6, 7
!

Substrat proteinlerinin ayrilmasi

.
.
.
.
.
.
.
.
.
-
-
-
-
-
-
»
-
.
.
«
*
»
»
D)

Sekil 15: Apopitotik siireg (intrinsik ve ekstrinsik yol ile) ve bu siiregte yer alan proteinler (155).

Mitokondriden salinan sitokrom c¢ ve proapopitotik molekiiller (Bcl-2) kaspazlar igin
aktivator rol oynarlar. Mitokondrinin aktivasyonuna yol agan en dnemli faktor Bcl-2 ailesidir.

Hem proapopitotik (Bax, Bak, Bim) hem de antiapopitotik (Bcl-2 Bcl-xL) tiyeleri olan bu
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ailenin mitokondri lizerindeki etkileriyle, sitokrom-c’nin sitoplazmaya saliverilmesi baslatilir
(apopitozun baglamasi) veya baskilanir (apopitozun inhibisyonu). Sitokrom-c’nin
mitokondriden sitoplazmaya salinmasi apopitotik siiregte irreversibl noktay1 gosterir (156-
158).

2. 7. 4. Apopitoz mekanizmasinda yer alan molekiiller

Apopitoz mekanizmasinda Bcl-2 gen ailesi ve kaspazlar rol oynar.

Apopitotik proteinler: Bcl-2 gen ailesinin (B hiicre lenfosit/losemi-2), apopitozu
indiikleyen pro-apopitotik (Bax, Bid, Bim, Bcl-x5, Bad, Bak vs.) ve apopitozu baskilayan
antiapopitotik (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, E1B-19K, CED-9) alt gruplart bulunmaktadir (159).
Hiicrenin yagamini siirdiirmesinde bu iki grubun arasindaki denge (Bax/Bcl-2 orani) ¢ok
onemlidir. Sayet Bax/Bcl-2 orani yeterince artarsa, sitokrom ¢ mitokondriden salinmakta ve
bir seri basamak yoluyla caspase-3 aktive olmaktadir (160). Bcl-2’nin asir1 ekspresyonunun,
sitokrom ¢ salinmasini ve kaspaz-3’ iin aktive olmasini inhibe ederek apopitozu engelledigi
gosterilmistir (161).

Kaspazlar: Kaspazlarin bugiine kadar ondan fazla farkli tiiri tanimlanmistir. Kaspazlar
sitoplazmada inaktif proenzimler halde bulunan proteazlardir. Kaspazlar, aktif katalitik
bolgelerinde sistein igerdiklerinden ve substratlarini aspartik asit bulunan 6zgiil bir bolgeden
kestiklerinden dolay1 bu sekilde isimlendirilmislerdir (caspase=cysteine-dependent aspartate
spesific proteases) (162, 163).

Kaspazlar apopitotik siiregte selale tarzinda birbirlerini aktiflestirerek hiicreyi apopitoza
gotiiriirler. Bazilar1 baslatici kaspazlar (kaspaz-2, 8, 9 ve 10), bazilar1 da efektor kaspazlar
(kaspaz-3, 6, 7) olarak gorev alirlar. Baslatic1 kaspazlar, 6liim sinyallerini efektor kaspazlara
iletirken; efektor kaspazlar hiicre iskelet proteini olan aktin, niikkleer membran proteini olan

laminin A, DNA tamirinde rol alan poli adenozin difosfat (ADP) ve riboz polimeraz gibi
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proteinleri pargalayarak apopitotik hiicre morfolojisini meydana getirirler. Inflamatuar
kaspazlar ise (kaspaz-1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) lenfokin iiretiminden sorumludurlar (149, 164).

Ca*?% Hiicre ici sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan Ca™ da apopitozda rol alir.
Hiicre igindeki Ca*® miktarindaki artig da hiicreyi apopitoza gotiiren nedenlerden birisidir.
Sitoplazmadaki Ca*? iyonu miktarindaki hafif artis, c-myc, c-fos ve 1s1 sok proteinlerini
harekete gecirerek hiicrenin apopitoza gitmesine neden olur.

Apopitoz inhibitor proteinler (IAP): Bu viral inhibitorler, direkt olarak kaspazlari inhibe
ederek apopitozun ilerlemesini engellerler. Apopitozu baskilayan protein grubu olan endojen
IAP ailesinin tiyeleri (cIAP-1 ve 2, XIAP, Livin, Survivin ) 6zellikle kaspaz-3, 7 ve 9’u inhibe
ederler (165).

2. 7. 5. Reaktif oksijen radikalleri ve apopitoz

Apopitoz, fazla miktarda olusan SOR’un mitokondri, hiicre membrani ve genom iizerinde
olusturabilecegi hasarlara bagli olarak meydana gelebilmektedir. Bir calismada, TCDD
(2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin) uygulanmasi ile testiste SOR seviyelerinde artis
gozlendigi, bunun da mitokondriyal membran potansiyelindeki kayba aracilik ettigi 6ne
stirilmiisttir (166). Serbest radikal olan peroksinitrit’in (nitrik oksit ve siiperoksitin etkilesimi
ile olusur) hiicre serilerini apopitoza gotiirdiigli goriilmistiir (167, 168).

2. 7. 6. Apopitotik hiicre 6liimiiniin saptanmasi
Apopitozun neden oldugu morfolojik degisiklikler, cesitli yontemler kullanilarak 1s1k
mikroskopu ile gortilebilir.

1. TUNEL yontemi

Apopitotik hiicre fraksiyonlari, ilk kez Gavrieli ve arkadaslari tarafindan tanimlanan

‘Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling’ (TUNEL)
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yontemiyle belirlenebilir ve sayilabilir (169). Bu yontemle yalnizca apopitotik ¢ekirdekler
boyanir. Apopitotik sinyaller DNA {izerinde kiriklar olusturur. Aciga c¢ikan DNA
pargaciklarinin serbest 3'-OH uglarina terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) araciligiyla
biotinle isaretlenmis ve isarctlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile
isaretlenmis niikleotidler, streptavidin peroksidaz konjugati ile tespit edilir. Diaminobenzidine
(DAB), isaretlenmis Ornek ile tepkimeye girerek DNA kirigr bolgesinde ¢oziinemeyen bir
substrat olusturur. Mayers hematoksilen ile zit boyama yapilarak islem sonlandirilir (170,
171).

Normal veya proliferatif nukleusta DNA 3’-OH uglarinin sayisi az oldugundan genellikle
boyanma olmaz. TUNEL teknigi ile apopitoz erken doénemde, kromatin yogunlasmasi
basladiginda ve daha az dizi kiriklar1 oldugunda, hatta nukleusta biiyiik morfolojik degisimler
baslamadan once tespit edilir (172).

2. Kaspaz-3 yontemi

Apopitoza ugramis hiicreler kaspaz-3’iin immiinohistokimyasal olarak gosterilmesiyle
tespit edilebilirler. Kaspaz-3 apopitozda merkezi role sahiptir. Normal bir hiicrede inaktif olan
prokaspaz-3, hiicrenin apopitoza gitmesiyle aktif kaspaz-3 molekiilii haline déniismeye baslar.
Sadece apopitotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3’tiir. Bunun igin, dokunun kaspaz-3
eksprese ettiginin bilinmesi ya da ¢alisilan dokuda apopitoza yol acan ajanin kaspaz-3’ii kirip

kirmadiginin bilinmesi gerekir (173).
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3. MATERYAL ve METOD

Fatih Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenen (Proje No:
P53011108_Y) ve Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanan bu ¢alisma, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezi’nde (GUDAM) yapilmustir.

3. 1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakimi

Calismada GUDAM  dan temin edilen 24 adet, 60 giinliik, 250-300 gram agirliginda, Sprague-
Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar kendi iglerinde grup igi rat agirliklarinin ortalama
ayni degerlerde olmasina dikkat edilerek rastgele 4 gruba ayrildi ve her grup rastgele secilen 6
hayvandan olusturuldu (n=6). Deneyde kullanilan tiim ratlarin deney basinda ve sonunda
agirliklar tartildi. Ratlar 10 giin boyunca oda 1sisinda, 12 saat karanlik - 12 saat aydinlik 151k
dongiistinde, polikarbon kafeslerde tutuldu. Ratlarin beslenmesi i¢in standart hazir pellet yem
ve ¢esme suyu kullanildi. Ratlarin yem ve su tiikketiminde herhangi bir sinirlama yapilmadi.

3. 2. Calismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler

CuClz (Merck) Na-K tartarat (Sigma)
BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma)

Folin ciocalteu’s fenol (Sigma)

XO (Ksantin oksidaz) (Sigma)
O-dianisidin (Sigma)

TBA (Tiyobarbitiirik Asit) ( Sigma)
TCA ( Trikloroasetik asit ) (Sigma)
TEP (Tetraetoksipropan) (Sigma)
NBT (Nitrotetrazolium Blue) (Sigma)

Na,CO3; (Merck)

NaOH (Merck)

CuSOq. 5H,0 (Merck)
H,0, (Merck)

EDTA (Sigma)

HCI (Merck)

Fosfat Tamponu (Merck)
K-PO,4 (Merck)

Na,HPO,. 2 H,0 (Merck) HETAB (Hexadecyltrimethylammoium

Bromid) (Sigma)

KH,PO,4 (Merck)

Amonyum siilfat (Merck) MTX (Methotrexate 25mg/ml injectable,

Kloroform (Merck) Hospira)

Ksantin (Sigma) Kuersetin (Quercetin) (L21600, Enzo Life
Sciences)
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TUNEL Kiti (GenScript, L00290)
Kaspaz-3 antikor (caspase-3 antibody,
Millipore, AB3623)

Etanol (Merck)

Ketamin (Ketalar 50 mg/ml, Pfizer)
Ksilazin (Alfazyne 20 mg/ml, Alfasan)
Notral formalin (Merck)
Hematoksilen- Eozin (Leica)

PAS (Periodic Acid Shiff)

(Bio Optica)

Ksilen (Merck)

Streptavidin Peroxidase (Thermo
Scientific)

AEC Subsrate ve AEC Cromogen (Thermo
Scientific)

Mayers Hematoksilen (Bio Optica)
Citrate Buffer (Thermo Scientific)
Biotinylated Goat Anti-Polyvalent
(Thermo Scientific)

Phosphate buffered saline (PBS) (Thermo
Scientific)

Ultra V Blok (Thermo Scientific)

3. 3. Cahsmada Kullanilan Cihazlar ve Diger Malzemeler

Erigkin erkek Spraque Dawley rat (24 adet)
Teflon metal uclu homojenizator (IKA,
T18 basic Ultra- Turrax)

Derin dondurucu (-80 °C) (Sanyo Ultra
Low MDF U4086S)

Santrifiij (Niive NFS8OOR)
Spektrofotometre (Shimadzu)

Hassas Terazi (Mettler Toledo)

Vorteks (VWR International)

pH metre (Mettler Toledo)

Su banyosu (Memmert prolab)

3. 4. Deneysel Calisma Gruplari

Etiiv (red-LINE by BINDER)

Mikroskop (Olympus BX35)

Dijital fotograf makinesi (Olympus DP70)
Mikrotom (Leica 2265)

Doku takip cihazi kapali sistem (Shandon
Excelsior)

Buzdolabi (Beko)

Cesitli hacimlerde ayarlanabilir hacimli
otomatik pipetler ve cam pipetler.

Cesitli boyutlarda cam ve polipropilen

deney tiipleri ve eppendorf tiipler.

Kontrol grubu (Grup I) (n=6): Herhangi bir uygulama yapilmadan ratlara 9 giin boyunca

hergiin serum fizyolojik (SF) (% 0.9’luk NaCl) 0.5 cc, intraperitoneal (i.p.) yoldan enjekte

edildi.

Metotreksat grubu (Grup I1) (n=6): ilk iki giin SF (0.5 cc/i.p.) enjekte edildikten sonra

deneyin 3. giiniinde tek doz MTX (20mg/kg/i.p.) uygulandi (65, 174, 175). MTX

uygulamasindan sonra 6 giin daha SF (0.5 cc /i.p.) uygulanmaya devam edildi.
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Metotreksat + Kuersetin grubu (Grup 111) (n=6): ilk iki giin kuersetin (50 mg/kg/oral)

verildikten sonra 3. giin tek doz MTX (20mg/kg/i.p.) uygulandi. Sonrasinda kuersetin (50

mg/kg/oral) uygulanmasina 6 giin daha devam edildi.

Kuersetin grubu (Grup 1V) (n=6): 9 giin boyunca hergiin ratlara kuersetin oral yoldan 50

mg/kg olarak verildi (Tablo 1).

Deney sonunda 10. giin tim ratlar ketamin (50mg/kg/i.p.) ve ksilazin (10mg/kg/i.p.)

anestezisi altinda sol ventrikiillerinden kanlar1 alinarak sakrifiye edildi. Hayvanlara ait

bobrekler uygun sekilde cikartildi. Ratlara ait sag bobrekler histopatolojik incelemelerde

kullanilmak tizere % 10’luk nétral tamponlu formaldehid soliisyonuna alindi. Sol bobrekler

ise biyokimyasal ¢alismalarda kullanilmalari amaciyla, ilk asamada sivi azot tankina alindi;

daha sonrasinda -80 °C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi.

GUN
1.GUN 2.GUN 3.GUN 4 GUN 5.GUN 6.GUN 7.GUN 8. GUN 9.GUN |10.GUN
GRUP
oo SF(ip) | SEGp) | SF(p) | SF@p) | SF(ip) | SF(ip) | SF(p) | SF(ip) | SF(ip)
11. GRUP - . Metotreksat . . . . . .
(METOTREKSAT) SF (ip.) SF (ip) (20mg/kg/ip) SF (ip) SF (ip.) SF (ip) SF (ip) SF (ip) SF (ip.) g ) B
220
E H
T
1II. GRUP Kuersetin | Kuersetin Metotreksat Euersetin | Kuersetin | Kuersetin | Kuersetin | Kuersetin | Kuersetin | =t
(METOTREESAT + | (30mgkg | (30mgkg/ . - (30mglkg | (30mgkg | (S0mgkg | (30mgke | (30mglkg | (30mglkg/ m
: (20mg/kg/ip.)
EUERSETIN) oral) oral) - oral) oral) oral) oral) oral) oral)
v Kuersetin | Kuersetin X . Kuersetin | Kuersetin | Kuersetin | Euersetin | Kuersetin | Kuersetin
%KL‘ERRSIE%'} (30mgkg’ | (50mg/ke 50 uerietm | (30mgke’ | (30mgkg | (30mgke’ | (50mgke’ | (30mgkg | (30mg/lg/
oral) oral) (30mg/kg/oral) oral) oral) oral) oral) oral) oral)

Tablo 1: Deneysel calisma gruplar:.
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3. 5. Histolojik Yontemler
Histopatolojik incelemeler igin ¢ikarilan bobrek dokulart %10’luk ndétral tamponlu

formaldehid soliisyonunda tespit edildikten sonra dehidratasyon asamalarindan gegirilerek

parafin ile blokland1 (Tablo 2).

Sira No Kullanilan Madde Siire

1 % 70 Alkol 1 saat
2 % 90 Alkol | 1 saat
3 % 90 Alkol Il 1 saat
4 % 96 Alkol | 1 saat
5 % 96 Alkol Il 1 saat
6 % 100 Alkol 1 45 dk
7 % 100 Alkol I 45 dk
8 % 100 Alkol 111 45 dk
9 Ksilol | 1 saat
10 Ksilol I 1 saat
11 Ksilol 111 1 saat
12 Yumusak Parafin 1 saat
13 Y. Parafin + Sert Parafin 1 saat

[EEN
IS

Sert Parafin 3 saat

Tablo 2: Histolojik takip basamaklari.

Parafin bloklardan mikrotom ile 4 mikron kalinliginda kesitler alindi. Deparafinizasyon ve
rehidrasyon asamalarindan sonra kesitlere rutin Hematoksilen-Eozin (HE) ve PAS boyamalari
uyguland1 (Tablo 3). Preparatlar 151k mikroskobu altinda incelendikten sonra dijital fotograf

makinesi ile fotograf ¢ekimleri yapildi.

Kullanilan Madde Siire

Ksilen (1) 10 dk
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Ksilen (I1) 10 dk

Ksilen (1) 10 dk

% 100 (Absolii) Alkol 2 dk

% 96 Alkol 2 dk

% 80 Alkol 2 dk

% 70 Alkol 2 dk

Cesme Suyu 2 dk
Hematoksilen 4-8dk

Cesme Suyu 4 dk

Eozin 1-2dk

% 80 Alkol 2 kez daldir ¢ikar
% 96 Alkol 2 kez daldir ¢ikar
% 100 (Absolii) Alkol 5 dk

Ksilen (I) 10 dk

Ksilen (I1) 10 dk

Ksilen (1) 10 dk

Entellan ile kapatma

Tablo 3: Hematoksilen-Eozin boyama protokolii (Hiicrelerin niikleuslar1 hematoksilen ile mavi-mor boyanirken,
sitoplazma eozin ile pembe renkte boyanir).

Her gruba ait bobrek kesitleri histolojik olarak tiibiiler atrofi, tiibiiler nekroz, tiibiiler
vakuoler dejenerasyon, Bowman mesafesinda daralma, glomeriiler fibrozis ve vaskiiler
konjesyon bulgular1 dikkate alinarak 11k mikroskobunda incelendi. Herbir kesit 0-3 arasinda

(siras1 ile hasar yok, az hasar, orta derecede hasar, siddetli hasar) skorlandi (97, 176, 177).

Normal bobrek 0 (0)
Az hasar +(1)
Orta derecede hasar ++(2)
Siddetli hasar +++ (3)
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3. 6. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick End
Labeling) Yontemi

Apopitozun saptanmasinda rutin kullanilan yontemlerden birisidir. Apopitotik sinyaller DNA
iizerinde kiriklar olusturur ve 3’-OH uglan agiga cikar. Bu bolgenin TdT araciligiyla
isaretlenmesine dayanan bir yontemdir (178).

1. Deparafinizasyon ve rehidrasyon
1. Lamlar oda 1s1sinda 2x5 dk ksilene daldirildi.
2. Lamlar oda 1s1sinda 2x3 dk %100’liik etanole daldirildu.
3. Lamlar oda 1s1sinda 2x3 dk % 95°lik etanole daldirildi.

4. Lamlar oda 1s1sinda 2x5 dk PBS ile yikanarak kesitlerin etrafi dikkatle kurulandi.

2. Spesmenin gecirgenliginin arttirilmasi
1. Proteinaz K; PBS igerisinde 1:10 diliie edilerek lam basina 20 ug/ml uyguland: (Proteinaz
K’nin 1 pl’si, 10 mM PBS’nin 99 ul’sine eklenerek karistirildi).
2. Kesitlerin tamami 20 pg/ml proteinaz K’nin 100 pl’si ile kaplandi. Oda 1sisinda 15 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin asilmamasina dikkat edildi. Dokularm kurumasimi
engellemek icin nemli kamara kullanild.
3. Lamlar enzimatik reaksiyonu durdurmak icin 2x2 dk distile su ile durulandi.
4. Lamlar 2x5 dk PBS ile yikandi.

3. Endojen peroksidaz inaktivasyonu
1. % 30’luk H,0, PBS i¢inde 1:10 diliie edildi (lam basina 10 ul % 30 H,0; ile 90 pl PBS
karistirildi).
2. 100 pl % 3 Hy0, ile kesitler kaplandi. 15 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sliresinin agilmamasina dikkat edildi. Dokularin kurumasini engellemek i¢in nemli kamara
kullanildi.

3. 2x5 dk PBS ile duruland.

51



4. Dengeleme ve isaretleme reaksiyonu
1. 75 pl TdT dengeleyici tampon (equilibration buffer) ile kesitler kaplandi. 10 dk oda
1s1sinda inkiibe edildi.
2. Lam basma 77 pl TdT isaretleme reaksiyon karigimi ve 33 pl TdT enzimi (3:1 oraninda)
mikrofiij tlibline transfer edildi ve hafifce karistirildi.
3. Kesitlerdeki TdT dengeleyeci tampon aspire edildi. Yikama islemi uygulanmadan bir
sonraki agamaya geg¢ildi.
4. Hemen 55 pl TdT isaretleyici reaksiyon karisimi (daha 6nce hazirlanmig olan) herbir
kesitin lizerine uygulandi.

5. Lamlar nemli kamarada kapag1 kapatilarak 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

5. isaretleme reaksiyonunun sonlandirilmasi
1. 1 ml Stop/Wash Buffer 34 ml distile su ile karistirilarak soliisyon hazirlandi.
2. Kesitler 100 pl Stop/Wash soliisyonu ile kaplandi. Oda 1sisinda 10 dk inkiibe edildi.
3. 2x5 dk PBS ile durulanda.
6. Tespit
1. Spesimen 65 pl Anti-Digoxigenin-Peroxidase ile tamamen kaplandi. Oda 1sisinda 30 dk
inkiibe edildi.
6. 2x5 dk PBS ile durulanda.
7. 100 ul DAB soliisyonu ile kesitler kaplandi. Karanlikta oda 1si1sinda 6 dk inkiibe edildi.
8. Lamlar dH»O ile duruland.
7. Zat boyama
1. Hemen kesitler 100 ul Mayers Hematoksilen zit boyas1 ile kaplanda.
2. Oda 1s1sinda 1 dk inkiibe edildi.
3. Lamlar ¢cesme suyu ile durulanda.

4. Lamlar % 95 etanole 1x3 dk daldirild.
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5. Lamlar %100 etanole 3x3 dk daldirildi.

6. Lamlar ksilene 2x5 dk daldirildu.

6. Kesitlerin iistii entellan ve lamel ile kapatildi.

Bu islemlerden gecirilerek boyanan doku kesitleri 1s1k mikroskobunda degerlendirildi.

3. 7. Apopitotik Indeks (APOI)

Tiim gruplara ait deney hayvanlarinin bobrek doku kesitlerinde apopitoz tayini icin TUNEL

boyamasi uygulandi. Doku kesitlerinde ayrica APOI’nin tespiti, 151k mikroskobunda 40’lik

objektifte (x 400) rastgele segilen 10 alanda glomertil, tiibiillerde ve interstisyel alanlarda

pozitif olarak igaretlenen apopitotik niikleuslar sayilarak asagidaki formiile gore yapildi (179).
APOI = Apopitotik nukleus sayis1 / Toplam hiicre sayis1 X 100

3. 8. Kaspaz-3 Yontemi

Formaldehidde tespit edilerek hazirlanan parafin bloklardan polilizinli lamlara 4 mikron

kalinliginda kesitler alind1. Kesitler 30 dk boyunca 60 °C’lik etiivde bekletildikten sonra

etiivden ¢ikarildi ve deparafinizasyon amaciyla 10 dk ksilende bekletildi. Daha sonra, 5 dk

absolu alkolde, ardindan 5 dk % 96’lik alkolde bekletildi. islem sonras1 kesitler distile suya

alind1 ve 5 dk bekletildi. Distile sudan c¢ikarilarak antijen retrieval uygulamasi i¢in %10°luk

sitrat buffer tamponu (pH: 6) icerisinde mikrodalgada asamali olarak kaynatildi (350 Watt 5

dk, 500 Watt 5 dk, 700 Watt 10 dk) ve yine ayn1 tampon i¢inde 20 dk oda 1sisinda sogutuldu.

Distile suya alindi. Distile sudan gegirilen kesitlere % 3’liik H,O, bloking soliisyonu

damlatilarak 10 dk bekletildi. Sonra PBS ile yikandi ve zemin boyanmasini engellemek i¢in

Ultra V blok ile kesitler 5 dk inkiibe edildi. Bu islem sonrasi, kesitler yikanmadan, tistiindeki

bloking soliisyonu akitilarak primer antikor kaspaz-3 antikoru (anti-caspase-3 antibody)

(Millipore, cat no: AB3623, 1:100 diliisyon) damlatildi ve 1 saat inkiibe edildi. Yapilan

islemler sonrast PBS’te 5 dk siireyle yikanan kesitlere biotin (Biotinylated Goat Anti-

Polyvalent) damlatilarak 20 dk siireyle inkiibasyon uygulandi ve PBS’de tekrar yikandi.
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Streptavidin peroksidaz damlatilarak tekrar 20 dk siireyle inkiibasyon yapildi ve bir kez daha
PBS'de yikandi. AEC Substrat ve AEC Kromojen (2:1) oraninda karistirildi ve kesitler
iizerine damlatildi. 15 dk bekletildi. Ardindan distile suda 3 dk siireyle yikandiktan sonra zit
boyama i¢in Mayers hematoksilenle kesitler 1 dk boyandi. Cesme suyunda iyice yikandiktan
sonra lamlar kurutularak vision mount ile kapatildi ve 151k mikroskobunda degerlendirildi.
Her bobrek doku kesitine ait kaspaz-3 degerlendirilmesi, 151k mikroskobunda 40’lik objektif
ile (x 400) rastgele segilen 10 alanda immun boyamanin degerlendirilmesiyle yapildi (O:
boyanma yok, 1: hafif siddette boyanma, 2: orta siddette boyanma, 3: siddetli boyanma)
(180).
3. 9. Biyokimyasal Calismalar
3.9. 1. Serum ve doku érneklerinin saklanmasi
Biyokimyasal ¢alismalar i¢in hayvanlarin sol ventrikiillerinden kan Ornekleri alindi ve
biyokimya tiiplerine konuldu. Ornekler tiiplerde 5 -10 dk bekletildikten sonra 3000 - 5000
devirde (rpm) 10 dk santrifiij edilerek serum elde edildi. Serum kisimlar1 ependorf tiiplerine
almarak enzim calismalar1 i¢in -80 °C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi. Hayvanlardan
cikarilan sol bobrekler ise doku calismalari ig¢in 6ncelikle iki ayr1 SF ile dolu beher kabinda
yikandiktan sonra spangla suyu alindi ve aliiminyum folyoya sarilip etiketlendikten sonra
once s1v1 azota sonrada -80 °C’lik derin dondurucuya kaldirilds.

Serumda ve dokuda MDA diizeyi, SOD ve XO enzim aktiviteleri ve NO miktar1 ve MPO
diizeyi calisildi.
3. 9. 2. Dokularin homojenizasyonu ve deney icin hazirlanmasi
Dokular, ¢aligma giliniinde dondurucudan alinarak agirliklarinin 5 kat1 hacimde (% 20 w/v) SF
icinde homojenize edildi. Doku homojenatlar1 4000 x g’de 20 dk siireyle santrifiij edildikten
sonra elde edilen silipernatanlarda protein konsantrasyonlari Lowry yontemiyle belirlendi ve

uygun seyreltmelerle ayn1 doku tiirli i¢in tiim siipernatanlarin protein konsantrasyonlari
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esitlendi. Bu siipernatanlarda oksidan ve antioksidan parametreler (MDA diizeyi, SOD ve XO
enzim aktiviteleri, NO miktar1) spektrofotometrik yontemle Sl¢iildi.
3.9. 3. Protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi
Doku homojenatlarindan elde edilen silipernatanlarin  protein konsantrasyonlarmin
belirlenmesinde Lowry protein 6l¢iim yontemi kullanildi (181). Bu yontem fosfotungstik asit
ve fosfomolibdik asitin (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi), protein- Cu*? kompleksi ile
proteinlerin triptofan ve tirozin igeren rezidiileri tarafindan, molibden mavisi ve tungsten
mavisi olusturmasi prensibine dayanir. Olusan kompleksin absorbanst 700 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak dl¢iiliir.

Kullanilan reaktifler:
0.1 N NaOH i¢inde 32 kistm %2 Na;COs3, 1 kisim %2 Na-K Tartarat, 1 kisism CuSO4karigimi
Folin ciocalteu’s Phenol: Distile su ile 1/1 oraninda diliie edildi.
Standart: Img/ml bovin serum albumin (BSA)
3. 9. 4. Serum ve dokuda SOD aktivitesi ol¢iimii
Sun ve arkadaglarinin metoduna gére hesaplandi (182). Yontem, ksantin-ksantin oksidaz
sistemi tarafindan meydana getirilen siiperoksit radikalinin SOD enzimi tarafindan ortadan
kaldirllamadiginda reaksiyon ortaminda bulunan nitroblue tetrazolium (NBT) bilesiginin
indirgenmesi temeline dayanir. Indirgenmis NBT, 560 nm dalga boyunda en uygun
absorbansi veren menekse rengi olusumuna yol agar. Ortamda SOD aktivitesi mevcutsa bu
rengin olusumu dnlenecektir. Buna gére SOD aktivitesi (1 U-Unite), NBT nin indirgenmesini
% 50 inhibe eden enzim miktaridir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Kullanilan reaktifler:
Reaktif karigimi: 3 mM stok ksantin, 0.6 mM EDTA, 150 uM NBT, 400 mM Na,COsg, 1 gr/l
BSA

Ksantin oksidaz: 2 M (NH,),SOy ile diliie edilerek taze hazirlandu.
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0.8 mM CuCl;

3. 9. 5. Serum ve dokuda XO aktivitesi ol¢iimii

Bu yontemin esas1 ksantinden ksantin oksidaz enzimi yardimiyla {irik asit olusumu ve olusan
iirik asitin 293 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiilmesidir. Olusan iirik asitin

absorbansi XO aktivitesiyle dogru orantilidir.

Kullanilan reaktifler:
Fosfat tamponu (pH 7.5; 50 mM fosfat; 0.5 mM EDTA); 0.5 gr KH,PQOy, 3 gr Na;HPO,4 ve 93
mg EDTA (Disodyum tuzu, dihidrat) tartilip distile suda ¢oziildiikten sonra toplam hacim 500
ml’ye tamamlanir.
Ksantin ¢ozeltisi (2 mM) 7.6 mg kat1 ksantin 25 ml fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanir
(183).
3. 9. 6. Serum ve dokuda MDA diizeyi ol¢iimii
Lipit peroksidasyonunun son {irlinlerinden olan MDA bir oksidasyon gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Dahle’nin spektrofotometrik yonteminin temeli MDA ile tiyobarbitiirik
asitin (TBA) olusturdugu pembe renkli kompleksin 532 nm dalga boyunda verdigi
absorbansin Ol¢iilmesine dayanir. Bu yontemle elde edilen sonu¢ MDA disindaki bazi
maddelerle de bu reaksiyonu verebildigi icin TBA ile reaksiyona giren maddeler (substances)
anlaminda TBARS olarak da adlandirilmaktadir.
Elde edilen sonug, protein konsantrasyonuna (mg/ml) boliinerek nmol/mg cinsinden MDA
degerleri bulundu (184).

Kullanilan reaktifler:
Fosfat tamponu (pH 6; 100 mM): 2.13 gr Na;HPOy ile 11.56 gr KH,POy, tartilip distile suda
¢oziiliip hacim 1 litreye tamamlanarak hazirlanir.

TBA c¢ozeltisi (% 2 w/v) hazirlanmasi: 200 mg kati TBA 10 ml distile suda ¢oziiliir.
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Trikloroasetik asit (TCA % 20 w/v): 100 gr katt TCA’nin 500 ml 0.6 N HCI’de ¢oziilmesiyle
hazirlanir.
Etil alkol: % 95’lik v/v.
3.9.7. Serum ve dokuda NO diizeyi ol¢iimii
Bu yontemin esasi nitrik oksitin asidik ortamda sirasiyla siilfanilik asit ve naftilendiamin
cozeltisi ile reaksiyona girmesiyle olusan rengin 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak ol¢lilmesidir.

Kullanilan reaktifler:
Siilfanilik asit ¢ozeltisi: 180 mg siilfanilik asit 10 ml distile suda ¢oziiliir.
Naftiletilendiamin ¢6zeltisi: 162 mg naftiletilendiamin 10 ml distile suda ¢oziiliir.
HCI: 50 ul HCI 10 ml distile suda ¢oziiliir (185).
3.9. 8. Serumda MPO diizeylerinin belirlenmesi
H,0,’nin homojenat tarafindan oksitlenerek O-dianisidinin rediiklenmesi ve rediikte O-
dianisidinin 410 nm’de spektrofotometrik yonteemle Ol¢iilmesi esasina dayanir. Sonuglar

U/ml protein olarak ifade edildi (186).

Kullanilan reaktifler:
Na-K fosfat tamponu: 500mM/L, pH=7, Potasyum fosfat tamponu 20mM, pH=7.4
Potasyum fosfat tamponu: 50mM, pH=6 (% 0.5 HETAB (hexadecyltrimethylammoium
bromid) ve % 0.146 EDTA igerecek)
H20; (%30’1uk): 1/10 diliie edilir.
O-dianisidin : %1°’lik , HCI: 3 M
3. 10. istatistiksel Analiz
Verilerin istatiksel olarak degerlendirilmesinde “SPSS 16.0 for Windows” istatistik paket
programi kullanildi. Toplam denek sayisinin otuzdan az olmasi sebebiyle istatistiksel

hesaplamalarda nonparametrik testler kullanildi. Gruplarin karsilagtirilmasinda Kruskal
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Wallis testi kullanildi. Gruplarin ikili karsilastirmalarinda ise Mann Whitney U Testi

kullanildi. Elde edilen p degerinin <0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamlilik ifadesi olarak

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4. 1. Viicut Agirhiklar ve Agirhk Kazanglar

Kontrol ve deney gruplarina ait hayvanlarin baslangi¢ ve bitis viicut agirliklart ile agirlik
kazanglar1 Tablo 4’de, viicut agirlik kazanglarinin istatistiksel karsilastirilmasi Tablo 5’de
gosterilmistir.

Gruplar viicut agirlik kazanglar1 bakimindan karsilastirildiginda MTX, MTX + Kuersetin
ve Kuersetin grubunda baslangigtaki viicut agirligina gore azalma goriildi. MTX ile Kuersetin
grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamsizken, MTX + Kuersetin grubundaki agirlik
kazanci kontrol grubu, MTX grubu ve Kuersetin grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli oranda azalma oldugu bulundu (p<0.05) (Tablo 5).

Baslangic Agirhigi (g) Bitis Agirhg () Agirhk Kazanc (g)
Grup N
(Ort £ SS) (Ort £ SS) (Ort + SS)
I 6 303.17 +£43.49 309.33 £50.57 6.166 + 9.80
1 6 305.50 +37.20 305.17 + 37.57 -0.33 +8.95
Il 6 303.17 +£29.55 267.50 + 37.06 -35.66 + 16.48
v 6

302.17 £52.34 300.17 + 62.85 -2.00 + 18.42

Tablo 4: Gruplarin baglangig¢ ve bitig viicut agirliklari ile agirlik kazanglar1 (Ort + SS).

Gruplar I-11 I-111 -1v H-111 H-1v ni-1v

p degerleri 0.470 0.004 0470 0.004 1.000 0.025

Tablo 5: Viicut agirlik kazanglarinin gruplar arasi ikili istatistiksel kargilagtirilmasi.

4. 2. Histolojik Bulgular

Metotreksata bagli olusan nefrotoksik doku hasar1 parametreleri Tablo 6°da gosterilmistir.
Bobrekte meydana gelen tiibiiler atrofi ve nekroz, tiibiiler vakuoler dejenerasyon, Bowman
mesafesinde daralma, glomeriiler fibrozis ve wvaskiiler konjesyon acisindan gruplar

degerlendirilmistir.
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Grup* Tiibiiler atrofi ve nekroz

* Kruskal Wallis testi kullanildi.
#* kili karsilastirmalar i¢in Mann Whitney U testi yapildi. Bonferroni diizeltmesi yapilarak ikili
karsilastirmalarda p degeri 0.008’den kiigiik degerler anlaml kabul edildi.

Tiibiiler vakuoler

Bowman mesafesinde

Dejenerasyon daralma
I (n=6) 0.17 +0.408 0.17 + 0.408 0.00+0.00
1l (n=6) 1.67 +£0.816 1.83+0.753 1.33+0.516
111 (n=6) 0.33+0.516 0.67 +£0.516 0.00+0.00
IV (n=6) 0.17 +0.408 0.67 +£0.516 0.17 = 0.408
Grup * Glomeriiler fibrozis Vaskiiler konjesyon
I (n=6) 0.00 +£0.00 1.33+0.516
Il (n=6) 1.50 £ 0.548 2.67 +£0.516
11 (n=6) 0.33+0.516 0.67 +£0.516
1V(n=6) 0.00 +0.00 0.67 +£0.516
Gruplar** T. atrofi T. vakuoler Bowman mes. Glomeriiler Vaskiiler
ve nekroz dejenerasyon daralma fibrozis konjesyon
I-11 0.004 0.004 0.002 0.002 0.009
I-111 0.699 0.180 1.000 0.394 0.132
I-1v 1.000 0.180 0.690 1.000 0.132
H-111 0.015 0.026 0.002 0.015 0.002
H-1v 0.004 0.026 0.009 0.002 0.002
Hi-1v 0.699 1.000 0.699 0.394 1.000
p degeri 0.004 0.005 0.000 0.000 0.001

Tablo 6: Gruplara ait histolojik degisiklikler ve histolojik degisikliklerin gruplar arasinda istatistiksel olarak
karsilastirilmasi (Ort = SS). (Grup I: Kontrol, Grup Il: Metotreksat, Grup I11: Metotreksat + Kuersetin, Grup 1V:

Kuersetin)

Kontrol ve MTX gruplarindaki degisiklikler degerlendirildiginde MTX verilen grupta

nefrotoksik hasar bulgulart daha yogun olarak tespit edildi. Tiibiiler atrofi-nekroz, vakuoler
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dejenerasyon, Bowman mesafesinde daralma ve glomeriiler fibrozis agisindan gruplar
degerlendirildiginde; MTX grubunda olusan bu degisiklikler kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.008) (Tablo 6).

Kontrol grubu ve MTX + Kuersetin verilen grupta histopatolojik degisiklikler yoniiyle
gruplar arasinda anlamli bir farklilik izlenmedi (p>0.008) (Tablo 6).

MTX grubu ile MTX + Kuersetin grubu tiibiiler atrofi-nekroz, tiibiiler vakuoler
dejenerasyon, Bowman mesafesinde daralma, glomeriiler fibrozis ve vaskiiler konjesyon
acisindan degerlendirildiginde MTX grubunda hasar bulgularinin anlamli oranda arttig1
gozlendi (p<0.008) (Tablo 6). Kuersetin grubu ve kontrol grubunda meydana gelen doku

hasarlar1 karsilastirildiginda bu iki grup arasinda anlamli bir farklilik olmadigi goézlendi

(p>0.008) (Tablo 6).
350 o
HISTOLOJIK DEGERLENDIRME 1
3
2,5
2
1,5
1 [
0’5 T T
[ L
Tiibiiler Atrofi Tiibiiler Vakuoler =~ Bowman Mesafesinde Glomeriiler Fibrozis  Vaskiiler Konjesyon
Dejenerasyon Daralma
HEGrupl HGrup Il 4 Grup I H Grup IV

Grafik 1: Gruplarin histolojik parametreler agisindan degerlendirilmesi

(Grup I: Kontrol, Grup I1: Metotreksat, Grup I11: Metotreksat + Kuersetin, Grup 1V: Kuersetin)
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4. 2. 1. Isitk mikroskopik bulgular
4. 2. 1. 1. Rutin histolojik boyamalar
1. Kontrol grubuna ait 151k mikroskopik bulgular

Kontrol grubundaki rat bobreklerine ait HE ve PAS ile boyanmis kesitlerin incelenmesi
sonucunda glomeriil ve tiibiil yapilar1 degerlendirildi. Glomeriil yapisi, Bowman mesafesi,
Bowman kapsiilii paryetal yapragi, proksimal ve distal tiibiillerin epitel yapilarinin normal
histolojik goriiniimde oldugu gozlendi. PAS ile boyanmis kesitlerde proksimal tiibiillerde

firgcamsi1 kenar belirgin olarak izlendi. Glomeriiler fibrozise rastlanmadi (Resim 1ve 2).

Resim 1: Kontrol grubuna ait rat bobreginden histolojik bir goriiniim. Glomeriiller ve tiibiiller normal yapida

izlenmektedir (H-E x 200).
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Resim 2: Kontrol grubuna ait rat bobreginden histolojik bir goériiniim. Glomeriiller ve tiibiiller normal yapida
izlenmektedir (PAS x 200).

2. Metotreksat grubuna ait 151k mikroskopik bulgular

MTX grubuna ait preparatlarda HE boyama ile yapilan incelemelerde, tiibiil epitelinde atrofik
goriiniim ve bazi yerlerde tiibiil epitelinde nekroz izlendi. Tiibiillerde vakuoler dejenerasyonda
belirgin artig goriildii. Glomeriiler yapi1 incelendiginde ise, glomeriil yapisinda yer yer
bozulmalar ve Bowman mesafesinde daralma goriildii. Vaskiiler konjesyonda artig belirgindi.
Nadir alanlarda Bowman kapsiilii paryetal yapraginda kalinlasma izlendi. Diger gruplarla
kiyaslandiginda interstisyel infiltrasyonda belirgin bir degisiklik izlenmedi. PAS ile yapilan
incelemelerde Bowman mesafeleri ve glomeriiler fibrozis daha net izlenirken, proksimal tiibiil

firgcams1 kenarinda azalmalar g6zlendi (Resim 3 ve 4).
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Resim 3: MTX grubuna ait rat bobreginden histolojik bir gériiniim. Bobrekte Bowman mesafesinde daralma
() vaskiiler konjesyonda artis (—) ile belirtildi. (H-E x 200).

Resim 4: MTX grubuna ait rat bobreginden histolojik bir goriiniim. Bobrekte glomeriiler fibrozis (—» ) ile
gosterildi (PAS x 200).
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3. Metotreksat + Kuersetin grubuna ait 151k mikroskopik bulgular

Kuersetin tedavisinin, bobrekte MTX’in neden oldugu hasar1 oOnlemedeki etkisi 151k
mikroskopik yontemle degerlendirildi. Tiibiiler atrofi ve tiibiiler vakuoler dejenerasyonda
MTX grubuna oranla azalma goriildii. Glomeriiler alan degerlendirildiginde glomeriiler
fibrozis, Bowman boslugunda azalma ve Bowman kapsiilii paryetal yapraginda kalinlasma

miktarinda azalma izlendi (Resim 5 ve 6).

Resim 5: MTX + Kuersetin grubuna ait rat bobreginden histolojik bir gortiniim. Normal histolojik yapiya ¢ok
yakin sekilde glomeriil ve tiibiil gortiniimii (HE x 200).
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Resim 6: MTX + Kuersetin grubuna ait rat bobreginden histolojik bir gériiniim. Normal histolojik yapiya ¢ok
benzer sekilde glomeriil ve tiibiil goriiniimii (PAS x 200).

4. Kuersetin grubuna ait 151k mikroskopik bulgular

Kuersetin grubuna ait rat bobreklerinin histolojik incelemesi sonucunda tiibiiler atrofi, tiibiiler
vakuoler dejenerasyon, glomeriiler fibrozis, Bowman boslugunda azalma ve Bowman kapsiilii
paryetal yapraginda kalinlasma agisindan kontrol grubu gibi morfolojik 6zellikler gosterdigi

izlendi (Resim 7 ve 8).
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Resim 7: Kuersetin grubuna ait rat bébreginden histolojik bir goriiniim. Normal histolojik gériiniimde glomertil

ve tiibiil yapist (HE x 200).

Resim 8: Kuersetin grubuna ait rat bobreginden histolojik bir goriiniim. Normal histolojik gériiniimde glomeriil

ve tiibiil yapis1 (PAS x 200).
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4.2.1. 2. TUNEL boyama bulgular:

Calismamizda apopitozu belirlemek i¢in histolojik kesitlere TUNEL metodu uygulandi. Isik
mikroskobu ile her bir hayvana ait kesitler 40’lik objektifte (x 400) rastgele segilen 10 alanda
glomertil, tiibiiler ve interstisyel alanlarda pozitif olarak isaretlenen apopitotik niikleuslar

sayilarak APOI hesaplanarak yapildi.

Gruplar | I i v

TUNEL

(APOI) 15.50 + 6.65 66.50 +£27.97 14.00 +1.78 13.17+2.99
p = 0.004

Tablo 7: TUNEL boyama yapilan doku kesitlerinde APOI sonuglarinin gruplara gore dagilimi (Ort + SS). (Grup
I: Kontrol, Grup 1I: MTX, Grup Hll: MTX + Kuersetin, Grup IV: Kuersetin)

TUNEL (Apopitotik Indeks)
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Grafik 2: TUNEL boyama yapilan doku kesitlerinde APOI ortalamalar1 grafigi (Ort + SS) (Grup I: Kontrol, Grup
I1: MTX, Grup HI: MTXt+ kuersetin, Grup 1V: Kuersetin).

1. Kontrol Grubuna Ait Apopitotik Bulgular

Kontrol grubuna ait renal korteks ve medullada, az sayida TUNEL (+) hiicreye rastlandi
(Resim 9). MTX grubuyla karsilastirildiginda kontrol grubunda APOI’de anlamli oranda
azalma gorildii (p = 0.004). MTX + Kuersetin ve Kuersetin grubuyla arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmadi (p >0.05).
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Resim 9: Kontrol grubuna ait kesitte az sayida TUNEL (+) hiicre (x 400) (Zit Boya: Mayers hematoksilen).
2. MTX grubuna ait apopitotik bulgular

MTX grubu bobrek kesitlerinde, MTX’in diger gruplara gore TUNEL (+) hiicre sayisin
arttirdigi goriildii. Glomertillerde ve proksimal tiibiillerde nadir alanda TUNEL (+) hiicre
tutulumuna rastlanirken, distal tiibiillerde ve medulla bdlgesinde daha yogun TUNEL (+)
hiicre tutulumu izlendi (Resim 10). Kontrol, MTX + Kuersetin ve Kuersetin gruplariyla

karsilastirildiginda MTX grubunda APOI’de anlaml oranda artis goriildii (p = 0.004).
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Resim 10: MTX grubuna ait kesitte artmis sayida TUNEL (+) hiicre (x 400) (Zit Boya: Mayers hematoksilen).

3. MTX + Kuersetin grubuna ait apopitotik bulgular

MTX + Kuersetin grubunda TUNEL (+) hiicre tutulumu kontrol grubuna benzer olarak
degerlendirildi. Yapilan ¢alisma sonucunda MTX ile beraber kuersetin 6n uygulamasinin
TUNEL (+) hiicre sayisini yalnizca MTX verilen gruba gore anlamli oranda azalttig1 goriildi
(p = 0.004) (Resim 11). Kontrol grubu ve Kuersetin grubuyla arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli degildi (p >0.05).
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Resim 11: MTX + Kuersetin grubuna ait kesitte az sayidda TUNEL (+) hiicre (X 400) (Zit Boya: Mayers
hematoksilen).

4. Kuersetin grubuna ait apopitotik bulgular

Kuersetin grubunda; kontrol, MTX ve MTX + Kuersetin grubuna gére daha az sayida
TUNEL (+) hiicre goriildii (Resim 12). Kuersetin grubu MTX grubu ile karsilastirildiginda,
apopitozda istatistiksel olarak anlamli oranda azalma gozlenirken (p = 0.004); kontrol grubu

ve MTX + Kuersetin grubu karsilastirildiginda aralarindaki fark anlamli degildi (p >0.05).
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Resim 12: Kuersetin grubuna ait kesitte az sayida TUNEL (+) hiicre (x 400) (Zit Boya: Mayers hematoksilen)

4.2.1. 3. Kaspaz-3’iin degerlendirilmesi

Gruplar | 1 i v
Kaspaz-3 0.00 £0.00 2.00 + 0.894 1.00 + 1.095 1.33 £0.816
p = 0.006

Tablo 8: Gruplara ait kaspaz-3 (+) boyanma sonuglar1 (Ort £ SS). (Grup I: Kontrol, Grup Il: MTX, Grup IlI:
MTX + Kuersetin, Grup 1V: Kuersetin).

Kaspaz 3
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Grafik 3: Gruplara ait kaspaz-3 (+) boyanma sonuglart (Ort = SS) (Grup I: Kontrol, Grup II: MTX, Grup IlI:
MTX + Kuersetin, Grup IV: Kuersetin).
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1. Kontrol grubuna ait kaspaz-3 bulgulari
Kontrol grubuna ait bobrek kesitlerinde glomeriiler ve tiibiiler alanlarda kaspaz-3 (+) tutuluma

rastlanmadi ve normal gériiniimde izlendi (Resim 13).

Resim 13: Kontrol grubuna ait rat bobreginin immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3 ile boyanmasi1 (Kaspaz-3

ekspresyonuna dair boyanma izlenmedi) (x 400).

2. Metotreksat grubuna ait kaspaz-3 bulgulari

MTX grubundaki kaspaz-3 ekspresyonu diger gruplara gore yliksek bulundu. Glomeriillerde
ve tiibiiler alanlarda pozitif tutulum izlendi. Ozellikle mediiller bélgede Henle kulpunda ve
toplayic1 kanallarda kaspaz-3 ekspresyonu belirgindi. Kontrol grubuyla kasilastirildiginda
kaspaz-3 (+) hiicre sayisindaki artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (p = 0.002).
MTX + Kuersetin grubu ve Kuersetin grubu ile karsilastirildiginda MTX grubundaki kaspaz-3
(+) hiicre sayis1 artmis olmasina ragmen bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

goriildii (p>0.05).

73



Resim 13: MTX grubuna ait rat bobreginin immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3 boyamasi (x 400). Hem

tiibiiler hem de glomeriiler alanda hiicre ¢ekirdegi ve sitoplazmada bol miktarda kaspaz-3 (+) boyanma goriildi.

3. MTX + Kuersetin grubuna ait kaspaz-3 bulgulari

MTX + Kuersetin grubunda kaspaz-3 ekspresyonu medullada az sayida; glomeriiller,
proksimal ve distal tiibiillerde de oldukc¢a az sayida gozlendi (Resim 14).

MTX + Kuersetin grubuna ait kesitlerdeki kaspaz-3 (+) hiicre sayisi kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, kaspaz-3 (+) hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli sekilde artig
goriiliirken (p<0.05); MTX grubuyla karsilastirildiginda kaspaz-3 (+) hiicre sayisinda azalma
goriilmesine ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Kuersetin

grubuyla karsilastirildiginda ise anlamli bir degisiklik izlenmedi (p>0.05).
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Resim 14: MTX + Kuersetin grubuna ait rat bobreginin immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3 boyamasi

(x 400). Tiibiiler alanda az miktarda kaspaz-3 (+) hiicre sayis1 gozlendi.

4. Kuersetin grubuna ait kaspaz-3 bulgulari

Kuersetin grubunda tiibiiler alanda ve medullada az sayida kaspaz-3 ekspresyonu gozlendi
(Resim 15). Kuersetin grubuna ait 6rnekler kontrol grubuyla karsilastirildiginda kaspaz-3 (+)
hiicre sayisindaki artis istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). MTX grubuyla
karsilastirildiginda kaspaz-3 (+) hiicre sayisinda anlamli oranda azalma goriildii (p<0.05).
MTX + Kuersetin grubuyla karsilastirildiginda ise kaspaz-3 (+) hiicre sayisinda anlamsiz

oranda artis goriildii (p >0.05).
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Resim 15: Kuersetin grubuna ait rat bobreginin immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3 boyamasi (X 400).

Tiibiiler ve glomeriiler alanda kaspaz-3 (+) hiicreler goriildii.

4. 3. Biyokimyasal Bulgular

Ratlar tizerinde yapilan galismada antioksidan savunma sistemi enzimlerinden serum ve

dokuda SOD, XO aktiviteleri ve NO diizeyleri spektrofotometrik olarak degerlendirildi (Tablo

9, 10, 11). Ayrica lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeylerine serum ve doku

orneklerinde bakildi (Tablo 9, 11). Nétrofil infiltrasyonunu gosteren MPO diizeyleri serum

orneklerinde arastirildi (Tablo 9).

Serum SOD
(U/mL)

Grup
I 693.67 + 23.84
I 701.34 +48.16
11 599.67 + 94.99
v 657.60 + 40.85

Serum MDA

(nmol/ml)

12.36 £ 6.18
14.12+2.78
11.28 £ 1.34
10.43 +1.16

Serum MPO
(U/mL)

92.79 + 62.04
73.25 +39.90
131.58 + 67.30
79.22 +76.09

Tablo 9: Gruplarin serum SOD, MDA ve MPO degerleri (Ort + SS). (Grup I: Kontrol, Grup 1I: MTX, Grup IlI:

MTX + Kuersetin, Grup 1V: Kuersetin)



Serum XO Serum NO

Grup (U/mL) (umol/mL)
I 125010 + 16803 25.54 £ 19.10

I 113335 + 4533 26.29 +£9.44
1] 112775 + 5169 28.43 £ 16.25
Y] 113430 + 8261 25.72 +8.68

Tablo 10: Gruplarin serum XO ve NO degerleri (Ort + SS). (Grup I: Kontrol, Grup II: MTX, Grup Ill: MTX+
Kuersetin, Grup 1V: Kuersetin).

Grup Doku SOD Doku MD_A Doku XO _ Doku NO_
(U/mg protein) nmol/g protein) (mlU/mg protein) (umol/g protein)
I 9.725 + 0.980 0.650 + 0.105 0.043 +£0.010 31.220 +23.619
1 10.036 = 1.043 0.626 = 0.128 0.034 +0.009 41.025 + 28.081
Il 9.886 + 0.310 0.859 +0.194 0.043 £ 0.004 37.843 +29.650
v 9.774 + 0.296 0.594 +0.109 0.040 £0.010 34.088 + 20.697

Tablo 11: Gruplarin doku SOD, MDA, XO ve NO degerleri (Ort = SS). (Grup I: Kontrol, Grup Il: MTX, Grup
I1: MTX + Kuersetin, Grup IV: Kuersetin).

Serum Degerleri Doku Degerleri

Gruplar SOD MDA MPO XO NO SOD MDA XO NO

P 0.024 0.027 0277 0333 0738 0806 0053 0425 0.728
I-11 AD AD AD AD AD AD  AD AD AD
I-111 0010 0054 AD AD Ap AD  AD AD AD
-1V AD AD ap AD ap AD  AD AD AD
-l 0025 0045 AD AD AD AD  AD AD AD
-1V AD 0020 AD AD AD AD  AD AD AD
lI-lv.~ AD  AD ap AD Ap AD  AD AD  AD

Tablo 12: Biyokimyasal parametrelerin gruplar arasi ikili istatistiksel karsilagtirllmasinda p degerleri (AD:
Anlamli degil) (p>0.05). (Grup I: Kontrol, Grup 1I: MTX, Grup Ill: MTX + Kuersetin, Grup 1V: Kuersetin).
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4. 3. 1. Serum SOD aktiviteleri
Gruplarin SOD degerleri Tablo 9°da ve istatistiksel anlamlilik diizeyleri Tablo 12’de,
dagilimlar1 Grafik 4’te gosterilmistir.

Serum SOD aktivitesi agisindan gruplar degerlendirildiginde; MTX grubunda SOD
aktivitesi en yliksek degerde iken, MTX + Kuersetin grubunda en diisiik degerdedir. MTX
grubu serumlarinin SOD aktivite degerlerindeki artisin kontrol grubuna ait degerler ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi (p>0.05). Kontrol grubu
ile MTX + Kuersetin gruplar1 karsilastirildiginda; Kontrol grubunda serum SOD
aktivitelerinin MTX + Kuersetin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis
oldugu tespit edildi (p = 0.010). MTX grubu, MTX + Kuersetin grubu ile karsilastirildiginda

serum SOD aktivitesinde anlamli oranda artis izlendi (p = 0.025) (Tablo 12).

800
SOD

700

600
500
400

SOD (U/mL)

300
200
100

0
Grupl GrupIl GrupIII GrupIV

Grafik 4: Gruplarin serum SOD aktivite diizeyleri (Ort + SS). (Grup I: Kontrol, Grup Il: MTX, Grup lll: MTX +

Kuersetin, Grup IV: Kuersetin).

4. 3. 2. Serum MDA diizeyleri
Gruplarin serum MDA degerleri Tablo 9’da ve istatistiksel anlamlilik diizeyleri Tablo 12°de
dagilimlar1 Grafik 5’te gosterilmistir.

Serum MDA diizeyleri en yiiksek MTX grubunda iken, Kuersetin grubunda ise en diisiik

degerde saptandi. MTX grubu serum orneklerindeki MDA diizeylerindeki artisin Kontrol
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grubuyla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii (p>0.05). MTX
grubu, MTX + Kuersetin grubu ile karsilastirildiginda MTX grubunda MDA diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi gézlendi (p = 0.045). MTX grubu ile Kuersetin
grubu karsilastirildiginda MTX grubunda MDA diizeylerinde anlamli artis saptandi (p =
0.020). Kontrol grubu ile MTX + Kuersetin grubu karsilastirildiginda MDA diizeylerinde

istatistiksel olarak anlamli degisiklik bulunmadi (p = 0.05) (Tablo12).
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Grafik 5: Gruplarin serum MDA diizeyleri (Ort £ SS). (Grup I: Kontrol, Grup 1I: MTX, Grup Ill: MTX +

Kuersetin, Grup IV: Kuersetin)

4. 3. 3. Serum MPO diizeyleri
Gruplarin serum MPO degerleri Tablo 9°’da ve istatistiksel anlamlilik diizeyleri Tablo 12°de
dagilimlar1 Grafik 6’da gosterilmistir.

Serum MPO degerleri yoniiyle gruplar degerlendirildiginde en yiikksek MPO diizeyine
MTX + Kuersetin grubunda saptandi. Kuersetin grubunda ise MPO diizeyi en diistik degerde
saptandi. Kontrol grubu serum MPO degerleri, MTX grubundan daha yiiksek olarak bulundu.
Gruplar serum MPO agisindan degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir farklilik

saptanmadi (p>0.05) (Tablo 12).
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Grafik 6: Gruplarin serum MPO diizeyleri (Ort £ SS). (Grup I: Kontrol, Grup II: MTX, Grup IlI: MTX +

Kuersetin, Grup IV: Kuersetin).
4. 3. 4. Serum XO diizeyleri
Kontrol grubu, MTX grubu, MTX + Kuersetin grubu ve Kuersetin grubu arasinda yapilan

karsilastirma sonucu serum NO diizeyleri arasinda istatistiksel bir anlamlilik saptanmadi

(p>0.05) (Tablo 12).
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Grafik 7: Gruplarin serum XO diizeyleri (Ort = SS). (Grup I: Kontrol, Grup II: MTX, Grup Ill: MTX +
Kuersetin, Grup 1V: Kuersetin).
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4.3.5. Serum NO diizeyleri

Kontrol grubu, MTX grubu, MTX + Kuersetin grubu ve Kuersetin grubu arasinda yapilan

karsilastirma sonucu serum NO diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamad: (p>0.05) (Tablo 12).
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Grafik 8: Gruplarin serum NO diizeyleri (Ort + SS). (Grup I: Kontrol, Grup II: MTX, Grup IlI: MTX +

Kuersetin, Grup IV: Kuersetin).
4. 3. 6. Doku SOD diizeyleri

Kontrol grubu, MTX grubu, MTX + Kuersetin grubu ve Kuersetin grubu arasinda yapilan

karsilastirma sonucu doku SOD diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamad: (p>0.05) (Tablo 12).
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Grafik 9: Gruplarin doku SOD diizeyleri (Ort £ SS). (Grup I: Kontrol, Grup Il: MTX, Grup IlI: MTX +

Kuersetin, Grup IV: Kuersetin).
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4.3.7. Doku MDA diizeyleri
MTX + Kuersetin grubunda MDA diizeyleri diger gruplara gore artmis bulundu. Kontrol
grubu, MTX grubu, MTX + Kuersetin grubu ve Kuersetin grubu istatistiksel olarak

karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo 12).

1,2

MDA

1

MDA (nmol/g protein)

Grup 111

Grafik 10: Gruplarin doku MDA diizeyleri (Ort = SS). (Grup I: Kontrol, Grup Il: MTX, Grup IlI: MTX +
Kuersetin, Grup IV: Kuersetin)

4. 3. 8. Doku XO diizeyleri
Kontrol grubu, MTX grubu, MTX + Kuersetin grubu ve Kuersetin grubu arasinda yapilan
karsilastirma sonucu doku XO dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamad: (p>0.05) (Tablo12).
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XO (mlU/mg protein)
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Grupl Grup Il Grup I11 Grup IV

Grafik 11: Gruplarin doku XO diizeyleri (Ort + SS). (Grup I: Kontrol, Grup II: MTX, Grup IlI: MTX +
Kuersetin, Grup 1V: Kuersetin).
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4. 3. 9. Doku NO diizeyleri
Kontrol grubu, MTX grubu, MTX + Kuersetin grubu ve Kuersetin grubu arasinda yapilan

karsilastirma sonucu doku NO diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamad: (p>0.05) (Tablo 12).

NO (umol/g protein)

Grup ITI

Grafik 12: Gruplarin doku NO diizeyleri (Ort = SS). (Grup I: Kontrol, Grup II: MTX, Grup IlI: MTX +
Kuersetin, Grup IV: Kuersetin).

83



5. TARTISMA

Giliniimiliziin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan kanser, kalp-damar hastaliklarindan
sonra oliimcil hastaliklar listesinde ikinci sirada yer almaktadir. Kanserlerin tedavisi tam
olarak bilinmese de kanserin tip ve evresine gore farkli kemoterapotik ajanlar denenmektedir.
Antikanser ilaglarin c¢ogu sitotoksik etkilerinden dolayr malign hiicrelerin biiylime ve
cogalmalarii 6nlerken diger yandan, malign hiicrelerle birlikte viicuttaki saglikli hiicreleri de
olumsuz etkilemektedir.

Metotreksat (MTX); antimetabolitler sinifinda yer alan bir folik asit antagonistidir ve halen
en ¢ok kullanilan kemoterapétik ajanlardan birisidir. Ozellikle kan, lenf, meme ve uterus, bas
ve boyun tiimorleri gibi pek ¢ok malign kanser tiiriinde siklikla kullanilmaktadir. Bunun
yaninda diisiik dozda romatoid artrit ve psoriazis gibi kanser ile ilgili olmayan bazi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir (30, 187).

MTX’in kisa ve uzun dénem kullanimlarina bagli olarak pek ¢ok yan etkileri hem klinik
gozlemlerde hem de yapilmis deneysel c¢alismalarda saptanmistir. Bu yan etkiler; mukozit,
gastrointestinal tlserler, kemik iligi siipresyonu, pulmoner fibrozis, hepatotoksisite,
nefrotoksisite, sa¢ dokiilmesi, oksiiriik, mide bulantisi, kusma ve ishal olarak siralanabilir (39,
50).

Metotreksat viicuttan bobrekler yoluyla atilmasindan dolay1 6zellikle yiiksek dozlarda ve
uzun siireli kullanildiginda nefrotoksisiteye neden olmaktadir ve kemoterapdtik amacglh
kullanimin1 kisitlamaktadir. Yapilan deneysel calismalarda da metotreksat verildikten sonra
bobrek tiibiillerinde ve glomeriiler alanda morfolojik degisimlerin oldugu gosterilmistir (188).

Metotreksat kullanimindan kaynaklanan nefrotoksisitenin nedenleri; MTX ve metaboliti
olan 7 hidroksi MTX’in bobrek tiibiil hiicreleri iizerine direk toksik etkisi, folik asit
metabolizmasindaki inhibisyon etkisinden kaynaklanan DNA sentezi, ATP sentezi ve diger

metabolik olaylardaki inhibisyon etkisi olarak bilinmektedir (189).
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Son dénemde yapilan bilimsel arastirmalarda kemoterapdtik ilaglarin organlar tizerindeki
toksik etkilerinde, bu ajanlarin dokularda serbest radikal iiretiminini arttirarak olusturduklar
oksidatif hasarin biiyiik rolii oldugu anlasilmistir. Metotreksat nefrotoksisitesinde de oksidatif
hasarin rolii oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir (54, 60, 61, 65).

Serbest radikaller hiicre metabolizmasinda birgok reaksiyonu etkilediklerinden DNA
hasarina ve neticede de apopitoz veya nekrozla hiicre 6liimiine yol agarlar (190). Metotreksat,
DHFR’1 inhibe ederek timidilat sentezini dolayli olarak da DNA sentezini baskilar.
Metotreksatin oksidatif strese yol agmasinda, nikotinamid adenozin difosfat dehidrojenaz ve
malik enzimlerini inhibe ederek hiicrede NADPH’in azalmasi ve hiicrede serbest oksijen
radikallerine kars1 savunmada en 6nemli antioksidan mekanizma olan GSH’nin azalmasinin
onemli rolii vardir. GSH azalmasi sonucu hiicreler oksidan maddelere karsi daha duyarli hale
gelir. Sonug olarak hiicrelerin antioksidan savunma mekanizmasi oksidatif hasar1 engellemeye
yetmez ve hiicre oksidatif strese maruz kalir (8, 65, 191).

Kuersetin flavonoidlerin flavonol grubunda yer alan ve antioksidan &zelligiyle 6n plana
cikan bir bitki pigmentidir. Kuersetin elma, sogan, baklagiller, domates, turunggiller, ¢ay ve
tiziim gibi bitkisel gidalarda bol miktarda bulunan bilesiklerdir. Kuersetin gibi flavonoidler
patolojik durumlarda hiicrede fazla miktarda olusan serbest radikallerle reaksiyona girerek
onlar1 etkisiz hale getirirler (98, 99, 118). Flavonoidlerin antioksidan etkileri diginda farkli
Klinik etkileri de bulunmaktadir. Bunlar; antiaterosklerotik etki, antiinflamatuar etki,
antitimoral etki, antitrombojenik etki, antiosteoporotik etki, antiviral etki, antialerjik etkilerdir
(82,112, 122,192, 193).

Kuersetin serbest radikallere bagli hasardan korunmayi ¢esitli yollarla yapar. Bu yollardan
en Onemlisi serbest radikallerle reaksiyona girerek direkt temizleme 6zelligidir. Kuersetin;
hidroksil (OH") ve siiperoksit radikalini nétralize eder ve lipid peroksil radikalini de

pargalayarak lipid peroksidasyonunu sonlandirir (119-121). Ayrica Fe? ve Cu* gibi gecis
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metallerini selatlama 6zelligiyle, bu iyonlarin H,O,'den OH" radikali olusturmasini engellerek
lipid peroksidasyonunu o6nler (122). Calismalarda da flavonoidlerin lipid peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA diizeylerini anlamli oranda disiirdiikleri gosterilmistir (194, 195).

Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan antineoplastik ajanlarin etkinligini artirmak ve yan
etkilerini azaltmak amaciyla yapilan ¢aligmalar artarak devam etmektedir. Dokular
metotreksat gibi sitotoksik ajanlarin verdigi harabiyetten korumak amaciyla birgok galismada
nikotinamid, melatonin, metiyonin, E vitamini ve N-asetilsistein, CAPE gibi antioksidan
ajanlar denenmistir (54, 57, 62, 196).

Literatiirde MTX’in bobrek disinda diger organlarda da oksidatif hasara sebep oldugu
gosterilmistir. Bunlar karaciger (57-59), omurilik (70), ince barsak (67-69), kalp (65, 66) ve
testis (64) olup; biitiin ¢aligmalarda metotreksatin oksidatif hasar olusturdugu ve doku
oksidatif stres parametrelerinde artisa neden oldugu gosterilmistir. Ayrica yapilan
caligmalarda metotreksatin bobrekte lipid peroksidasyonuna neden olarak MDA diizeyini
arttirdig1 da belirlenmistir (62, 197).

Apopitoz viicudumuzda fizyolojik veya patolojik nedenlerle meydana gelen hiicre
olimiidiir. Apopitozun hiicrede belirli bir dengede bulunmasi gerekir. Gereginden fazla
artmas1 ya da azalmasi patolojik bir durumu ifade eder. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 kokenli birgok
nedenden dolayr hiicre apopitoza gider. Hiicre disindan kaynaklanan nedenler arasinda
antikanser ilaglar yer almaktadirlar. Antikanser ilaglarin calismalarda apopitotik hiicre
olimiinii arttirdiklart goriilmistiir. (198). Kaspazlar apopitozu kontrol eden ve apopitozun
baglamasinda kritik bir rol oynayan proteazlardir (199). Bugiine kadar 14 farkli tiirii
tammlanmustir. Ozellikle kaspaz-3 apopitozun hem intrinsik hem de ekstrinsik yolaginda
aktive olan bir proteazdir ve apopitozda geri doniistimsiiz noktanin en 6nemli gostergesidir
(200). Calismalarda metotreksatin da organ hasar1 ve oksidatif strese bagli olarak bobrek ve

diger organlarda apopitozu arttirdigr gosterilmistir (7, 201). Yapilan arastirmalarda bir
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antioksidan olan kuersetinin de apopitozu azaltici yonde etkisinin oldugu belirlenmistir (107-
109).

Kuersetin, bugiine kadar iskemi/reperfiizyon hasarlar1 ve kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapoétik ajanlarin toksik etkileri gibi deneysel ¢alismalarda oksidatif strese bagli hiicre
hasarinin tedavisindeki etkinliginin arastirilmasi amaciyla bir¢ok kez kullanilmustir.

Bu ¢aligmada metotreksatin kullanimindan kaynaklanan nefrotoksisitedeki etkinliginin;
hem histopatolojik acidan, hem de biyokimyasal parametreler agisindan arastirilmasi
caligmanin 6zglin yoniidiir. Bu amagla ilgili rat gruplarina metotreksat ve/veya kuersetin
verildikten sonra onuncu giin ratlar sakrifiye edildi ve bobrek dokulari ve kanlar1 alinarak;
SOD, MDA, XO, NO ve MPO gibi oksidatif hasar ile direkt ya da indirekt olarak ilgili olan
enzim ve diger parametreler ¢alisilarak kuersetinin koruyucu etkisi arastirildu.

Yapilan biyokimyasal caligmalar sonucunda metotreksat verilen ratlarin serum
orneklerinde SOD ve MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artis goriildi. Bir
antioksidan enzim olan SOD miktarindaki artis metotreksatin neden oldugu oksidatif hasardan
kaynaklanan rolatif artis olarak degerlendirildi. MDA diizeyindeki artis oksidatif hasarin
gostergesi olarak kabul edildi. Metotreksat grubunda bobrek dokularindaki SOD diizeylerinde
azalma ve bobrek dokusu MDA diizeyinde hafif artma gozlendi. Serum SOD ve MDA
diizeylerinin metotreksatla birlikte kuersetin verilen grupta ve Kuersetin grubunda
Metotreksat grubuna gore daha az oldugu goriildii. Bununla birlikte MTX’in doku NO
diizeyini arttirdif1 ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadif1 tespit edildi. Ozellikle
iskemik durumlarda artan ve oksidatif bir enzim olarak bilinen XO diizeylerinde de MTX
verildikten sonra bobrek dokusunda anlamli bir degisiklik gézlenmedi. Bunu serumdaki XO
aktiviteleri de dogrulamaktadir.  Oksidatif stres ile ilgili c¢alistigitmiz biyokimyasal
parametreler MTX verilen ratlarin serum Ornekleri ve bobrek dokularinda biyokimyasal

parametreler agisindan hafif oranda oksidatif hasarin etkisini gostermektedir.
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Doku diizeyinde yaptigimiz histopatolojik incelemelerde H-E ve PAS boyamalar
degerlendirildiginde MTX grubunda bobrek hasarini gosteren parametrelerin hepsinde artis
goriildii. Metotreksat grubunda tiibiiler bolgede atrofi-nekroz, belirgin sekilde vakuoler
dejenerasyon ve proksimal tiibiil epitelinde mikrovillus kayb1 goriildii. Tiibiiler hasar bulgulari
distal tiibiillerde proksimal tiibiillere gore daha fazla izlendi. Glomeriiler alanda Bowman
mesafesinde daralma ve nadir alanda glomeriiler fibrozis goriildii. Vaskiiler konjesyon
belirgindi. Bu bulgular diger gruplarla kiyaslandiginda hasar bulgularinin Metotreksat
grubunda anlamli oranda artmis oldugu gorildi (p<0.05). Kontrol grubu, Kuersetin grubu ve
MTX + Kuersetin gruplari birbirleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadi (p>0.05).

MTX ve kuersetinin bobrek dokusunda yaptigi apopitotik degisiklikleri incelemek
amaciyla yapilan TUNEL ve immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3 boyama sonucunda MTX
grubunda diger gruplarla karsilastirildiginda daha yogun olarak distal tiibiil ve toplama
kanallarinda TUNEL (+) ve kaspaz-3 (+) hiicre sayisinda artig goriildii. Bu artisin tedaviye
kuersetin eklenmesiyle anlamli diizeyde azaldigi gozlendi (p<0.004). Kontrol grubu ve
kuersetin grubunda az miktarda TUNEL (+) hiicreye rastlandi. Kaspaz-3 ekspresyonlar1 da
Kontrol grubu, Metotreksat + Kuersetin grubu ve Kuersetin grubunda Metotreksat grubuna
gore daha az oranda izlendi.

Sonug olarak; Metotreksatin bobrekte histolojik ve biyokimyasal olarak hasar olusturdugu;
bu hasarlarin bir kismimin kuersetin verilmesiyle diizelme gosterebilecegi gozlenmistir.
Bobrekte neden oldugu degisiklikler iizerine kuersetinin etki mekanizmalarinin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in farkli siire ve dozlarn kullanildigt ve farkli parametrelerin

degerlendirildigi aragtirmalarin yapilmasi faydali olacaktir.
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6. OZET

Metotreksat (MTX), folat antagonisti olan antineoplastik bir ilagtir. Yapilan c¢alismalarda
MTX’a bagli nefrotoksisite bildirilmistir. Bilimsel kanitlarla bir flavonoid tiirii olan Kuersetin;
antioksidan, antiproliferatif, antialerjik ve antiinflamatuar etkilere sahiptir. Bu bilgilere
dayanarak kuersetin, MTX’a bagl olusan bobrek hasarini 6nlemede alternatif bir profilaktik
ajan olabilir.

Calismamizda 24 adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Her bir grupta 6 adet rat
olmak tizere 4 grup olusturuldu. Gruplar; Kontrol (SF; 0.5 cc/i.p. 9 giin), Metotreksat (3. Giin
tek doz 20 mg/kg, i.p.; 8 giin SF 0.5 cc/i.p.), Metotreksat (3. giinde tek doz, 20 mg/kg, i.p.) +
Kuersetin (50 mg/kg oral, 8 giin) ve Kuersetin (50 mg/kg oral, 9 giin) olacak sekilde
planlandi. Deneysel ¢alisma sonunda bobrek dokusunda histopatolojik incelemeler yapildi.
Serum oOrneklerinde MDA, SOD, XO, NO, MPO ve bobrek dokusunda SOD, MDA, XO, NO
gibi biyokimyasal parametreler ¢alisildu.

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda serumda lipid peroksidasyon iirlinii olan MDA
seviyelerinde, MTX kullanilan ratlarda, kontrol grubuna goére anlamli bir artisin gézlendigi ve
bu artigin kuersetin kullanimi ile azaldig tespit edildi (p< 0.05). Antioksidan enzim olan SOD
seviyeleri, MTX kullanimina bagli anlamli olarak azalirken, kuersetin kullanimi bu enzim
diizeylerini arttirmigtir (p<0.05).

Biyokimyasal bulgulara paralel olarak, MTX grubuna ait bobrek dokularinin histolojik
incelemelerinde oksidatif hasarin gostergesi olabilecek bulgular gozlendi. MTX ile kontrol
grubu karsilastirildiginda, MTX grubunda nefrotoksik bulgularda ve apopitotik hiicre
oliimiinde kontrol grubuna gore anlamli artig goriiliirken (p<0.05); MTX ile birlikte kuersetin
verilmis gruptaki histopatolojik hasar bulgularinda ve apopitotik hiicre sayisinda anlamli

olglide azalma izlenmistir (p< 0.05).
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Sonug olarak, MTX’in rat bobrek dokusu iizerine olan toksik etkilerine kuersetinin
literatiire uygun dozunda yararli olabilecegi sonucuna ulasildi.
Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Kuersetin, Oksidatif doku hasari, Antioksidan,

Nefrotoksisite
7. SUMMARY

Methotrexate, a folat antagonist, is an antineoplastic drug. Methotrexate-induced
nephrotoxicity has been reported in previous studies. Scientific evidence achieved from
previous studies suggests that Quercetin which is a type of flavonoid has antioxidant,
antiproliferative, anti-allergy and anti-inflammatory effects. Based on that information
Quercetin could be an alternative prophylactic agent against methotrexate—induced renal
toxicity.

A total of twenty-four male Sprague Dawley rats were included in this study. Animals
were equally divided into four groups as follows: Control group (0.5 cc of saline i.p.), MTX
group (20 mg/Kkg, i.p, 3rd day single dose and 0.5 cc/i.p. saline for 8 days), MTX (20 mg/kg,
i.p, 3rd day single dose) and Quercetin (50 mg/kg, oral for 8 days) group and Quercetin group
(50 mg/kg oral for 9 days). At the end of this experimental study, kidney tissues and blood
samples were collected for histopathological and biochemical analysis.

According to the biochemical findings, a lipid peroxidation marker, MDA levels were
significantly increased in MTX treated group to control and by the use of Quercetin this
increase was found reduced. Antioxidant enzyme SOD levels were significantly decreased
with MTX and increased with Quercetin.

Parallel to biochemical findings, in histological examinations of kidney tissues, there were
evidences as the indicator of oxidative damage. MTX compared with the control group, there

was significant increase (p< 0.05) in nephrotoxic findings and apoptotic cell death in the
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MTX group compared with control group together with MTX given quercetin group showed
significantly lower histopathological findings of damage and apoptotic cell death.

As a result, quercetin may be useful in accordance dose with the literature the toxic effects
of MTX on rat kidney tissue.

Keywords: Methotrexate, Quercetin, Oxidative tissue damage, Antioxidant,

Nephrotoxicity
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