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ONSOZ

Flor, yeryiiziinde ¢ok yaygin bulunan bir elementtir. Canlilar bir ¢ok yolla flora
maruz kalmaktadirlar. Belirli miktarda flor alinmasi kemik ve dislerde yarar
saglarken, fazla flor alinmas1 sonucunda flor toksikasyonu olugmaktadir.

Flor toksikasyonu, gerek iilkemizde gerekse diinyada ¢ok sik rastlanilan bir
hastaliktir. Farkli yollarla fazla miktarda flora maruz kalinmasi sonucunda olusan
flor toksikasyonunun, kemik ve dislerde olumsuz etkiler olusturmasinin yaninda,
organlarda da bazi zararlara neden oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur.
Flor atiliminin biiyiik ¢ogunlugunun idrar yoluyla ger¢eklesmesinden dolayi,
bobrekler, flor toksikasyonundan etkilenen organlarin basinda gelmektedir.

Karvakrol, kekik gibi bitkilerin yapisinda bulunan, antioksidatif 6zelligi yiiksek olan
bir maddedir. Yapilan ¢aligmalar, karvakroliin oksidatif strese karsi etkili oldugunu
ortaya koymustur.

Canlilarin uzun siire ve fazla miktarlarda flora maruz kalmasi sonucu toksikasyonun
olusmasi, kronik bir hastalik durumunu ortaya c¢ikarmaktadir. Bu nedenle,
caligmalarin deney hayvanlarn {izerinde yapilmasi, flor toksikasyonu olgularinin
olusturulmas: yoniinden etkili bulunmaktadir. Flora maruz kalma yollarinin en
yaygin olaniin i¢gme suyuyla alinmasi oldugu dikkate alinirsa, deney hayvanlarinda
icme suyuyla flor verilerek florozis olusturulmasi yapilan ¢aligmanin, insan ve
hayvanlarda goriilen flor toksikasyonuna rol model olmasini saglamaktadir.

Bu calismada, deneysel olarak ratlarin igmeye suyuna sodyum florid katilarak flor
toksikasyonu olusturulmas1 ve bu flor toksikasyonunda karvakroliin bobrekler
lizerine antioksidatif etkisinin arastirilmasi amaglanmigtir. Calisma, Ankara
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii Lisansiistii Tez Projesi
(Doktora) kapsaminda desteklenmistir.

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’'nda doktora
egitimine beni kabul eden ve egitim siiresince desteklerini esirgemeyen basta
danismanin Prof. Dr. Berrin SALMANOGLU olmak iizere, degerli hocalarim Prof.
Dr. S. Hilal KARAGUL, Prof. Dr. Arif ALTINTAS, Prof. Dr. Tevhide SEL, Prof.
Dr. Hamdi UYSAL, Dog. Dr. Mert PEKCAN, Dog. Dr. Gérkem KISMALI, Dog. Dr.
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1. GIRIS

Flor, Diinya’da bulunan elementler siralamasinda 13. sirada yer alan ve
elektronegativiteye sahip bir elementtir. Neon ve helyum disindaki tiim elementlerle
reaksiyona girebilme Ozelliginden dolayi, flor ve bilesikleri dogada ¢ok yaygin

sekilde bulunmaktadir (Martinez-Mier, 2011).

Flor’un, yiiksek miktarlarda alinmasi sonucu, hayvan ve insanlarda toksik etki
yaratabilecegi yapilan calismalarla belirlenmistir. Bobreklerin, flor toksikasyonundan
en c¢ok etkilenen organlarin basinda geldigi bildirilmistir. Bunun baslica sebebi,
bobreklerin flor atilmasi ve tutulmasindan sorumlu olmasidir. Buna bagh olarak da
fazla miktarda flora maruz kalinmasi sonucunda, bobreklerde histolojik ve patolojik

bulgular ortaya ¢ikmaktadir (Reddy ve ark., 1969).

Molekiiler formiili CsH3;CH3; olan karvakrol veya cymophenol kekigin
karakteristik kokusuna sahiptir. Ozellikle, Origanum hirtum, yabani bergamot gibi
bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin bir bilesenidir (Burt, 2004). Monoterpenik
fenol olan karvakrol bir¢ok bitkide bulunmaktadir ve uzun yillardir gida sektoriinde

katki maddesi olarak da kullanilmaktadir (Ultee ve ark., 1999).

Ayni zamanda karvakrol, giiclii bir antioksidan madde oldugu ve bir ¢ok
hastaligin engellenmesinde etkili oldugu yapilan calismalarda ortaya konmustur

(Liang ve Lu, 2012).

Bu c¢alismanin amaci, ratlarda deneysel olarak olusturulan flor

toksikasyonunda, intraperitoneal yolla karvakrol verilmesinin bobrek dokusu



iizerinde meydana gelen histopatolojik yap1 ve oksidatif sistem degisimlerini

arastirmaktir.

Bu amagla, bir ay siireyle ratlarin igme suyuna sodyum florid katilarak,
bobreklerde flor toksikasyonu olusturulmustur. Bobreklerde oksidatif stres belirteci
biyokimyasal parametreler degerlendirilmis ayrica karvakrol uygulamasimin bobrek
tizerine etkisi arastirilmistir. Uygulamalar baglamadan once ve sakrifikasyon

oncesinde kan 6rnekleri alinmistir.

Kronik florozis olgularina gerek Tiirkiye’de gerekse Diinya’da bir ¢ok bolgede
rastlanmaktadir. Dogal faktorlere bagli olusabilen bu vakalar, endemik olarak
goriilebilmektedir (Ergun ve ark., 1987; Fidanci ve ark., 1994; Fidanc1 ve ark., 1998;
Karagiil, 2008 ve Orug, 1977). Su kaynaklar1 ve toprak kontaminasyonu nedeni ile
yiiksek flor ile kars1 karsiya kalan insan ve hayvanlarin yasam kalitesi ve saglikli
yasamasi anlaminda, bilinmeyen metabolik etkiler arastirmaya deger ozellik

tagimaktadir.

Bu yeni yaklasim, karvakroliin, ratlarda sodyum florid ile olusturulan renal
hasar ve oksidatif stres durumunda koruyucu ve tedavi edici etkisini ortaya koymakta

yardimct olacaktir.



1.1. Flor Elementi ve Dogada Bulunusu

Hidroflorik asitten ayristirilarak ilk kez 1886 yilinda Prof. Henri Moissan
tarafindan kesfedilen flor; atom numarast 9, molekiil agirligi 19 ve yogunlugu 1,265
olan zehirli bir gazdir. Flor’un erime noktast -220 °C ve kaynama noktasi -188
°C’dir (Atkins ve ark., 2010 ve Gowda ve ark., 2013, s:709). Flor, acik sar1 renkli ve
tek degerli bir halojendir. Diger elementlere gore en fazla reaktif elektronegativiteye

sahiptir (Hem, 1989).

Flor yiiksek elektronegativitiye sahip ve reaktif bir madde oldugundan dolayz,
dogada serbest halde bulunamaz. (Santoyo-Sanchez ve ark.,, 2013). Sulu
cozeltilerinde genellikle floriir (F") seklinde bulunmaktadir. Flor, yer kabugunun
%0,08’in1 olusturmasinin yaninda, dogada en ¢ok bulunan elementler arasinda 13.
sirada yerini almistir. Az miktarda su, hava, bitki ve hayvanlarda bulunurken,
toprakta bulunan flor miktar1 yaklasik 300 ppm olarak tespit edilmistir (Brigatti ve
Guggenheim, 2002).

Flor yeryiiziinde, dogal veya yapay olarak bulunabilmektedir. Dig macunlari,
insektisidler, bazi ilaglar, flor kullanilan bazi alanlardaki sanayilerden salinan
dumanlarda flor bulunabilmektedir (Barbier ve ark., 2010). Floriiriin dogal yollarla
bulundugu bazi gida maddeleri de mevcuttur. Bunlara 6rnek olarak, bazi sebze ve
meyveler, tahillar, et, balik gibi gidalar; anne siitii, ¢ay yapraklari, taze meyve sulari
gibi baz1 i¢ecekler verilebilir. Bunlarin diginda igme sularinda da farklt miktarlarda
floriir bulunmaktadir. Boylece, canlilar ¢esitli yollarla floriir alimma maruz

kalmaktadirlar (Dimcevici Poesina ve ark., 2013).

Deniz suyunda bulunan floriir miktar1 dikkate alindiginda degerler 1,2 mg/L ve

1,5 mg/L arasinda degismektedir. Volkanik daglarin eteklerinde bulunan sularin



floriir miktarlar yiiksektir. Bunun yaninda, miktar1 25 mg/L olan yer alt1 suyu tespit
edilmigstir. Yiizeyde bulunan sularda ise diisitk miktarlarda floriir bulunmaktadir.
Ancak bazi géllerdeki miktarin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ornegin Tanzanya’da 95
mg/L ve Kenya’da ise 2800 mg/L floriir miktar1 tespit edilen gdller mevcuttur (The
EFSA Journal, 2005; WHO, 2000).

Floriir, tiim bitkilerde bulunmaktadir. Bitkilerdeki miktari, topraktan ve sudan
ileri gelmektedir. En yiiksek florlir miktar1 bulunan bitkiler, kivircik lahana ve
hindiba olarak belirlenmistir. Taze kivircik lahanadaki floriir miktarinin 40 mg/kg’a
kadar ylikselebildigi belirlenirken, hindibadaki miktar ise 0,3-2,8 mg/kg olarak
kaydedilmistir (Sloof ve ark., 1988).

Baz1 gidalarda bulunan flor miktarlar1 Cizelge 1.1.’de belirtilmistir (Bergmann,

1994; EGVM, 2001):

Cizelge 1.1. Bazi besin gruplarinin igerdigi Floriir miktarlar

Besin Grubu icerdigi Floriir Miktar
Siit ve Siit Uriinleri 0,05 — 0,15 mg/kg
Et ve Et Uriinleri 0,15 -0,29 mg/kg
Yumurta 0,18 mg/kg
Balik ve Balik Kroket 0,48 — 1,91 mg/kg
Ekmek ve Tahil 0,1 — 0,29 mg/kg

Sudaki flor miktarin1 belirleyen baslica etkenin jeolojik nedenler oldugu
bildirilmistir. Bunun yaninda, sanayi faaliyetleri veya komiir yakma gibi etkiler de
sudaki flor miktar1 iizerinde rol oynamaktadir. Diger yandan, florun en fazla iligkili
oldugu cografi olay ise, volkanik aktivitelerdir. Diinya’nin en yiiksek floriire sahip
bolgeleri, volkanik aktivitelerin oldugu iilkelerdir. Bu kapsamda onemli bolgeler
olarak, Pasifik volkan kusagi, Orta Afrika, Asya ve Kuzey ve Giiney Amerika’da
bolgeler, Dogu Afrika Rift Vadisi, Gliney Amerika’nin giiney kismindaki genis tortu
ozelligi olan havzalar 6nemli sayilmaktadir. Bunlarin disinda baska bolgeler ise,

Tiirkiye’den Irak, Iran, Afganistan, Hindistan, Kuzey Tayland, Cin ile Amerika ve




Meksika arasindaki sinirda bulunan bazi bolgeler de 6nem arz etmektedir (Dunipace
ve ark., 2006). Tirkiye’de Dogu Anadolu’da eski volkanik alanlarda, 6zellikle Van-
Agr1 civarinda florozis olaylar1 yaygindir (Orug, 1977; Sendil ve Baysu, 1973)

Uygun miktarlarda flor aliniminin kemik gelisimi ya da dislerde ciirtimelerin
onlenmesi gibi bazi yararlar1 bulunmaktadir. Bunun aksine, yiiksek doz flor alinimi
hayvan ve insan saglhigina olumsuz etki gostermektedir. Florun erken toksik etkisi,
insanlarda dis ve iskelete ait olarak ortaya ¢ikmaktadir. Diglerde ciirlime, iskelet
yapisinda anormallik gelisir. Ayrica flor, hiicre membranini gegcer ve yumusak
dokulara niifuz eder. Toksik etki, flor alinimin agiz yoluyla olmasinin yaninda
inhalasyon yoluyla aliniminda da benzer etki gostermektedir (Lech, 2011; Zabulyte
ve ark.; 2007 ve Zhou ve ark., 2012).

Yapilan caligmalar, deneysel modellerde bdbrekte flor toksikasyonunun
olusmasinda esas olarak Sodyum Florid (NaF) formunun etkili oldugunu ortaya

koymustur (Barbier ve ark.; 2010).

Sodyum florid (NaF), renksiz veya beyaz olabilen suda ¢oziilebilir kat1 bir
maddedir (WHO, Fluoride in Drinking Water, 2004). Florun laboratuvar yontemleri
ile Olglilmesi miimkiindiir. Flor analizleri, iyon segici elektrot metoduyla
gerceklestirilmektedir. Bu yontem ile, serbest ve bagli halde bulunan toplam flor
miktar tespit edilmektedir. Ornegin, sudaki floriir miktarinin tayini i¢in bu metot
kullanilabilmektedir ve kullanilan bu metotla 20 pg/litre miktarina kadar ol¢iim

yapilabilmektedir (Sloof ve ark., 1988).



1.2. Floriir Metabolizmasi

Alman florlir miktar1 ve siiresine bagli olarak floriir, metabolizma iizerinde
yararli ya da zararl etki gosterebilmektedir (Everett, 2011). Bu kapsamda floriiriin
olumlu etkisi dis ciiriiklerine karst korumada ya da kemik yapisinda etki
gostermektedir (Bratthall ve ark., 1996; Kobayashi ve ark., 2014). Bunun aksine
negatif etkiyi ise dis ve kemiklerde florozis olusturarak gostermektedir (Buzalaf ve
ark., 2015; Everett, 2011;). Florun toksik etkisi, kemiklerde zayiflamaya ve kiriklarin
artigina sebep olmaktadir. Florozisin erken donem semptomlari klinik olarak belirgin
degildir. Bu yiizden teshisinde, romatoid artrit gibi baz1i hastaliklarla
karistirilabilmektedir (National Research Council, 2006). Dis florozisi ise, fazla
miktarda flor alimi sonucunda dis minesinde hipomineralizasyonun olusmasidir
(Fejerskov-O-Kidd, 2009). Bunun sonucunda, dis minesi normale gore daha opak ve

parlakligini kaybetmis durumdadir (Neville ve ark., 2015).

Florir metabolizmasinda 3 6nemli adim bulunmaktadir. Bu adimlar; emilim,
yayuim ve bosaltim seklinde 6zetlenmektedir. Tiim bu adimlarda en 6nemli etken ise

pH degeridir (Buzalaf ve ark., 2015; Whitford, 1996).

Ag1z yoluyla floriir alinmasinin ardindan, alinan floriiriin %75-90’1 sindirim
kanalindan emilmektedir. Emilimin yaklasik %40°1 ise mideden gerceklesir. Midenin
asidik yapis1 sayesinde sindirilen floriir, hidrojen floriir yapisina donmektedir ve bu
sekliyle emilim ger¢eklesmektedir. Mideden emilmeyen floriir ise, bagirsaktan
emilmektedir. (IPCS, 2002; Whitford, 1997 ve WHO, 2006). Bagirsaktan emilim,
pH’dan bagimsiz olarak gerceklesmektedir (Buzalaf ve ark., 2015; Whitford, 1994).
Mideden emilim ise pH’ya baghdir. Asitlik arttik¢a, emilim artmaktadir (Whitford ve
Pashley, 1984). Ince bagirsaktan emiliminde floriir, iyonik haldedir. Béylece iyonik
halde, bagirsak epitelindeki kiiciik bosluklardan ge¢is saglayabilmektedir (Nopakun
ve ark., 1989).



Alman florlirlin ¢ogunun sindirim sisteminden emilmesi basit difiizyonla
gerceklesmektedir. Floriiriin emilimi diyete de baghdir. Ornegin sulu ¢ozeltilerle
sodyum florid alinmasinda emilim tamamiyla gerceklesmektedir (Buzalaf ve ark.,
2015; Whitford, 1996). Icme suyundaki floriir de iyonik halde bulundugundan,
bagirsak mukozasindan gecis saglamaktadir (Voznaya, 1981).

Floriiriin mideden emiliminin asitlife bagli olmasinin yaninda, emilimi
etkileyen baska faktorler de bulunmaktadir. Bunlarin basinda gelenlerden bir tanesi
ise, almman floriir bilesiginin ¢oziinebilirligidir. Kolay ¢oziinebilir bilesikler daha
hizl1 absorbe edilebilmektedir. Bu bilesiklere 6rnek olarak sodyum florid ve hidrojen
florid verilebilir. Bunun aksine kalsiyum florid veya magnezyum florid gibi daha az
coziinebilirlige sahip bilesikler daha yavas emilmektedir (Ekstrand ve Ehrnebo,
1983; Whitford ve Pashley, 1984).

Hidrojen Floriir (HF) zayif bir asittir. 3,4 pH degerindedir. Floriiriin yaris1 HF
olarak diger yarisi ise iyonik form olan F~ seklindedir yani pKa (- log (ka)), 3,4 tiir.
pH bu degerden asagi dogru indiginde (asitlesme) HF konsantrasyonu artarken, bu
pH degerinin yiikselmesi (baziklesme) durumda ise iyonik F konsantrasyonu
artmaktadir (Buzalaf ve ark.; 2015Whitford, 1996). Bdylece floriir, viicut-sivi
bolgelerinde daha asidik ortamdan daha alkali ortama gegis yapmaktadir (Buzalaf ve
ark., 2015).

Emilim sonrast floriirlin  kana geg¢mesiyle, tim viicuda yayilmasi
gerceklesmektedir (IPCS, 2002; WHO, 1996 ve WHO, 2006;). Emilimin ardindan
plazma floriir seviyesi maksimuma c¢ikmaktadir, bu siire yaklagik 20-60 dakika

olarak bildirilmistir. En yliksek seviyeye ¢ikigin ardindan plazma floriir seviyesi



azalis gostermektedir. Bu siire ise, doza bagli olarak 3-11 saat arasinda

degismektedir (Buzalaf ve ark., 2015; Whitford, 1996).

Floriir kanla viicuda yayilarak, daha ¢ok kalsiyumdan zengin alanlarda
tutulmaktadir. Yetiskinlerde emilen floriiriin yaklagik %60 tutulurken, bu oran
bebeklerde daha yiiksek olup, yaklasik %80-90 oranindadir. Ayrica, floriir plasentay1
gegebilmekte, anne siitiinde bulunabilmektedir (IPCS, 2002; WHO, 1996 ve WHO,
2006).

Floriir, tiikiirikle salinabilmektedir. Kandaki floriir miktar1 arttikga,
tiktirtikteki miktar da artmaktadir (Ingram ve ark., 2005). Ayrica, depolanmayan
floriir, idrarla ve diskiyla atilmaktadir (Whitford, 1996). idrarla atilan miktar, yasa
bagiml olarak degisim de gosterebilmektedir. Idrar atihminda da tipki emilimde
oldugu gibi pH gibi baz1 faktorler etki gostermektedir. Alinan gidalara gore idrar
pH’s1 da degismektedir. Ornegin, sebze agirlikli beslenmede idrar alkaliye dénmekte,
protein agirhikli beslenmede ise aside dénmektedir. Idrarda gergeklesen bu pH
degisimleri de idrarda floriir atilimin1 degistirmektedir (Angeles Martinez-Mier,

2011).

Emilen florilirlin idrardan atilim yiizdesi, saglikli geng-orta yaslh insanlarda
%50, bebek-¢ocuklarda ise %10-20 oranindadir (Ekstrand ve ark., 1982; Schiffl ve
Bingswanger, 1982).

Floriir, renal glomeriillerden siiziilmektedir. Tubiiller sivinin pH’sina bagh
olarak da renal tubiillerden geri emilmektedir. Yetigkinlerde floriiriin renal kleransi
30-50 mL/dk’dir (Ekstrand ve ark., 1982; Schiffl ve Bingswanger, 1982). Bobrek
fonksiyonunun bozuldugu durumlarda, idrarla floriir atilimi1 azalmaktadir (Schiffl ve

Bingswanger, 1980; Spak ve ark., 1985; Torra ve ark., 1998).



Cizelge 1.2. Ag1z yoluyla alinan Flor metabolizmasi

Ag1z yoluyla Floriir alimi

l

Floriiriiriin mide ve bagirsaktan absorbsiyonu

/ \

Absorbe edilmeyen F Plazma’daki Floriir

Io
=
2,
%2

Diskiyla disart atilir .
Floriir atihmi Iskelet sisteminde tutulmasi

(Ana organ bobrekler)

Floriir bobreklere geldiginde, glomerulustan siiziilmektedir. Daha sonra
proksimal tubulden geri emilimi ger¢eklesmektedir. Bu geri emilim g¢esitlilik
gostermektedir. Bu ¢esitlilikte en 6nemli etken glomerular pH’dir (Whitford, 1994).
Renal tubullere floriiriin girmesinin ardindan geri emilim gergeklesmektedir

(Whitford ve ark., 1976).

Bu geri emilimdeki en 6nemli roliin pH olmasi, HF’iin diffuzyonla zari
gecmesidir (Whitford ve ark., 1976). Tubuller stvinin pH’s1 yiiksek oldugunda, floriir
miktart HF olarak diislik, fakat F~ olarak yiiksektir. Bu durumda, diistik floriir
konsantrasyonu, renal tubul epitelinden interstisyel siviya gecerek yeniden
emilebilmesi i¢in uygundur. Emilemeyen floriiriin biiyiik kismi ise F- olarak idrarla
atilmaktadir (Ekstrand, 1996). Bunun disinda idrar pH’simi1 etkileyen herhangi bir

durum, idrarla atilan floriir miktarin1 da etkilemektedir (Buzalaf ve Whitford, 2011).



1.3. Uygun Miktarda Floriir Alimi ve Yararlan

Flor her yerde bulunmaktadir. Bu nedenle flor olmayan bir durum yaratmak
cok zor oldugundan, florun insan ve hayvan sagligi i¢in zorunlu bir element oldugu
konusunda kanitlar bulunmamaktadir (The EFSA Journal, 2005). Fakat yapilan
caligmalar, uygun miktarlarda florlir aliminin 6zellikle agiz saglig1 lizerine olumlu
etkisinin bulundugunu gostermistir (Marthaler ve Petersen, 2005; Petersen ve

Lennon, 2004 ve WHO, 2008).

Floriirtin diisiik miktarlarda olmak iizere siirekli tiikiiriikte bulunmasinin, dis minesi
lezyonlarmin sagaltiminda olumlu etkisinin oldugu belirlenmistir. Ozellikle dis
gelisimi sirasinda florlir alinimi, dis minesinin daha direncli hale gelmesine neden

olmaktadir (Marthaler ve Petersen, 2005; Petersen ve Lennon, 2004 ve WHO, 2008).

Yapilan calismalarda, giinliik 0,5 mg/kg almimmin dis clirtiklerine engel

olabilecegi goriilmiistiir (Edmunds ve Smedley, 1996).

Bilimsel arastirmalar, uygun miktarda flor aliminin kemiklerde giliclenmeye
neden oldugunu da kanitlamistir. Ratlara 16 hafta boyunca icme suyuyla 16 mg/L
floriir verildiginde, kemiklerde florlir miktarinda artisa sebep oldugu goriilmustiir.
Bu artisin kemiklerde 1200 mg/kg’a kadar c¢ikabilecegi kanitlanmistir. Bunun
yaninda yiliksek miktarda i¢gme suyuyla florlir alindiginda ise negatif bir etki
gosterdigi ve azalisa sebep oldugu goriilmiistiir. Bu yiizden de floriiriin kemiklerin
kuvvetlenmesi agisindan ¢ift tarafli bir etkisinin oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir (The

EFSA Journal, 2005; Turner ve ark., 1992).
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1940’1h yillarda, igme suyundaki floriirin, tim yaslarda dis cgiiriiklerini
onlemede katki sagladigi bulunmustur (Dean ve ark., 1942; Russell ve Elvove,
1951). Yapilan ¢alismalarda, ortalama sicakliga bagh olarak 0,7 mg/L ve 1,2 mg/L
arasinda floriir iceren sularin tiiketildigi toplumlarda, daha az floriir igeren su
tilketilen toplumlara gore dis c¢iiriiklerinin %40 ila %60 diisik oldugu ortaya
konmugtur. Buna bagli olarak i¢gme suyunun 1 litresinde yaklasik 1 mg floriir

bulunmasinin ideal deger oldugu kabul edilmistir (The EFSA Journal, 2005).

Bu ideal miktar yas araliklarina goére farklilik gostermektedir. Buna gore, Gida
ve Beslenme Kurulu'nun (FNB) 1997 yilinda, Washington Tip Enstitiisii Ulusal
Akademi Yayini’'nda belirttikleri diyet referanslar1 asagidaki tabloda belirtilmistir
(FNB, 1997).

Cizelge 1.3. FNB Floriir diyet referanslari

Yas Arahg Uygun Miktar

7-12 ay 0,5 mg/giin

1-3 yas 0,7 mg/giin
4-8 yas 1 mg/giin
9-13 yas 2 mg/giin
14-18 yas 3 mg/giin
e Kadin 3 mg/giin
19 yas ve st Erkek 4 mg/giin

Avrupa Komisyonu biinyesinde yer alan Tiiketicilere Yonelik Kozmetik ve
Gida Dis1 Uriinler Bilim Kurulu (The Scientific Committee on Cosmetic Products
and Non-Food Products Indeed for Consumers — SCCNFP) 2003 yilinda, 6 yas
altindaki c¢ocuklarin kullanacaklari dis macunu miktarinin 0,05 ila 0,8 g arasinda
olmas1 gerektigini belirtmislerdir. Tavsiye edilen miktar bezelye biiyiikliigii olarak

bildirilmistir. Bu da yaklasik 0,25 g’a denk gelmektedir (SCCNFP, 2003).
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1.4. Fazla Miktarda Floriir Alimi ve Zararlari

Floriirtin ¢esitli yollarla viicuda alinmasi miimkiindiir. Bunlarin basinda,
sindirim ve solunum sistemleri ve deri yoluyla floriire maruz kalinmasi gelmektedir.
Bu yollardan herhangi biriyle fazla miktarda flor alinmasi, canlilarda g¢esitli

olumsuzluklara yol agmaktadir.

Gerek hayvanlarda gerekse insanlarda, fazla miktarda flor alimiyla olusan ve
akut olarak adlandirilan flor toksikasyonu nadir goriilmektedir. Ancak, az miktarda
fakat uzun stireyle flor alimma bagl olarak olusan kronik flor toksikasyonuna ise

yaygin rastlanmaktadir (Gowda ve ark., 2013).

Flor toksikasyonuna maruz kalmanin iki sekli bulunmaktadir. Bunlardan ilki
endemik florozistir. Bu yolla olusan toksikasyonda etken, igme suyudur. Igme
suyuyla alinan yiiksek miktarda flor sonucu toksikasyon goriilmektedir

(Saralakumari ve Ramakrishna, 1991).

Diger bir maruz kalma sekli ise, endiistriyel florozistir. Bu da hava kirliligine
bagli olarak toksikasyon olugmasiyla sonuclanmaktadir. Bu toksikasyona baglh
olarak da gerek insanlarda gerekse hayvanlarda cesitli organlarda hasarlar
olusabilmekte, biyokimyasal parametrelerde degisiklikler olusabilmektedir (Giri ve
ark., 2016).

Floriir, elektronegatif yapiya sahiptir, bu ylizden de, doza bagl olarak, bazi
katyonlarin yerine gecebilmektedir. Bunun yaninda antioksidan sistemine etkisi ise,
florun radikal yapisindan kaynaklanmaktadir. Bu yap1 ayrica lipid peroksidasyonu

tizerine de etki etmektedir (Gowda ve ark., 2013).
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Amerikan Dig Hekimligi Birligi, herhangi bir zamanda 120 mg'dan fazla flortir
(264 mg sodyum floriir) verilmesini Onermemistir (Bayless ve Tinanoff, 1985).
Toksik etki yaratabilecek minimum floriir miktar1 5 mg/kg viicut agirligi olarak
belirtilmistir. Oldiiriicii doz ise 7-16 mg/kg viicut agirh@ olarak bildirilmistir
(Whitford, 1996).

Oral yolla alinarak olusan akut florozis sonucunda olusan semptomlar arasinda
salivasyonda artis, diyare, kusma, kalp baskilanmasi goriilmektedir. Bunun diginda
akut olarak gelisen durumlarda, yasa bagli olarak bobreklerde nefrotoksisitenin
gorlilmesi de miimkiindiir. Siganlarda yapilan calismada, akut olarak toksik etki
yaratan 17,8 mg floriir/kg viicut agirligi dozunda NaF’iin gavaj yoluyla verilmesi
sonucu mide mukozasinda degisiklikler goriilmiistir. Bu degisiklikler NaF
uygulamasinin ardindan 30 dakika icerisinde ortaya ¢ikmistir (Easmann ve ark.,

1985; The EFSA Journal, 2005).

Flor, hiicre membranin1 kolayca gecebilen bir elementtir. Buna bagli olarak
fazla flor alinimi1 bazi1 hastaliklara neden olabilmektedir. Yiiksek flor alimi sonucu ile
toksik etkisi, hiicresel bir zehir olarak nitelendirilebilmektedir. Bu etki, kalsiyumu
baglama ile proteolitik ve glikolitik enzimlerin aktivitesine miidahale yoluyla

gerceklesmektedir.

Floriiriin viicuda alimma yollarin biri olan agiz yolu ile, sindirim sistemine
dahil olmaktadir. Midede, mide asidi ile reaksiyona girmektedir. Bu reaksiyon
sonucunda hidroflorik asit olusmaktadir. Olusan hidroflorik asit sonucunda, kusma,
karmn agrisi, mide bulantis1 gibi semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu semptomlar,
yiiksek dozda ve kisa siireli floriir aliniminda olusan akut florozis durumlarinda ilk
ve hizli olarak karsilagilan semptomlardir. Ayrica bunlardan bagka olarak kas
spazmlarina rastlanabilmekte, hatta solunum felci ve akabinde Oliimler

goriilebilmektedir (WHO, 2010).
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Floriirtin hiicresel toksisite etkisinin, ¢ogunlukla enzimlerle etkilesimi sonucu
olustugu goriilmiistiir. Floriiriin, ¢ogu zaman enzim inhibitorii olarak rol oynadigi
tespit edilmistir. Fakat enzim cesidine bagli olarak floriir kimi zaman enzim

stimiilatorii olarak da gorev alabilmektedir (Adamek ve ark., 2005).

Floriir, sadece agiz yoluyla alinmamaktadir. Hidrojen floriir seklinde, solunum
yoluyla alinmasi da miimkiindiir. Bunun sonucunda, solunum yolunda irritasyona
neden olmaktadir. Irritasyon sonucunda, tikanma, &ksiiriik ve pulmoner ddem gibi
semptomlara rastlanilmaktadir. Bu yolla florlirin alinmasi da Oliimlere sebep

olabilmektedir.

Floriiriin diger bir maruz kalma sekli olan deri yoluyla almmasidir. Ciddi
yaniklar ve uzun siire devam eden cilt kusurlari, deri yoluyla floriire maruz kalma
sonucunda goriilen semptomlar arasindadir. Bu yolla floriir alinimi da tehlikelidir

(WHO, 2010).

Ozellikle igme sulariyla, uzun siire diisiik miktar flor alimi ise, dislerde
ciiriiklere yol agmaktadir. Normal seviyelerin {izerinde flor alimi, dental florozis ya
da iskelet florozisine sebep olabilmektedir. Dental floroziste dislerde benekler
goriilmektedir. Iskelet florozisinde ise eklemlerde sertlesme, kemiklerde carpiklik

veya kirilganlik gozlenebilmektedir (Dissanayake, 1991).

Flor alimi bazi kan parametreleri lizerinde de degisikliklere sebep
olabilmektedir. Ratlarla yapilan calismalarda, floriirle tedavi sonucunda, serum
kreatinin ve kan iire azotu degerlerinde artis ve kan proteini ve kalsiyum degerlerinde
ise azalis gozlenmistir. Bunlarin yaninda hiperglisemi gelistigi de yapilan calisma

sonuclar1 arasinda yer almaktadir (Henschler ve ark., 1975).
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Diinya Saglik Orgiitii tarafindan, igme suyu ile alinmas1 gereken flor miktarmnin
1 mg/L’yi gegmemesi Onerilmektedir (WHO, 2008). 1950’lerde ABD ve Avrupa’da,
dis macunu ya da su ile alinan flor miktarmin yaklasik 1 mg/L olmast durumunda,
goriilebilecek dis ciiriikleri ihtimalinin %50 azaldig1 kabul edilmistir (Diesendorf,
1986). Fakat, ilerleyen zamanlarda, bu miktarlar daha az seviyelere indirilmistir.
Bunun nedenleri arasinda, uzun siireli topikal flor kullanimi, beslenmeyle flor
alimmmin artmasinin, artan dis saghigi egitimi gibi sebeplerin olabilecegi

diisiiniilmektedir (Edmunds ve Smedley, 1996).

Al-Hiyasat ve arkadaslarinin 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, disi siganlara
200, 400 ve 600 ppm olmak iizere degisik kosantrasyonlarda NaF, i¢cme sularina
katilarak 30 giin boyunca verilmistir. Calisma sonucunda, 600 ppm NaF’lin tiim
hayvanlar1 06ldiirdiigi bildirilmistir. Bunun yaninda, 400 ppm’in hayvanlarin
%70’sini oldiirdiigii goriilmiistiir. 200 ppm’in ise herhangi bir 6liime neden olmadig1
belirlenmistir fakat su tiiketimi ve viicut agirliginda azalisa neden oldugu
deneyimlenmistir (Al-Hiyasat ve ark., 2000). Ayrica yapilan caligmalar, yiiksek
oranda floriir i¢eren igcme sularinin, insanlarda dogum oraninin diismesiyle iligkili

oldugu kanitlanmistir (Freni, 1994).

Varsha Dhurvey ve Mangala Thakare’nin 2016 yilinda yaymladiklar
caligmada, igme sularina farkli dozlarda NaF katilmis disi ratlarda, hormon degerleri
ve Ostrus siklusu degerlendirilmistir. Bu kapsamda 30 giin boyunca, 5, 10, 15 ve 20
mg NaF/kg viicut agirlhigi/gin  icme suyuyla verilecek sekilde gruplar
olusturulmustur. Calisma sonucunda, 15 ve 20 mg NaF/kg viicut agirligi/giin
uygulanan gruplarda Flor toksikasyonu tespit edilmistir. Bunun yaninda 15 ve 20 mg
NaF/kg viicut agirligi/giin gruplarinda, didstrus, Ostrus ve metdstrus fazlarinin
azaldig1 da tespit edilmistir. Sonug olarak elde edilen bulgular dikkate alindiginda,
icme suyuyla alinan NaF’lin lireme sistemi iizerine olumsuz etkilerinin olabilecegi

goriilmistiir (Dhurvey ve Thakare, 2016).
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Uzun siireli fazla miktarda flor alinimi, kronik florozise sebep olabilmektedir.
Birgok mineral takviyesinin fazla miktarda flor barindirdig1 diisiiniiliirse, bu
durumun bir ¢ok canhida gériilmesi miimkiindiir. Ozellikle c¢iftlik hayvanlari
acisindan degerlendirildiginde, florozis durumunun goriilmesi biiyiik ekonomik

kayiplara da neden olabilmektedir (Zhan ve ark., 2005).

Geng hayvanlarin flor toksikasyonuna daha duyarli oldugu tespit edilmistir.
Kanatli hayvanlarin, flor toksikasyonuna en dayanikli tiir olduklar1 bulunmustur

(Gowda ve ark., 2013).

Xiu-an Zhan ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklari g¢alismada, geng
domuzlarda goriilen florozisin, lipid peroksidasyonu ve antioksidan sisteme etkisi
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, 3 grup olusturulmus; yaklasik 50 giinliik
hayvanlar kullanilmigtir. 50 giin boyunca ¢alismada kullanilan domuzlara 100, 250
ve 400 mg/kg flor iceren NaF beslenme yoluyla verilmistir (Zhan ve ark., 2005).
Calismanin sonunda yapilan analizlerde, flor verilen gruplarda kontrol grubuna
oranla serum MDA seviyelerinde artis, SOD ve GPx seviyelerinde ise azalis
goriilmiistiir. Bobrek dokusu homojenatlarina bakildiginda ise, sirasiyla 250 ve 400
mg/kg F verilen hayvanlarda MDA seviyesinin onemli olgiide arttifi ve GPx
seviyesinin ise azaldigr goriilmiistiir. En yliksek miktarda flor verilen 4. grupta
bobrek GPx degerlerinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu goriiliirken, 4. gruba
gore daha az miktarda flor verilen 2. ve 3. gruplara gore ise bu degerin daha yiiksek
oldugu dikkat ¢ekmistir. SOD aktivitesinin ise, tiim flor verilen gruplarda onemli

oOlciide azaldig1 kaydedilmistir (Zhan ve ark., 2005).

Tiim bu sonuclar dikkate alindiginda, biiylime donemindeki domuzlarin bobrek
dokusunda, florun serbest radikal {iretimini arttirdig1 ve antioksidatif enzimleri inhibe
ettigi sonucuna varilmistir. Boylece, florla olusturulan oksidatif stresin, yumusak

dokularda flor toksikasyonuna neden oldugu ortaya konmustur (Zhan ve ark., 2005).
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1.5. Florun Bobrekler Uzerine Etkisi

Florun dis ve kemikler etkisi diginda, bobrek, karaciger gibi organlara da etkisi
bulunmaktadir. Emilen floriiriin yaklagik %50-80°nin idrarla atildig1 ve flor aliminin

renal hasara yol acgtig1 yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir (Dissanayake, 1991).

Bobrekler, flor toksikasyonundan en ¢ok etkilenen organlardandir. Gerek
histopatolojik gerekse fonksiyonel yonden bozukluklar, flor toksikasyonunda
gozlenmektedir. Bunun sebebi, fazla flora maruz kalinmasi durumunda florun
atilmasi veya tutulmasinda bobreklerin esas organlar olmasidir (Kono ve ark. 1987;
Ophaug, 1979). Disi siganlarla yapilan caligmalar, fazla flor alinnminda bobrek
agirliklarinin, kontrol grubuna ait sicanlarin bobrek agirliklarina oranla artis

gosterdigini de kanitlamistir (Al-Hiyasat ve ark., 2000).

8 ppm veya daha yiiksek miktarda igme suyuyla floriir alinmas1 durumunda,
bobrek hasarlarinda artis goriildiigli yapilan ¢aligmalarla kanitlanmigtir. Bu durum
bobrekte, yapisal ve fonksiyonel hasarlara yol agmaktadir. Ortaya ¢ikan yapisal
degisiklikler sonucunda ise serum kreatinin ve BUN degerlerinde artis izlenmektedir

(Ranjan ve Ranjan, 2015; Yang ve Liang, 2011).

Plazmada bulunun floriir kan yoluyla tiim doku ve organlara yayilmaktadir. Bu
nedenle yumusak dokularda floriir miktarmin tayininde, kandaki floriir mikarlar
etkili olmaktadir. Bobrek ve karaciger gibi iyi perflize edilmis dokular ve plazma
arasinda floriirlin yayilimi daha hizli bir sekilde gerceklesmektedir. Ayrica, floriiriin
viicuttan atilmasinda en 6nemli yol bobreklerdir. Florlire maruz kalmanin en iyi
gostergesi, idrardaki floriir miktaridir. Idrardaki floriir miktar1 ile icme suyunda

bulunan floriir miktar1 iliskilidir (Czarnowski ve ark., 1996). Nefronda, floriirden en

17



cok etkilenen kismin, proksimal tubiil epitel hiicreleri oldugu, yapilan ¢aligmalarda

goriilmiistiir (Shashi, 2000; Usuda ve ark., 1998).

Cocuklarla yapilan bir ¢aligmada, igme suyuyla 2,0 mg/L’nin iizerinde floriir
alinmas1 sonucunda, nefrotoksisite goriilmustiir. Tubiile 6zgili iki belirtecte, kronik
olarak artis saptanmistir. Serum florlir seviyesi ise yaklasik olarak 1,25 mg/L

civarinda bulunmustur (Xiong ve ark., 2007).

Inkielewicz ve Krechniak’nin 2003 yilinda, igme suyundan floriir alinimi
saglanan, 8 haftalik erkek Wistar siganlarin yumusak dokularindaki floriir miktarini
tayin etmelerine yonelik ¢alismalarinin sonucunda, doza ve maruz kalma siiresine
bagli olarak incelenen tiim doku ve organlarda floriir miktarinin arttig1 saptanmistir.
Ayni ¢alisma sonuglarina gore, en yiiksek floriir miktar1 her durumda bobrekte, en
diisiik ise serumda bulunmustur. Karaciger, beyin ve testis gibi diger dokularda ise

florlir miktar1 benzerlik gdstermistir (Inkielewicz ve Krechniak, 2003).

Ramseyer ve arkadaslari, ratlara 500 giin boyunca i¢gme suyuyla 1,5 ve 10 ppm
miktarinda florlir vermislerdir ve uygulama sonunda yapilan degerlendirmelerde,
tubiillerde hipertrofi ve hiperplazi gozlemlemislerdir (Ramseyer ve ark., 1957). Diger
yapilan ¢alismalarda ise bobreklerde kayda deger histopatolojik degerlendirmelerin
basinda tubiillerde vakuollesme ve nekroz, interstisyel 6dem ve nefrit ve glomeriil
atrofisi gelmektedir (Karaoz ve ark., 2004; Shashi ve ark., 2002 ve Zager ve Iwata,
1997).

Yapilan caligmalar, igme suyuyla yiiksek miktarda floriir alan siganlarda, renal
tubuler hasarin olustugunu ortaya koymustur (Henschler ve ark., 1975). Bunun

disinda hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda farkli degisimlere rastlanmaktadir.
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Bunlarin baginda, yangi, fibrozis, tubuler dejenerasyon, parankimatdz nefrit, dalgali

kanallarin dilatasyonu gelmektedir (Bond ve Murray, 1952).

Renal bozukluklar, serum kreatinin ve BUN seviyeleri ile iligkilidir. Bunun
disinda serum Na* ve CI seviyeleri de renal foksiyon durumlariyla ilgilidir (Emejulu
ve ark., 2016; Kumar ve ark., 1988). Ratlarla yapilan ¢aligmalar sonucunda, 28 giin
boyunca NaF verilmesi durumunda serum kreatinin, BUN ve {irik asit seviyelerinin

artig gosterdigi goriilmiistiir (Giri ve ark., 2015).

Yapilan caligmalar baz alindiginda, flor toksikasyonunda en c¢ok etkilenen

organlardan birinin bobrekler oldugu sdylenebilmektedir.

Ratlarda yapilan ¢aligmada, intraperitoneal olarak 600 ppm floriir bir hafta
stireyle verilmistir. Calisma sonucunda yapilan analizlerde nitrik oksit, oksijen
serbest radikalleri ve lipid peroksidasyonunda artig saptanmistir. Bunun aksine SOD,

CAT ve Glutatyon’da (GSH) azalis tespit edilmistir (Nabavi ve ark., 2013).

Floriir oksijen serbest radikallerinin artisina sebep olmasinin yaninda, bazi
enzim aktivitelerini de bozmaktadir. Yani floriir, protein metabolizmasina da etki
edebilmektedir (Zabulyte ve ark., 2007). Bunlardan farkli olarak floriir, karbonhidrat
ve yag metabolizmasina da etki edebilmektedir, bagisiklik sistemi ve viicudun bazi

kisimlarina etki edebilmektedir (Liu ve ark., 2003; Zabulyte ve ark., 2007).
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1.6. Bobrek Hastaliklarimin Tespitinde Yararlanilan Biyokimyasal Parametreler

1.6.1. Kan Ure Azotu (BUN) ve Kreatinin (CR)

Bobrek hasarlarinin degerlendirilmesinde, serum biyokimyasal parametreleri
ve histopatoloji c¢alismalarindan yararlanilmaktadir. Bu kapsamda en c¢ok
yararlanilan biyokimyasal parametreler kan iire azotu (BUN) ve serum kreatinindir
(CR). BUN, protein metabolizmast sonucu olusmaktadir. Glomeriiler hasar ve
bobrek fonksiyonlarinin azalmasi durumlarinda, BUN degeri artis gostermektedir.
BUN’nun viicuttan atilimi ise idrarla ger¢eklesmektedir. Kreatinin ise, bir kreatin ara
iriinii olup, idrarla disar1 atilmaktadir. Bu atilim glomeriiler filtrasyon yoluyla
gerceklesmektedir.  Kreatininin  kandaki  seviyesinin  yiikselmesi  bobrek
fonksiyonunun bozulmasi durumlarinda goriilmektedir (Jung ve Kim, 2018; Ryu ve
ark., 2018). Fakat bu parametre degerlerinin artigi, onemli derecede olugan bdbrek
hasarlari1 veya nefron fonksiyonel kapasitesinin biiyiikk kaybindan sonra
goriilmektedir (Boudonck ve ark., 2009; Davis ve Kramer, 2006; Hewitt ve ark.,
2004; Thukral ve ark., 2005).

Uzun yillardir, akut bobrek hasari i¢in kullanilan parametrelerden biri serum
kreatinin degeridir. Bu parametreden, bobrek fonksiyon durumlarimin teshisinde
yararlanilmaktadir. Kreatinin, 113 dalton agirligindadir. Kastan kreatin saliniminin
gerceklesmesinin ardindan, kreatin metabolizmasi sonucu kreatinin olusmaktadir.
Kreatininin, glomerulus tarafindan siiziilmektedir ve bobrekten emilimi
gerceklesmemektedir (Stevens ve Levey, 2005).

Serum kreatinin ve kan iire azotu degerleri bobrek hastaliklariin teshisinde en
cok kullanilan parametrelerdendir. Bu parametreler, bir ¢ok durumdan kolaylikla
etkilenebilirler. Ornegin bu degerler, sok ve dehidrasyon durumlarinda artis
gosterebilir, bunun yaninda serum kreatinin degeri gastrointestinal kanama

durumunda artig gosterebilmektedir. Dolayisiyla bu parametreler, bobrekle ilgili
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olmayan durumlarda da artig gosterebilmektedir. Bu agidan degerlendirildiginde bu
parametreler, akut nefrotoksisitenin teshisine 6zgii degildir (Ferguson ve ark., 2008;

Fuchs ve Hewitt, 2011; Uchino ve ark., 2017 ve Vaidya ve ark., 2008).

1.6.2. Clusterin ve KIM — 1 (Kidney Injury Molecule — 1)

Clusterin ve KIM-1, bobrek hasarimi tespit etmekte kullanilan yeni
parametrelerdir. Her iki parametre de, Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu (FDA) ve
Avrupa Ilag Dairesi (EMEA) tarafindan kemirgen hayvan calismalarinda kabul
edilmistir. Bu kapsamda, gerek Amerika gerekse Avrupa tarafindan renal toksisitenin
belirlenmesinde yararlanilmak {izere onaylanmistir (Dieterle ve ark., 2010 ve Vaidya
ve ark., 2010).

Clusterin, bir glikoproteindir. Renal tubiillerde hiicre adhezyonu ve apoptozisi

ile iligkilidir (Gheith ve El-Mahmoudy, 2018).

Clusterin ilk olarak kog rete testis sivisindan elde edilmistir. Sertoli hiicreleri
ve kirmizi kan hiicrelerinin kiimelesmelerine neden olmaktadir. Bu &zelliginden
dolay1, Ingilizce kiimelesme anlamina gelen “clustering” ifadesinden yola ¢ikilarak,
isimlendirilmesinde “Clusterin” kullanilmistir (Blaschuk ve ark., 1983; Ritz ve ark.,

1983).

Clusterin, 80 kDa agirligindadir ve ¢ogu dokuda bulunmaktadir (Ma ve ark.,
2015). Plazma, siit, semen gibi biyolojik sivilarda bulunan 6nemli bir glikoproteindir
(Jones ve Jomary, 2002). Bobrek dokusunda, bilateral {ireteral obstriiksiyon, iskemi
reperfiizyon hasart gibi hiicresel stres durumlariin yaninda intrinsik bobrek hasari,

reddedilen bobrek allogreft durumlarinda yukar1 yonlii regiile olmaktadir (Dvergsten
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ve ark., 1994; Murphy ve ark., 1989; Sansanwal ve ark., 2015; Schlegel ve ark.,
1992; Rosenberg ve Paller, 1991; Witzgall ve ark., 1994; Zhou ve ark., 2010).

Clusterin ¢esitli olaylarda gorev almaktadir. Bunlardan bazilari; programlanmig
hiicre 6liimii, lipit taginmasi, sperm olgunlagsmasi, dokunun yeniden yapilanmasidir.
Bunlarin disinda, oksidatif stres, yangi, hasar sonrasi, miyokardit durumlarinda da
Clusterin yukar1 yonlii regiile olmaktadir (Ma ve ark., 2015). Ayrica clusterin, erken
donem organ gelisimlerinde de artis gdstermektedir (Rosenberg ve ark., 1993;

Rosenberg ve Silkensen, 1995).

Yapilan calismalarda, Clusterin’in bobrek hasarinda antiapoptotik oldugu
ortaya konmustur. Clusterin, insan ve deney hayvanlarinda olusturulan bir ¢ok
hiicresel stres durumunda, bobrek dokusunda yukar1 yonli bir regiilasyon
gostermistir. Hiicre korumasinda, hiicre kiimelesmesi, hiicre tutunmasma dahil

olmaktadir (Pianta ve ark., 2013).

KIM-1, bir transmembran proteindir, immunoglobulin ve musin alani
icermektedir (Han ve ark., 2002). KIM-1, 36 kDa agirligindadir. Post-iskemik rat
bobreginde, proksimal tubiilde yukar1 yonlii bir regiilasyon gostermektedir (Ichimura

ve ark., 1998).

KIM-1 molekiilii, Ichimura ve arkadaslar1 tarafindan ilk olarak 1998 yilinda
bulunmus ve adlandirilmistir. Bu calismada, siganlar kullanilmistir ve sicanlarin
postiskemik bobreklerinden tip 1 membran proteini i¢in komplementer DNA
tanimlanmistir. KIM-1 molekiilii, Ig benzeri ve musin alani igermektedir. Bu alanlar,

ekstraselliilar alanda yer almaktadir (Ichimura ve ark., 1998).
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KIM-1 mesajct RNA hasarli bobrekte kopyalanir ve protein iretilir. Bu
proteinin iiretimi, proksimal tubiiliin apikal membraninda gergeklesir ve ayni1 kisma
yerlesir. KIM-1, bobregin glomerulus, i¢ medullar hiicreler ve peritubular interstisyel

hiicrelerde bulunmamaktadir (Ichimura ve ark., 1998; Vaidya ve ark., 2006).

KIM-1, normal bobrek dokusunda tespit edilememektedir. Buna karsilik, akut
ve kronik bobrek hasarlarinda, KIM-1 analizi miimkiindiir (Han ve ark., 2002;
Ichimura ve ark., 1998 ve Vaidya ve ark., 2006).

Yapilan calismalarda goriilmiistiir ki, kan {ire azotu ve kreatinin seviyelerinde
artts olmamasina ragmen, uriner KIM-1 seviyeleri iskemik akut bobrek hasarlarinda

yiikselis gosterebilmektedir (Vaidya ve ark., 2006; Vaidya ve ark., 2009).

Han ve arkadaslarmin 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, idrar KIM-1 protein
konsantrasyonu, akut ve kronik bobrek yetmezligi olan hastalarla iskemik akut
tubtiler nekroz olan hastalar kiyaslanmistir. Bunun sonucunda iskemik akut tubiiler
nekrozlu hastalarda idrar KIM-1 degeri, diger hastalara gore cok daha yiiksek
bulunmustur. Insanlarda yapilan bu calisma sonucunda, idrar KIM-1 degerinin,
iskemik tubiiler hasar tespitinde diger degerlendirilen parametrelere kiyasla daha

spesifik bir marker oldugu sonucuna varilmistir (Han ve ark., 2002).

1.7. Oksidatif Stress ve Antioksidan Sistemi

Oksijen canilar i¢in vazgecilmez olsa da, baz1 durumlarda ¢ok tehlikeli bir ajan
olarak da bulunabilmektedir. Bu “Oksijen Paradoksu” olarak bilinmektedir (Davies,

1995; Davies, 2000 ve Davies ve Ursini, 1995).
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Oksidatif stres, Reaktif Oksijen Tiirleri’nin (ROS) {iretimi ve reaktif ara
iiriinlerin detoksifikasyonu arasindaki denge tarafindan olusur (Samarghandian ve
ark., 2015a; Samarghandian ve ark., 2015b; Sies, 1993). Oksidatif stres durumunda
hiicreler, oksidan etkilerini azaltmaya, boylece dengeyi tekrar saglamaya
caligmaktadir. Bu dengenin saglanmasi i¢in, transkripsiyon faktorleri, yapisal
proteinler ve savunma enzimlerini kodlayan genleri aktive etmekte ya da
susturmaktadir (Dalton ve ark., 1999; Scandalios, 2004). ROS {iretiminin artmasi
sonucu DNA yapist etkilenebilmektedir. Bu da proinflamatuar ve antiinflamutuar
sitokinlerin tiretimi, protein ve lipid modifikasyonlar1 gibi durumlara etki etmektedir
(Birben ve ark., 2012). Fazla flora maruz kalinmasi da, Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS) ve antioksidanlar arasinda dengesizlik yaratmakta ve boylece oksidatif stresin
olusmasina neden olmaktadir (Basha ve Sujitha, 2012). Biyomolekiillerde oksidatif
hasara yol agan fazla flor alimina baglh olarak; yumusak dokularda metabolik
bozukluklar, serbest radikal aktivitelerinin artmasi, yapisal degisiklikler ve fonksiyon
bozukluklarin olustugu yapilan g¢alismalarla kanitlanmigtir (Chinoy ve ark., 1995;
Halliwell ve Gutteridge, 1986; Monsour ve Kruger, 1985; Shashi, 1992 ve Vani ve
Reddy, 2000).

Asirt ROS iiretimi, makromolekiil oksidasyonunu arttirmaktadir. Bu da
membran fosfolipidlerinin serbest radikal saldirisina neden olmaktadir. Bu saldiri
sonucu, lipid peroksidasyonu, mitokondriyal membran depolarizasyonu ve

apoptozisin baglamasiyla membran hasar1 olusmaktadir (Barbier ve ark., 2010).

Oksidatif stres, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet gibi bir ¢ok
hastaligin olusmasinda ya da ilerlemesinde de rol oynamaktadir (Taniyama ve

Griendling, 2003).
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Oksidatif stresin olugsmasinda, oksidanlara maruz kalinmasi veya oksidanlara
kars1 korunmanin azalmasi etkili olmaktadir. Bazi durumlarda ise, bu iki durum
birlikte gergeklesmektedir (Cadenas, 1989). Oksidasyon reaksiyonlarin negatif
etkileri arasinda, siitiin eksimesi, demirin paslanmasi, etin bozulmasi gibi oérnekler
gosterilebilmektedir. Bu kapsamda oksidasyonu en aza indirmek icin bir ¢ok
savunma sistemi bulunmaktadir. Antioksidan sistemi, zararli oksijen ortamina maruz
kalma durumunda yardime1 bilesiklere ve yenilenebilir enzimlere sahiptir (Davies,

2000).

Oksidatif stres, reaktif molekiillerin artmasi sonucu olusan bir durum olarak
degerlendirilmektedir. Reaktif molekiillerin basinda, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
reaktif nitrojen tiirleri gelmektedir (RNS) (Elsayed, 2001; Maritim ve ark., 2003 ve
Turko ve ark., 2001). Reaktif Oksijen Tiirleri’nin (ROS) basinda, siiperoksit (O3"),
hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil iyonu (OH) gelirken, Reaktif Nitrojen
Tiirleri’nin en temel ornekleri arasinda nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit (ONOO)

yer almaktadir (Evans ve ark., 2002).

Atomlar, merkezde bir c¢ekirdek ve etrafinda eslesmis halde bulunan
elektronlardan olusmaktadir. Bunun aksine bazi atom ve molekiiller eslesmemis
elektronlara sahiptirler. Bu eslesmemis elektronlara sahip atom ve molekiillere
serbest radikal adi verilmektedir. Eslesmemis atomlar diger elektronlarla birlesme
egilimi gostermektedirler. Bu, onlara kararsizlik ve yliksek reaktivite oOzelligi
kazandirmaktadir. O, ile gosterilen bir oksijen molekiilii, dort elektron indirgemeye
maruz kalabilmektedir. Boylece reaktif oksijen metabolitleri daha yiiksek
reaktiviteye sahip olmakta ve aktif oksijen tiirleri olarak isimlendirilmektedir

(Yoshikawa ve Naito, 2002).

Normal hiicresel metabolizmanin sonucu molekiiler oksijenden iiretilen Reaktif

Oksijen Tiirleri serbest radikaller ve radikal olmayanlar olarak 2 gruptan
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olusmaktadir. Serbest radikaller, eslesmemis elektron igermektedir bu da molekiile
reaktivite Ozelligi kazandirmaktadir. Radikal olmayan yapilarda ise, iki serbest

radikal eslesmemis elektronlarini paylasmaktadir (Birben ve ark., 2012).

1.7.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif Oksijen Tiirlerinin 2 farkli kaynaktan olusmaktadir. Bunlar endojen ve
ekzojen olarak tanimlanmaktadir. Endojen kaynakli ROS’larin basinda, siiperoksit
anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri, peroksil radikalleri ve hidroperoksil
radikalleri gelmektedir. Ekzojen kaynakli ROS’lar g6z oniine alindiginda, agir metal
iyonlari, sigara dumani, hiperoksiya gibi ornekler gosterilebilmektedir. (Birben ve

ark., 2012).

Cizelge 1.4. Reaktif Oksijen Tiirleri

eSiiperoksit anyonu
eHidrojen peroksit

L eHidroksil Radikalleri vb.
*Ag1ir metal iyonlari

L eSigara dumani vb.

Reaktif Oksijen Tiirlerinin endojen kaynakli olanlarindan siiperoksit anyonu
(02), oksijen molekiiliine 1 elektron verilmesiyle olusmaktadir (Miller ve ark.,
1990). Bu durum, NADPH (nikotin adenin diniikleotit fosfat) oksidaz ya da ksantin
oksidaz araciligiyla gerceklesmektedir. Diger bir yol ise mitokondriyal elektron
transport sistemidir. Hiicrenin Adenozintrifosfat {ireten yeri olan mitokondriler,
stiperoksit tiretiminin de baglica yeridir. Normal kosullarda oksijen indirgenerek su

olusmaktadir ve bu elektronlar mitokondriyal elektron transport zinciri yoluyla
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aktarilmaktadir. Bu durumdan %1 ila %3 oraninda elektron kacis saglamakta ve
stiperoksit liretmektedir. NADPH oksidaz ise monosit, makrofaj ve polimorfoniikleer
l16kositlerde bulunmaktadir ve bdylece fagositoz ile bakteri yok edici aktiviteye sebep
olan siiperoksit liretimine sebep olurlar. Siiperoksit de siiperoksit dismutazlarin
(SOD) etkisi ile plazma membranini rahatlikla gecebilen hidrojen peroksite
donistiiriilmektedir. Bunun disinda hidrojen peroksit baska sekillerde de
iiretilebilmektedir. Bu kapsamda, amino asit oksidaz, ksantin oksidaz ve NADPH
oksidaz bu iiretimde rol oynamaktadirlar (Birben ve ark., 2012; Dupuy ve ark., 1991;
Granger, 1988).

ROS’inin basinda gelenlerden hidroksil radikalleri en reaktif olanlaridir.
Hidroksil radikalleri DNA, protein, lipid ve karbonhidratlara zarar verebilmektedir
ve ¢oklu doymamis yag asitlerinden (PUFA) bir elektron alma yoluyla lipid
peroksidasyonunu baslatabilmektedir (Birben ve ark., 2012). Ayrica oksitadif stres
karsinojenez, membran hasari, mutagenez, protein oksidasyonu gibi durumlara da

sebep olabilmektedir (Sies, 1993).

Ekzojen kaynakli ROS’lardan olan sigara dumani birgok oksidan ve serbest
radikal i¢cermektedir. Bunlardan bazilar nitrik oksit ve siiperoksitlerdir (Church ve
Pryor, 1985). Bunun disinda sigara dumani, makrofaj ve notrofil birikmesi gibi bazi
durumlara da sebep olabilmektedir. Bunlar endojenik mekanizmalardir (Birben ve

ark., 2012).

Agir metallere Ornek olarak civa, arsenik, demir, kadmiyum ve bakir
verilebilir. Agir metallere maruz kalinmasi durumunda, DNA ve niikleer proteinlerle
reaksiyon veya lipid peroksidasyonu yoluyla enzim aktiviteleri azalmaktadir.
Boylelikle reaktif radikaller artmakta, hiicresel hasar olusmaktadir (Stohs ve Bagchi,

1995). Hiperoksiya durumunda da normalden fazla miktarda oksijene maruz
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kalinmakta ve bunun sonucu olarak da reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri artmaktadir

(Comhair ve ark., 2000; Matthay ve ark., 1999).

Diger yandan, diisiik veya orta miktarlardaki reaktif oksijen ve nitrojen
tirlerinin yararlar1 da bulunabilmektedir. Hiicresel yapinin olusmasinda gerekli
olmalarinin disinda, konakg¢i savunma sisteminde de gorev almaktadir. Bunun
disinda fagositler de viicut savunmasi olarak patojen mikroplar1 yok etmek igin

serbest radikalleri salmaktadirlar (Droge, 2002; Young ve Woodside, 2001).

Bunun disinda serbest radikaller hiicre sinyal sistemine de dahil olmaktadirlar.
Ayrica diger bir yarar ise mitojenik cevabin baslamasina neden olabilmeleridir

(Genestra, 2007; Halliwell, 2007 ve Pacher ve ark., 2007).

1.7.2. Flor ve Oksidatif Stres

Flor toksikasyonunda, serbest radikallerin olusumu 6nem tagimaktadir (Nabavi
ve ark., 2012). Floriir, serbest radikallerin olusumunu uyarabilmektedir. Serbest
radikaller de hiicre membranlarinin yapisint ve gecirgenligini degistirebilmekte
ayrica hiicre fonksiyonunu bozabilmektedir (Chlubek, 2003). Boylelikle fazla flor
aliniminda, bir ¢ok doku ve kanda oksidatif stresin artig gosterdigi kanitlanmigtir

(Grucka-Mamczar ve ark., 2009).

Caligmalar, flor toksikasyonu sonucunda antioksidan enzimlerin asagi yonlii
reglilasyonunun saglandigini ortaya koymustur (Vani ve Reddy, 2000). Bunun yan
sira, ROS ve oksidatif streste artigin gerceklestigi kanitlanmistir (Ghosh ve ark.,
2002).
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Fazla miktarda flor alinimi1 sonucunda, siiperoksit anyonunun (O;’) miktar1
artmaktadir. Bunun yaninda, hidrojen peroksit, peroksinitrit ve hidroksil
radikalerinde azalis ger¢ceklesmektedir (Garcia-Montalvo ve ark., 2009; Giri ve ark.,
2016). Ayrica floriir, nitrik oksit (NO) liretimini de arttirmaktadir (Hassan ve Yousef,
2009) ve boylece siiperoksitle reaksiyona girmesi ve peroksinitrit olusmasina sebep
olmaktadir. Ayrica disiilfit bag olusuma etkisi tespit edilmis olup, endoplazmik
retikulum stresi ve ROS iiretiminde artisa neden oldugu goriilmistiir (Giri ve ark.,

2016).

Gerek insanlarda gerekse hayvanlarda yapilan c¢aligmalarda, kronik flor
toksikasyonu ve oksidatif stres arasindaki iliski tespit edilmistir (Saralakumari ve
Ramakrishna, 1991; Sharma ve Chinoy, 1998). Ayrica, sicanlarda yapilan ¢aligmada,
hayvanlarin bobrek dokularinda TBARS (Tiyobarbitiirik asit-reaktif maddeler) ve
hidroperoksitlerde artis gozlenmistir (Chen ve ark., 2008).

Floriir, enzim inhibitorii gibi davranmaktadir. Boylelikle enzimlerle etkilesime
gecmekte ve aktif kisimlari ile baglanmaktadir (Barbier ve ark., 2010). Flortiriin baz1
antioksidan enzimlerin aktivitesini inhibe ettigi yapilan ¢aligmalarda goriilmiistiir. Bu
enzimlerin basinda, superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peoksidaz (GPx) ve
katalaz gelmektedir (Garcia-Montalvo ve ark., 2009; Izquierdo-Vega ve ark., 2008;
Nobes ve ark., 1995). Fareler iizerinde yapilan bir ¢caligmada, yiiksek miktarda floriir
alinimi sonrasinda dokularda SOD aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir. Bunun diginda
ratlarda yapilan g¢alismada ise bobrek dokusunda SOD ve katalaz aktivitesinin

azaldig1 ortaya konmustur (Mc-Cord ve ark., 1984).

Oksidatif stres, bobreklerde de bazi hasarlarda rol oynamaktadir. Bobrek
yetmezligi, tiibiil interstisyel nefrit, glomerulo interstisyel nefrit, liremi ve proteiniiri
gibi bobregi etkileyen hastaliklar 6rnek verilebilmektedir (Droge, 2002; Galle, 2001).

ROS firetimi, inflamatuar hiicrelerin alimmna ve proinflamatuar sitokin iiretimini
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baglatmaktadir. Bu ylizden de bdobrekler oksidatif stres durumundan
etkilenmektedirler. Erken asamada, TNF-alfa ve IL-1b, proinflamatuar mediatorler
olarak gorev alirlar. Ayn1 zamanda inflamatuar siireci devam ettirmek i¢in gerekli
olarak NF- «B de rol oynamaktadir. Son asamada ise, TGF-beta {iretiminde artis
goriilmektedir. TGDF-beta hiicre dist matriksinin sentezini diizenlemekten
sorumludur. Boylece oksidatif stresin kronik etkisi sonucunda ilk etki inflamasyon
olusmasidir. Bunun akabinde ise fibrotik dokunun olusmasidir. Fibrotik dokunun
olusmasi organ islev bozukluguna neden olmakta ve bobrek yetmezligi ile
sonuclanmaktadir. Kullanilan bazi ilaglar da serbest radikallerin olugmasina sebep
olmaktadir. Bunun sonucunda lipit peroksidasyonu yoluyla oksidatif stres
goriilmektedir. Serbest radikal seviyelerinin yiikselmesine neden olan ilaglara 6rnek
gentamisin, takrolimus, siklosporin gibi nefrotoksit etkili ilaclar gosterilebilmektedir
(Galle, 2001; Massicot ve ark., 1997a; Massicot ve ark., 1997b ve Sadeg ve ark.,
1993).

Blaszczyk ve arkadaglarimin 2008 yilinda yayinladiklar ¢aligmada, Wistar FL 1rk1 4
aylik erkek sicanlara 35 giin boyunca 10 mg/kg sodyum floriir verilen grup ile
kontrol grubunun karsilastirilmast sonucunda bobrekteki MDA konsantrasyonunun
yaklagik iki kat arttig1 gdzlenmistir. Bunun da lipid peroksidasyonunu gosterdigi
kanitlanmistir. Ayrica bu grupta, SOD, GPX, MnSOD ve CAT aktivitelerinde

istatistiksel olarak anlamli azaliglar gbzlenmistir (Blaszczyk ve ark., 2008).

Yapilan ¢aligmalar, antioksidan tedavisinin, floriire maruz kalinmasi durumda
olusan lipid peroksidasyonundan hiicreleri korudugu bulunmustur (Hassan ve

Yousef, 2009; Mittal ve Flora, 2006).

Florla olusturulan toksikasyonda, ratlarin bobrek dokularinda ROS ve lipid
peroksidasyonunun arttigin1 ortaya konmustur (Kobayashi ve ark., 2009).
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1.7.3. Antioksidan Sistemi

ROS’larin kontrolsiizce artmasi sonucu oksidatif stres olugsmaktadir. Hiicrelerin
kendilerini bu oksidatif hasardan korumak i¢in bazi savunma mekanizmalari
bulunmaktadir. Bu da ROS kontroliinii saglamak i¢in olugan antioksidan savunmadir.
Antioksidanlar, oksidasyonu azaltmakta ya da durdurmaktadir (Kohen ve Nyska,
2002). Antioksidanlarin ROS’un zararimi azaltmasi durumu, kendi elektronlarini
ROS’a vermesi yoluyla gerceklesmektedir. Bir antioksidan, 6nleme, durdurma ve
onarma olmak iizere 3 farkli sekilde calismaktadir. Onleme seviyesinde, reaktif
tiirlerin olusumunu en diisiik seviyede tutmakta; durdurma gorevinde katalitik ya da
katalitik olmayan enzimleri kullanarak reaktif tiirleri temizlemektedir. Onarim
seviyesinde ise glutatyon gibi maddelerle hasar gormiis molekiillerin onarimini
saglamaktadir (Kohen ve Nyska, 2002).

Antioksidan savunma, enzimatik ve enzimatik olmayan olmak iizere 2’ye
ayrilmaktadir. Enzimatik antioksidan savunma, sodyum dismutaz (SOD),
peroksidazlar ve katalazlar (CAT) gibi bilesikler ile yapilir ve bunlarin, siiperoksit
radikalleri ve hidrojen peroksiti direkt temizledigi belirlenmistir. SOD, O;’nin
H,0O,’ye degisimini katalizle etmektedir. Bunun yaninda peroksidazlar ve katalaz
H,0,’yi 2H,0’ya indirgemektedirler. Substratlart SOD i¢in O, ve CAT icin H,0,
olan oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlarinda indirgeyici ve oksidan oluslari, SOD
ve CAT reaksiyonlarmin benzerliklerini gostermektedir. Bunun yaninda
peroksidazlarda ise farkli indirgeyiciler gerektigi ve bazi durumlarda ise CAT’in
peroksidaz gibi davranabildigi belirtilmektedir. SOD ise O,’yi H>O,’ye doniistiiriir.
Olusan H,O, de peroksidazlar ve CAT 1n birlikte veya ayr1 ayri etki ile yok edilirler
(Scandalios, 2005). Her iki grup da H»O;’yi su ve oksijene doniistiirmektedir
(Davies, 2000).

Hidrojen peroksit metallerle de reaksiyona girebilmektedir. Eger bu metal Fe'
ise bu reaksiyona Fenton reaksiyonu denir. Bu reaksiyon sonucunda hidroksil

radikali HOe olusmaktadir (Flora, 2009).
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SOD, bir ¢ok organizmadan elde edilebilmektedir. 4 farkli 6nemli ¢esidi vardir.
Bunlar, ilk grupta aktif kismi1 bakir (Cu) ve ¢inkonun (Zn) olusturdugu Cu/ZnSOD,
ikinci grupta manganezden olusan MnSOD, {igiincli grupta demirden (Fe) olusan
FeSOD ve dordiincii grupta ise nikelden (Ni) olusan NiSOD’tur. Bunlar bulunduklari
yerlere gore farkhilik gostermektedirler. Ornegin, FeSOD bazi bitkilerin
kloroplastlari, algler ve prokaryotlarda bulunurken, NiSOD ise Streptomiceslerde
bulunmaktadirlar. Cu/ZnSOD o6karyot hiicrelerin sitozoliinde, kloroplastlarda ve bazi
prokaryotlarda; MnSOD prokaryotlar ve mitokondrilerde bulunmaktadir (Scandalios,
1997; Fink ve Scandalios, 2002).

Enzimatik olmayan antioksidanlar da kendi aralarinda 2 gruba ayrilmaktadir.
Bunlar metabolik antioksidanlar ve besinsel antioksidanlaridir. Metabolik
antioksidanlar metabolizma tarafindan iretilirler bu ylizden de endojen
antioksidandirlar. Bu gruptaki antioksidanlara, glutatyon, bilirubin, melatonin vs.
ornek gosterilebilir (Droge, 2002; Willcox ve Ash, 2004). Gida antioksidanlarina
bakildiginda ise, bunlar viicutta iiretilemeyen gruplar olarak belirlenmektedir, bu
ylizden de ekzojen antioksidanlardir. Gida antioksidanlari, besinlerle veya ek
gidalarla viicuda alinmalidir. Ornek olarak E vitamini, C vitamini, omega-3 ve

omega-6 yag asitleri vs. verilebilmektedir (Pham-Huy ve ark., 2008).
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Cizelge 1.5. Antioksidanlar

+SOD

Enzimatik « Peroksidazlar
+ Katalazlar gibi

* Metabolik

Enzimatik Olmayan « Gada ile alman

Antioksidanlar viicutta devamli olarak yenilenmelidir. Ciinkii bir antioksidan
serbest radikali yok ettiginde, kendi okside olmaktadir. Ayrica bir sistemde etkili
olan antioksidan diger baska bir sistemde etkili olamayabilir. Bazi durumlarda ise
antioksidanlar prooksidan olarak hareket edip, toksik radikalleri tiretebilmektedirler

(Young ve Woodside, 2001).

Antioksanlar iki sekilde etki gosterirler. Bu yollar; zincir kirma ya da
engelleme seklindedir. Zincir kiran antioksidanlara E vitamini ve C vitamini 6rnek
verilebilmektedir. Zincir kirma yolunda, bir radikal elektron vermekte ya da
almaktadir, bu durumda baska bir radikalin olusmasina sebep olmaktadir. Olusan son
radikal ayni reaksiyonu baska bir reaksiyona uygulamakta ve bu sekilde son serbest
radikal stabilize olana kadar veya bir zincir kirict antioksidan ile zararsiz bir iirline
doniisene kadar devam etmektedir. Bu yola verilecek orneklerin basinda lipit

peroksidasyonu yer almaktadir (Young ve Woodside, 2001).

Diger bir yol olan engelleme yolunda ise, katalaz, glutatyon, SOD gibi

antioksidan enzimler yoluyla oksidasyon engellenmektedir. Zincir baslama orani
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azaltilmaktadir. Ornek olarak, demir ve bakir gibi gegis metal radikallerinin dengede

tutulmasi verilebilmektedir (Young ve Woodside, 2001).

1.7.4. Karvakrol

Karvakrol veya cymophenol, molekiiler formiili CgH3CH; olan bir
monoterpenoid fenoldiir. Kekigin karakteristik kokusuna sahiptir. Karvakrol
ozellikle, Origanum hirtum, yabani bergamot gibi bitkilerden elde edilen esansiyel
yaglarin bir bilesenidir. Bunlar, antioksidan ve antimikrobiyal etkiye sahiptirler ve
baz1 gidalarda belirli aromanin olusumda etkilidir. Karvakroliin tiiketimi giivenlidir,
bu yiizden de sentetik antioksidatif gida katkilarmin yerine dogal bir katk:i olarak
kullanilabilmektedir (Burt, 2004).

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC), Karvakroliin
isimlendirmesinde “5-izopropil-2-metilfenol” ifadesini kabul etmistir (Yadav ve

Kamble, 2009).
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CH;

OH

CH; CH;

Sekil 1.1. Karvakroliin yapis1

Karvakrol, sivi bir maddedir ve oda sicakliginda yogunlugu 0,976 g/cm3’tiir.
Karvakroliin kaynama noktas1 237-238 °C ve erime noktasi ise 1 °C’dir. Molekiil
agirhigr 150.217 g.mol-1 olan Karvakroliin kokusu timol ile aynidir. Karvakrol, suda
cok az ya da hi¢ ¢oziinmemektedir, yliksek derecede lipofiliktir. Etanol, aseton, dietil
eter ve alkalilerde ¢oziinmektedir. Dogrusal formiilii (CH3)2CHC6H3(CH3)OH dir
(Ultee ve ark., 2000; Mohammedi, 2017). Karvakrol, Labiatae ailesinde bulunun
bitkilerin esasnsiyel yaglarinda bulunmaktadir. Bu sinifta yer alan bitkilere Thymbra
(Zahter), Coridothymus (ac1 kekik) gibi tlirler 6rnek verilebilmektedir (Krimer ve
ark., 1995; Omidi ve ark., 2013).

Karvakroliin gii¢lii bir antioksidan madde oldugu ve bir ¢ok hastaligin
engellenmesinde etkili oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (Liang ve Lu,
2012). Ayrica yapilan calismalar Karvakroliin antioksidan etkisinin yaninda,
antiinflamatuvar, antitimor, analjezik, antihepatotoksik, antimikrobiyal ve bdcek

oldiiriicti etkiye sahip oldugunu da gostermistir (Melusova ve ark., 2014).
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Karvakroliin baglica antimikrobiyal, antioksidan etkisinin olmasiin yaninda
kansere karst koruma etkisi de yer almaktadir. Bu kapsamda bir ¢ok ¢alisma
yapilmistir. Ozellikle antioksidan etkisi dikkate alindiginda, enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan aktivitelerine etki etmesi, hayvan beslemede kullanilmasi ve
hatta paketli gidalarin raf Omriinii uzatmasi gibi ozellikler ortaya konulmustur

(Sharifi-Rad ve ark., 2018).

Karvakrol metabolizmasi iki degisik yol izlemektedir. Ilk yol, fenollii grubun
siilfat ve glukuronik asit ile esterlesmesinden olusmaktadir. Ikinci yola ise daha az
rastlanmaktadir. Bu yol, terminal metil grubunun oksidasyonu ugrayarak primer
alkollere doniismesiyle ortaya g¢ikmaktadir. Albino ratlarla yapilan ¢aligmalarda,
idrarda glukuronid ve siilfat bilesikleri yoluyla karvakroliin atildigr goriilmiistiir

(Austgulen ve ark., 1987).

Karvakroliin  viicuttan atilimi ile ilgili c¢aligmalar ¢ok eski yillara
dayanmaktadir. 1979 yilinda Opdyke’nin yaptig1 ¢caligmada, tavsanlara oral yolla 1,5
g Karvakrol verilmis ve bagirsaklardan karvakrol emiliminin yavas gergeklestigi
gbzlenmigtir. Uygulanan karvakroliin, yaklasik %30’unun gastrointestinal yolda
bulundugu goriilmistiir. Bunun yaninda, uygulamanm 22 saat sonrasinda verilen
Karvakrol miktarinin %25’inin idrarla atildig1 tespit edilmistir (Opdyke, 1979).
Ayrica bagka bir ¢alismada, ratlara 500 mg ve tavsanlara 1500 ve 5000 mg susam
yaginda bulunan karvakroliin gavaj yoluyla verilmesiyle, hayvanlarin kan, diski,
idrar ve dokusunda karvakrole rastlanmistir. Bu durum, uygulamanin 2-24 saat

sonrasinda gozlenmistir (Schroder ve Vollmer, 1932).

Karvakrol, yem katki maddesi olarak da kullanilabilmektedir. Kanatli
beslenmesinde, aflatoksin kontroliinii saglamak i¢in karvakrol kullanilmis ve bunun

sonucunda besi kiiltiiriinde aflatoksin liremesinin azaldig1 goriilmistiir (Yin ve ark.,

2015).
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Kanatli hayvanlarda yem katki maddesi olarak karvakrol uygulanmasi sonucu,
doku lipid oksidasyonunun engellendigi goriilmiistiir. Bu da et kalitesini olumlu

yonde etkilemektedir (Luna ve ark., 2010).

Insanlarda beslenmede de karvakroliin kullanimi, Federal Ila¢ Dairesi
tarafindan uygun ve giivenli bulunmustur. Avrupa Konseyi tarafindan da kitalarda
kullanilabilecek kimyasallar listesine girmistir. Bu gidalar arasinda, alkollii ve
alkolsiiz igecekler, sakiz, dondurulmus siit tirtinleri gibi gidalar yer almaktadir (Ultee

ve ark., 1999; De Vincenzi ve ark., 2004).

Ozturk ve arkadaslari, 2018 yilinda ratlar ilizerinde bir ¢alisma yapmistir. Bu
caligmada, 3 grup olusturulmus ve her grupta 10 rat olmak {izere toplamda 30 hayvan
kullanilmistir.  Yapilan ¢alismanin sonucunda, ratlarda goriilen bilateral renal iskemi
reperfiizyonu sonucu olusan fonksiyonel ve histopatolojik degisimlerin, Karvakrol
ile biiyiik 6l¢iide tedavi edildigi kanitlanmistir. Calismada, serum BUN ve kreatinin
seviyelerinin ylikselmesi sonucuyla bilateral iskemi reperfiizyonu ile olusan akut
bobrek hasari tanisi belirlenmistir. Iskemi reperfiizyonu gériilen ratlarin karvakrol ile
tedavisi sonucu; akut tubiiler hasar, tubiiler dilatasyon, nekroz ve inflamasyonda
azaliglar kaydedilmistir. Calismanin sonucunda, karvakroliin ratlarda iskemi
reperfiizyonu ile olugan akut bobrek hasarini iyilestirdigi bulunmustur. Bu kapsamda,
serum BUN ve kreatinin, renal oksidatif stres parametreleri ve bdbrek dokusunda
histolojik incelemelerde olumlu degisimler yaptig1 kanitlanmistir (Ozturk ve ark.,

2018).

2015 yilinda Hassan Ahmadvand ve arkadaslarmin yaptiklart g¢alismada,
gentamisin verilen ratlarda, bobrek fonksiyonlari ve histopatolojik degisimler {izerine
Karvakroliin koruyucu etkisi degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, her grupta 8 hayvan
olmak tiizere toplamda 32 erkek rat kullanilmistir. Calisma sonunda bobrek dokusu

histopatolojik olarak degerlendirilmis, serum kreatinin ve iire degerleri dl¢iilmiistiir.
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Serum {ire sonuglari, tedavi edilmemis nefrotoksik ratlarda, kontrol grubunda yer
alan hayvanlarin degerlerinden 4 kat daha yiiksek oldugu bulunmustur. Karvakrol ile
tedavi edilen nefrotoksik hayvanlar, tedavi edilmemis nefrotoksik grupla
karsilastirildiginda, serum iire degerlerini anlamli sekilde azalmadigi goriilmiistiir.
Karvakrol ile tedavi edilen grubun degerlerinde, tedavi edilmemis nefrotoksik gruba
gore anlamli bir azalma goriilmedigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak, karvakroliin
nefrotoksik durumlart kismen azalttig1 diistincesi bildirilmistir (Ahmadvand ve ark.,

2016).

Calismamizin amaci, ratlara igme suyuyla NaF verilerek flor toksikasyonunun
olusturulmasi, bu toksikasyonda Karvakroliin bobrekler {izerine koruyucu ve tedavi

edici etkisinin arastirilmasidir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu calismada, Ankara Universitesi Rektérliigii, Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 10.05.2017 tarihli toplantisinda, 2017-10-86 numarali karari ile 45 adet

erkek Wistar Albino 1rki sicanin kullanilmasina izin verilmistir.

45 adet erkek sican, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlar1 ve
Arastirma Laboratuvari’'nda 4 aylik biiytlikliige ulagsana kadar yetistirilmis olup,

uygulama boyunca da kullanilacak bu sicanlarin bakimi yine burada saglanmistir.

45 sican (240 — 350 gr), Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlar
ve Arastirma Laboratuvari’nda, 24 °C sicaklik ve %45 nemli ortamda, 12 saat
1s1klandirma ile bakilmustir. Kafes biiyiikliikleri, minimum bolge biiyiikliigii 800 cm?,
hayvan basina taban alan1 250-350 cm” ve minimum bolme yiiksekligi 18 cm olacak
sekildedir. Sicanlar, ad libitum olarak, Korkutelim Yem Gida San. Tic. A.S.
tarafindan iretilen “Rat (Sigan) Tam Yemi” ile beslenmistir. Yemde kullanilan
hammaddeler; soya fasulyesi kiispesi, misir, bugday kepegi, arpa, tam yaglh soya,
yonca unu, decp, pelet baglayici, toksin baglayici, minerali, D.L. methionine, kolin
klorid, kanatli minerali, E vitaminidir. Yemde bulunan temel besin maddelerin yiizde

oranlar Cizelge 2.1.”de belirtilmistir:
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Cizelge 2.1. Kullanilan Rat yeminin bilesimi

TEMEL BESIN MADDELERI YUZDE ORANI (%)
Ham Yag 3,29
Ham Kiil 6,48
Lysine 1,32
Fosfor 0,98
Ham Protein 24,00
Ham Seliiloz 6,09
Methionine 0,44
Kalsiyum 0,87
Sodyum 0,05

2.1.1. Hayvanlarin Gruplandirilmasi

Sicanlar, 4 aylik gelisimlerinin ardindan, her grupta 9 hayvan olmak tizere 5
gruba ayrilmigtir. Her grubun ortalama agirhigt 295+15 gr olacak sekilde

gruplandirma yapilmaistir.

Grup 1 kontrol grubunu olusturmus, bu gruba 40 giin boyunca normal igme
suyu verilmis ve intraperitoneal olarak %2,5’lik Dimetil Siilfoksit (DMSO)

uygulamasi yapilmistir.

Grup 2, flor toksikasyonunun olusturulmasinin amaglandigi grubu temsil
etmekte olup, bu gruptaki hayvanlarin igme sularina 30 giin boyunca 300 ppm

(mg/L) sodyum florid (NaF) eklenmistir (Ekambaram ve ark., 2010).

Grup 3, 30 giin boyunca i¢me sularina 300 ppm (mg/L) sodyum florid
eklenmis ve aymi siire boyunca (30 giin) 74 mg/kg dozunda karvakroliin
intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandigi grubu olusturmustur. Bu gruptaki amac,
karvakroliin profilaktik (koruyucu) etkisinin arastirilmasidir (Ahmadvand ve ark.,

2016).
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Grup 4’te ise, 30 giin boyunca hayvanlarin igme sularina 300 ppm (mg/L) NaF
eklenmis olup, 30 giiniin sonunda 10 giin boyunca deneklere intraperitoneal (i.p.)
olarak 74 mg/kg karvakrol uygulanmigtir. Bu gruba 30 giin NaF igeren su
verilmesinin ardindan karvakroliin uygulanacagi 10 giin boyunca normal i¢me suyu
verilmistir. Grubun amaci ise, karvakroliin flor toksikasyonu durumunda tedavi edici

etkisinin arastirilmasidir.

Grup 5 ise, 30 giin boyunca 74 mg/kg intraperitoneal (i.p.) olarak karvakroliin

uygulandigi grubu olusturmustur.

Cizelge 2.2. Ratlarin Gruplandirilmasi

GRUP ICME SUYU I.P. UYYGULAMA
. . Aynu siiregte (40 giin) i.p. %2,5’lik Dimetil
Grup 1 - KONTROL 40 giin boyunca normal igme suyu Siilfoksit (DMSO) uygulanmistir
30 giin boyunca igme suyuna 300 ppm
Grup 2 NaF eklenmigtir )
Grup 3 30 giin boyunca igme suyuna 300 ppm | Aymni siiregte (30 giin) 74 mg/kg dozunda i.p.
p (mg/L) NaF eklenmistir karvakrol uygulanmigtir
50 giin baffits icme i Pa 300 ppm NaF uygulanap 30 giiniin sonunda, 10 giin
Grup 4 . boyunca i.p. 74 mg/kg karvakrol
(mg/L) NaF eklenmistir
uygulanmistir
. . Ayni siiregte (30 giin) 74 mg/kg i.p.
Grup 5 30 giin boyunca normal icme suyu karvakroliin uygulanmas:

Sekil 2.1. Ratlarin Gruplandirilmast
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2.1.2. Sodyum Florid’li (NaF) i¢me Suyunun Hazirlanmasi

Sodyum Florid ise, Merck firmasindan alinmis olup, oda sicakliginda
saklanmigtir. 300 ppm Sodyum Florid’li igme suyu her giin taze olarak
hazirlanmistir. 300 mg Sodyum Florid hassas terazi ile 6l¢iilmiis ve 1 litreye distile

su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

Hazirlanan ¢ozeltinin taginmasi plastik siselerle yapilmistir. Hayvanlara her
giin ayn1 miktarda (250 ml) NaF’lii su, plastik suluklarla verilmistir. Her uygulama

oncesi, hayvanlarin igtikleri su miktarlar1 tespit edilmis ve kaydedilmistir.

2.1.3. Karvakroliin Hazirlanmasi

%98 Karvakrol (5-isopropyl-2-methylpehol), Sigma — Aldrich firmasindan

satin alinmistir.

Karvakrol, her grubun ortalama viicut agirligina gore hesaplanmis ve 74 mg/kg
dozda olacak sekilde, %2,5 DMSO (Riedel-de Haén 60153) ile sulandirilarak
hazirlanmistir. Her bir hayvan i¢in 74 mg/kg olacak sekilde gerekli olan karvakrol
miktar1 belirlenmis, uygulama yapilacak hayvan sayisina gore toplam gerekli olan
karvakrol miktar1 hesaplanmistir. %98 karvakrol miktarinin %100 olmas1 igin
hesaplama yapilmig, bu miktar hassas teraziyle (SHIMADZU AUW320)
Olciilmiigtiir. Sulandirma i¢in %?2,5 oraninda olacak sekilde DMSO miktar1
belirlenmistir. Belirlenen miktarlarin birlestirilmesinin ardindan, %0,9 izotonik

sodyum kloriir ¢ozeltisi ile tamamlanmistir.
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Karvakrol ¢ozeltisi her glin uygulama oncesi taze olarak hazirlanmis ve i.p.

olarak uygulama yapilmistir.

2.1.4. %2,5 Dimetil Siilfoksit Cozeltisi Hazirlanmasi

Kontrol grubuna (1. grup) 40 giin boyunca i.p. olarak %?2,5’lik Dimetil
Siilfoksit ¢ozeltisi uygulanmistir. Bu ¢6zeltinin hazirlanmasi i¢in, 12,5 ml Riedel-de
Haén (60153) marka DMSO’nun iizerine %0,9 izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi 50

ml’ye tamamlanarak eklenmistir.

2.2. ilk Kan Orneklerinin Alinmasi

Gruplandirmalarin yapilmasinin ardindan, ilk kan 6rneklerinin alinmasi ve Kan
Ure Azotu (BUN) ve Kreatinin (CR) &lgiimlerinin yapilmasi igin; siganlar 12 — 15
saat a¢ birakilmis ve sadece normal igme suyu verilmistir. 12 — 15 saatin sonunda
Richter Pharma ag Ketasol %10 (enjeksiyonluk ¢dzelti, 10 ml), baVET Basilazin %2
(enjeksiyonluk ¢ozelti, 25 ml) ile hayvanlar anesteziye alinmistir ve her hayvanin

kalbinden kan 6rnekleri toplanmstir.

Alman kanlar 3000 devirde 10 dk Sigma 3K3O cihazinda santrifiij edilmis ve
serumlar elde edilmistir. Bu serumlardan ilk Kan Ure Azotu (BUN) ve Kreatinin
(CR) degerleri, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Merkez Tani

Laboratuvari’nda bulunan Erba Mannheim Diagnostic XL600 cihaziyla dl¢tilmiistir.
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2.3. Uygulamalarin Yapilmasi

Ik kan 6rnekleri alindiktan 4 giin sonra ilk uygulamalara baglanmistir.

Ik 30 giin boyunca, grup 3 ve grup 5’te bulunan siganlara, 74 mg/kg karvakrol
uygulamasi i.p. olarak yapilmistir. Ayrica, grup 2, grup 3 ve grup 4’te bulunan
hayvanlara 300 ppm NaF iceren igme suyu verilmistir. Her giin uygulamaya

baslamadan 6nce, i¢ilen su miktarlar 6l¢iilmiis ve bu miktarlar kaydedilmistir.

30 giinlin sonunda, grup 2, grup 3 ve grup 5’teki hayvanlar 12 — 15 saat ag
birakilmigtir. 12 — 15 saat achigin ardindan, Richter Pharma ag Ketasol %10
(enjeksiyonluk ¢ozelti, 10 ml), baVET Basilazin %2 (enjeksiyonluk ¢ozelti, 25 ml)
ile bu hayvanlar anesteziye almmistir. Kalpten kan ornekleri alinan hayvanlar,

sakrifiye edilmistir.

Grup 4’te bulunan hayvanlara ise, 30 gilinlin sonunda normal i¢gme suyu
verilmeye baslanmis ve — bu 30 giinii takiben — 10 giin boyunca i.p. olarak karvakrol

uygulamasi yapilmistir.

Grup 1’e (kontrol grubuna) ise, 40 giin boyunca normal i¢gme suyu verilmis,

her giin i.p. olarak %2,5’lik DMSO uygulamasi yapilmaistir.

Uygulamalarin devam ettigi grup 1 ve grup 4’te bulunan siganlar, 40. giiniin
sonunda, 12 — 15 saat a¢ birakilmis ve bu siirenin sonunda Richter Pharma ag

Ketasol %10 (enjeksiyonluk ¢ozelti, 10 ml), baVET Basilazin %2 (enjeksiyonluk
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cozelti, 25 ml) Basilazin ile anesteziye alimmuistir. Kalpten kan Ornekleri alinan

hayvanlar, sakrifiye edilmistir.

Tiim uygulamalarin, her giin sabah saatlerinde (07:00 — 08:00) ve ayni saat

araliklarinda yapilmasina dikkat edilmistir.

2.4. Sakrifikasyon Sonrasi Kan Orneklerinin Ahnmasi

Olusturulan gruplandirma metoduna gore, her grubun sakrifiye edilmesinden
once 10 mg/kg dozda Richter Pharma ag Ketasol %10 (enjeksiyonluk ¢ozelti, 10 ml)
ve 90 mg/kg dozda baVET Basilazin %2 (enjeksiyonluk ¢dzelti, 25 ml) ile hayvanlar
anesteziye alinmis ve kalp kanlar1 alindiktan sonra sakrifiye edilmistir. Alinan kanlar
3000 devirde 10 dk Sigma 3K3O cihazinda santrifiij edilmis ve serumlar elde
edilmistir. Bu serumlardan son Kan Ure Azotu (BUN) ve Kreatinin (CR) degerleri,
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Merkez Tan1 Laboratuvari’nda bulunan Erba
Mannheim Diagnostic XL600 cihaziyla OoOl¢iilmiistiir. Kalan serumlar, renal
biyomarkerlardan olan Kidney Injury Molecule -1 (KIM-1) ve Clusterin (CLU)
analizlerinin yapilmasi icin Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali’'nda -80 °C’de dondurulmustur. Rat spesifik KIM-1 (Kidney Injury
Molecule — 1) Elisa Kiti (SEA785Ra) ve Rat spesifik Clusterin Elisa Kiti Cloud
Clone (SEB180Ra) firmasindan satin alinmistir.
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Sekil 2.3. Sakrifikasyon

2.5. Sakrifikasyon Sonras1 Bébrek Orneklerinin Elde Edilmesi

Alinan dokular, Polifarma %0,9 izotonik Sodyum Kloriir ¢06zeltisinde

yikanmis, dondurulmak iizere -80 °C’de saklanmustir.
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Sakrifiye edilen hayvanlarin, sag ve sol bobrekleri belirlenmis, Polifarma %0,9
izotonik Sodyum Kloriir ¢ozeltisinde yikanmistir. Her iki bobregin agirliklart
Olciilmiigtiir. Sag bobregin tamami ve sol bobrek dokusundan bir kisim %10’luk
formaldehit soliisyonuna alinarak, patolojik degerlendirme i¢in Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na gonderilmistir. Kalan bobrek dokular
TBARS (Tiyobarbitiirik asit — reaktif maddeler), Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve
Glutatyon Peroksidaz (GPx) &l¢iimlerinin yapilmas1 amaciyla Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’'nda -80 °C’de dondurulmustur.
Analizlerin yapilmasi i¢in, Superoxide Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical Item
No: 706002), Glutathione Peroxidase Assay Kit (Cayman Chemical Item No:
703102) ve TBARS Assay Kit (Cayman Chemical Item No: 10009055) Cayman

firmasindan satin alinmistir.

Sekil 2.4. Sakrifikasyon sonrasi elde edilen bobrekler
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2.6. Bobrek Doku Kesitlerinin Alinmasi, Boyanmasi ve Histopatolojik

Incelemelerin Yapilmasi

Bobrek dokular1 tamponlu %10’luk formalinde 24 saat siire ile tespit edildikten
sonra doku takip cihazinda (Leica TP1020) dereceli alkol serisi ve ksilolden
gecirilerek parafine bloklanmistir (Thermo Shandon Histocentre 3). Parafin
bloklardan alinan 5 um’lik kesitler (Leica RM2255) Hematoksilen ve Eozin (H&E)
boyasi ile boyanmis ve entellan ile kapatilmistir (Leica Autostainer XL- Leica
CV5030). Preparatlar kamerali 151tk mikroskobunda (Olympus BXS51-DP71)

incelenmistir.

Histopatolojik olarak: Bowman boslugunda artis; tiibiillerde dejenerasyon,
proteindz madde birikimi ve dilatasyon bulgular1 semikantitatif (0: Gozlenmedi, 1:

Fokal, 2: Multifokal, 3: Diffuz) degerlendirilmistir.

2.7. Bobrek Dokusunun Homojenizasyonu

Sakrifikasyon sonrasi, -80 °C’de dondurulmus sol bdbrekler, doku
homojenizasyonu i¢in hazirlanmistir. Dokular, pH 7.4, 50 mM fosfat buffer ile 9 kat
sulandirilarak homojenize edilmistir. 50 mM fosfat buffer’in hazirlanmasi igin,
%0,13 monosodyum fosfat monohidrat ile %1,0734 disodyum fosfat heptahidrat
kullanilmistir. Bu kapsamda, Santa Cruz Biotechnology (sc-202342A) (1 kg) marka
Sodyum fosfat, monobasic ve Merck, Almanya (A908979) (1 kg) marka di-Sodyum
Hidrojen Fosfat dodekahidrat kullanilmistir. Buna gore, 1,3 gr Sodyum fosfat,
monobasic ve 27 gr di-Sodyum Hidrojen Fosfat dodekahidrat SHIMADZU
AUW320 marka hassas terazi ile tartilmig ve 1 1t’ye distile su ile tamamlanmistir.
Hazirlanan tampon sollisyonunun pH’si, Hanna instruments, HI221 pH metre ile

Ol¢iilmiistiir.
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Her hayvanin sol bobrek dokusundan 0,1 gram hassas terazi ile tartilmis ve
hazirlanan 1 ml fosfat buffer ile sulandirilmistir. Sulandirilan dokular ultrasonik
(Bandelin Sonopuls Mini 20) yontemle homojenize edilmistir. Olugan homojenatlar,
10000 g hizda 4 °C’de 10 dakika, Sigma 3K3O cihaz1 kullanilarak santrifiij
edilmigtir. ~ Santrifiij sonrasi, silipernatantlar farkli  eppendorf tiiplerine
porsiyonlanarak, oksidatif stres parametreleri (SOD, GPx ve TBARS) 6l¢iimlerinin

yapilmasi amaciyla -80 °C’de dondurulmustur.

2.8. Superoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GPx) ve Tiyobarbitiirik
Asit Reaktif Substans (TBARS) Parametrelerinin Olciilmesi

2.8.1. Superoksit Dismutaz (SOD) Analizi

SOD Analizi i¢in, Cayman Chemical Item No: 706002 Test kiti kullanilmigtir.

Superoksit dismutazlar (SOD), metalloenzimlerdir. Bunlar, superoksit
anyonunun molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite tersdegisimini (dismutasyonunu)
katalize etmektedirler. Bu kapsamda da hiicresel antioksidan savunma
mekanizmasinin ¢ok 6nemli bir kismini olusturmaktadirlar (Malstrom B. ve ark.,

1975).
20, -+ 2H++ SOD — H,0, + O,

Bakir-¢inko (Cu-Zn), manganez (Mn) ve demir (Fe) icermesi yOniinden ii¢
farkli ¢esit SOD tanimlanmistir. Gerek bitkilerde gerek ise hayvanlarda yaygin

olarak bulunmaktadir. Ozellikle bbrek, karaciger, kalp gibi organlarda yiiksek

konsantrasyonlarda bulunabilmektedir. Insanlarda 3 c¢esit SOD tanimlanmustir.
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Bunlar; sitosolik Cu-Zn SOD, mitokondriyal MnSOD ve ekstraseliillar SOD’dur
(Sandstrom ve ark., 1994).

Hiicresel ve ekstraseliilar olan SOD miktari, oksidatif strese bagli olarak olusan

hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Maier ve Chan, 2002).

Cayman marka Superoksit Dismutaz Test Kiti, ksantin oksidaz ve hipoksantin
tarafindan {tretilen superoksit radikallerinin tespiti i¢in bir tetrazolyum tuzundan
yararlanmaktadir. Bir birim SOD, superoksit radikalinin %50 dismutasyonunu
gostermek i¢in gereken enzim miktaridir. Bu SOD Kkiti, belirtilen i¢ SOD tipini de
Olgmektedir. Bu analiz; plazma, serum, doku homojenatlar1 gibi 6rneklerde SOD
aktivitesini analiz etmek icin basit ve hizli bir olanak saglamaktadir (Cayman

Chemical Item No. 706002, Superoxide Dismutase Assay Kit kitap¢igi).

Homojenize edilen ve -80 °C’de dondurulan bobrek dokularinda, kit
kilavuzunda yazan prosediirlere uygun sekilde analizler yapilmistir. Kilavuzda
belirtilen adimlarin uygulanmasinin ardindan, son adim olarak 450 nm dalga

boyunda “TECAN” marka cihazda absorbans okunmustur.

Cift ¢alisilan her standart ve 6rnegin ortalamasi hesaplanmistir. Standart A’nin
absorbansi kendi degerine boliinmiis, ayrica lineerlestirilmis orani bulmak igin
standart A’nin absorbansi diger tiim standartlar ve Ornek absorbanslarina
boliinmiistiir. Son SOD aktivitesinin bir fonksiyonu olmak {izere, lineerlestirilmis
SOD standart oraninin grafigi ¢izilmistir. Bu standart egrinin denklemi elde edilmis
ve bu denklem {izerinde analiz verileri yazilarak, U/ml SOD degeri bulunmustur

(Cayman Chemical Item No. 706002, Superoxide Dismutase Assay Kit kitap¢igi).
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Hesaplamalar  sonucunda elde edilen veriler, istatistiki  olarak

degerlendirilmistir.

2.8.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Analizi

GPx Analizi i¢in, Cayman Chemical Item No: 703102 Test kiti kullanilmigtir

Glutatyon peroksidaz (GPx), hidrojen peroksit dahil olmak {izere
hidroperoksitlerin indirgenmesini, indirgenmis glutatyonla katalizler ve hiicreyi
oksidatif hasardan koruma islevini yerine getirir. Bir monomer olan fosfolipid-
hidroperoksit GPx disinda, GPx enzimlerinin timi dort ayni alt birimin
tetramerleridir (Ursini ve ark., 1985; Forstrom ve ark., 1978). Her alt birim, peroksit
substratinin  iki elektron indirgenmesine dogrudan katilan aktif bolgede bir
selenosistein igerir (Ursini ve ark., 1985; Forstrom ve ark., 1978). Enzim,
selenosisteinin indirgenmis halini yeniden olusturmak ic¢in nihai elektron vericisi

olarak glutatyon kullanir (Ursini ve ark., 1985; Forstrom ve ark., 1978).

Cayman marka test kiti, glutatyon rediiktaz (GR) ile birlesmis bir reaksiyonla
GPx aktivitesini dolayl olarak Slgmektedir. GPx ile hidroperoksitin indirgenmesi
iizerine lretilen okside olmus glutatyon, GR ve NADPH tarafindan indirgenmis
durumuna geri doniistiiriilir. NADPH'nin NADP'ya oksidasyonuna 340 nm'de
absorbanstaki bir azalma eslik eder. GPx aktivitesinin siirli oldugu kosullar altinda,
A340'taki azalma orani, ornekteki GPx aktivitesi ile dogru orantilidir (Paglia ve
Valentine, 1967). Cayman Test Kiti, plazma, doku homojenatlar ve hiicre

lizatlarindaki tiim glutatyon bagimli peroksidazlari 6lgmek i¢in kullanilabilmektedir.
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Homojenize edilen ve -80 °C’de dondurulan bobrek dokularinda, kit
kilavuzunda yazan prosediirlere uygun sekilde analizler yapilmistir. Kilavuzda
belirtilen adimlarin uygulanmasinin ardindan, son adim olarak 340 nm dalga
boyunda SpectraMax i3x cihazinda, birer dakika arayla 5 absorbans okumasi

gerceklestirilmistir.

Elde edilen degerlerden, her bir 6rnek i¢in absorbans degisimleri dl¢lilmiistiir.
Bunun i¢in, her ornekte 2 farkli zamanda okunan degerin farki, bu zamanlar
arasindaki farka boliinmiistiir. Absorbans degisimi, enzimatik olmayan kuyucuktan
elde edilen veriler i¢in de elde edilmis ve elde edilen enzimatik olmayan kuyucugun
absorbans degisim orani, diger tim Ornekler degisim oranlarindan ¢ikarilmistir.
Veriler, kit uygulama kitap¢iginda belirtilen formiil uygulanarak hesaplanmistir. Bu
formiile gore; absorbans degisimi, 0,00373 uM™' degerine bdlinmiis ve 0,19 ml /
0,02 ml degeri ile carpilmigtir. Buna goére, 340 nm’deki reaksiyon hizinin,
NADPH’nin yok olma katsayist 0,00373 pM™ kullanilarak belirlenebilecegi test
uygulama kitapgiginda belirtilmistir. Bir birim, 25 °C’de her dakikada, 1,0 nmol
NADPH’m NADPye oksidasyonuna neden olan enzim miktar1 olarak belirtilmistir

(Cayman Chemical Item No. 703102, Glutathione Peroxidase Assay Kit kitap¢igi).

Hesaplamalar  sonucunda elde edilen veriler, istatistiki  olarak

degerlendirilmistir.

2.8.3. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Substans (TBARS) Analizi

TBARS Analizi i¢in, Cayman Chemical Item No: 10009055 Test Kkiti

kullanilmistir.
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Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonu firiiniidiir ve dogal olarak
olusmaktadir. Lipid peroksidasyonu, bitki ve hayvanlarda olusan ve iyi bilinen bir
hiicre hasaridir. Hiicre ve dokudaki oksidatif stresin bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir (1,2). PUFA'lardan (Poly Unsaturated Fatty Acid — Coklu
doymamis yag asidi) tiiretilen lipit peroksitleri kararsizdir ve MDA gibi reaktif
karbonil bilesikleri iceren karmasik bir dizi bilesik olusturmak {izere ayrisir (Wang

ve ark., 2001).

MDA, thiyobarbitiirik asit reaktif substans olarak thiyobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyona girer ve 1:2 MDA-TBA olusturur. Boylece TBARS miktar1 ve MDA

miktar1 birbiriyle orantilidir.

TBARS o6l¢timi, lipid peroksidasyonunu gdstermek i¢in onemli bir metottur
(Yagi, 1998; Armstrong ve Browne, 1994). TBARS testinin ¢esitli modifikasyonlar1
yapilmustir, bu modifikasyonlar sonucunda, insan ve hayvan doku ve sivilari, gidalar,
ilaclar gibi bazi ornekler degerlendirilmektedir (Ohkawa ve ark., 1979; Dawn-
Linsley ve ark., 2005; Draper ve ark., 1993; Scoccia ve ark., 2001; Richard ve ark.,
1992). TBARS analizleri, lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in kullanilan en
yaygin testlerdir (Armstrong ve Browne, 1994).

Cayman marka TBARS test kiti, serum, plazma, doku homojenatlar1 gibi
orneklerde lipid peroksidasyonunu analiz etmek i¢in kullanilan basit ve standart bir
aragtir. Yiksek sicaklik (90-100 °C’de) ve asidik kosullar alinda MDA ve TBA
reaksiyonu ile olusan MDA-TBA {iriinii, 530-540 nm’de kolorimetrik olarak
Olgiilmektedir. Ayrica 530 nm’lik bir uyar1 dalga boyunda ve 530 nm’lik bir emisyon
dalga boyunda florometrik olarak ol¢iilebilmektedir (Cayman Chemical Item No:

10009055, TBARS Assay Kit kitapgigi).
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Homojenize edilen ve -80 °C’de dondurulan bobrek dokularinda, kit
kilavuzunda yazan prosediirlere uygun sekilde analizler yapilmistir. Kilavuzda
belirtilen adimlarin uygulanmasinin ardindan, son adim olarak 540 nm dalga
boyunda “TECAN” marka cihazda absorbans okunmustur. Cift ¢alisilan her standart
ve Ornegin absorbansiin ortalamasi hesaplanmistir. 0 uM olan standart A’nin
absorbans degeri kendisi ve diger biitlin standart ve Orneklerin absorbans
degerlerinden c¢ikarilmistir. Boylece diizeltilmis absorbans degeri elde edilmistir.
MDA konsantrasyonu olarak, her standardin diizeltilmis degerlerinin grafigi
cizilmistir. Bu standart egrinin denklemi elde edilmis ve bu denklem {izerinde analiz
verileri yazilarak, pM MDA degeri hesaplanmistir (Cayman Chemical Item No:
10009055, TBARS Assay Kit kitapgigi).

Hesaplamalar  sonucunda elde edilen veriler, istatistiki  olarak

degerlendirilmistir.

2.9. Clusterin ve KIM — 1 (Kidney Injury Molecule — 1) Parametrelerinin

Olciilmesi

Tiim hayvanlardan, sakrifikasyon Oncesi alinan kanlar, santrifij edilerek (3000
devirde 10 dk Sigma 3K3O cihazinda) serum elde edilmistir. Bu serumlarda, bobrek
parametrelerinden olan KIM-1 ve Clusterin degerlerinin analiz edilmesi
planlanmistir. Microplate’lerin okunmasinda, “TECAN” marka microplate reader

kullanilmistir.
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2.9.1. Clusterin Analizi

Clusterin analizi i¢in, Rat spesifik Cloud Clone SEB180Ra Clusterin Elisa Test
kiti kullanilmistir. Serumlar 100 kat sulandirilarak, kit kilavuzunda yazan

prosediirlere uygun sekilde analiz yapilmistir.

3000 devirde 10 dk Sigma 3K3O cihazinda santrifiij edilerek elde edilen ve -80
°C’de saklanmis serumlar, analiz 6ncesi oda sicakligina getirilmistir. Standartlar, kit
prosediirinde yazan talimatlar dogrultusunda hazirlanmis ve yine prosediirde
belirtildigi lizere analiz baslamadan yaklagik 15 dakika once hazirlanmistir.
Hazirlanan standartlarin konsantrasyonlari 800 ng/mL, 400 ng/mL, 200 ng/mL, 100
ng/mL, 50 ng/mL, 25 ng/mL, 12,5 ng/mL, 6,25 ng/mL ve 0 ng/mL olacak sekilde
hazirlanmistir. Orneklerin sulandirilmasinda, 20 ul serum &rnedi, 1980 pl PBS
(Phosphate buffered saline — fosfat tamponlu tuz ¢o6zletisi) ile karistirilarak 100 kat

sulanmasi saglanmigtir.

Rat spesifik Cloud Clone SEBI180Ra Clusterin Test Kitinde bulunan
mikroplaka Clusterine 6zgii bir antikorla kapli sekilde bulunmaktadir. Clusterin’e
spesifik biotin-bagl antikorlu mikroplaka hiicrelerine standart ve 6rnekler, sirasiyla
ve uygun sekilde eklenmistir. HRP’ye (Horseradish Peroxidase) bagli Avidin, her
hiicreye eklenmis ve inkiibe edilmistir. Ardindan TMB substrat soliisyonunun
eklenmesiyle, clusterin, biotin-bagl antikor ve enzim-bagli Avidin igeren mikroplaka
hiicrelerinde renk degisimi goriilmiistiir. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit
sollisyonu eklenmesi ile sonlandirilmig ve ortaya ¢ikan renk degisimi 450 nm dalga
boyunda “TECAN” marka microplate reader cihazinda spektrofotometrik olarak
dlciilmiistiir. Orneklerde bulunan clusterin miktarinin dlgiilmesi, 6rneklerin optik
konsantrasyonun standart egri ile kiyaslanmasiyla yapilmistir (Cloud Clone
SEB180Ra Enzyme-linked immunosorbent Assay Kit For Clusterin, Analiz
Uygulama Kitapg¢igi).
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Olgiimlerin elde edilmesinin ardindan hesaplamalar kit prosediiriinde yazan
talimatlara uygun olarak yapilmistir. Bu kapsamda, ¢ift okuma yapilan her standart,
kontrol ve Orneklerin ortalamasi alinmis, sifir standardinin optik yogunlugunun
ortalama degeri tiim verilerden ¢ikarilmistir. Her standart icin optik yogunluk ve
konsantrasyon degerleri kullanilarak standart egri grafigi olusturulmustur. y ekseni
iizerinde konsantrasyon ve x ekseni iizerinde absorbans olacak sekilde standart bir
egri olusturulmustur. Bu standart egrinin denklemi elde edilmis ve bu denklem
tizerinde analiz verileri yazilarak, her Ornek i¢in clusterin konsantrasyonu
hesaplanmistir. Hesaplanan veriler sulandirma miktart 100 ile carpilmistir (Cloud
Clone SEB180Ra Enzyme-linked immunosorbent Assay Kit For Clusterin, Analiz
Uygulama Kitapg¢igi).

Hesaplamalar sonucunda elde edilen veriler, istatisti olarak degerlendirilmistir.

2.9.2. KIM — 1 Analizi

KIM-1 analizi i¢in, Rat spesifik Cloud Clone SEA785Ra Kim1 Elisa Test kiti
kullanilmistir. Serum 6rnekleri sulandirilmadan KIM-1 Slglimleri yapilmistir. Fakat
elde edilen sonuglara gore; tim serum Orneklerindeki degerler standart araliginin
altinda ¢ikmasindan dolayi, yani serumda bulunan KIM-1 degerlerinin ¢ok diisiik
miktarlarda olmasindan dolayi, KIM-1 analizlerinin homojenize bobrek dokusunda
yapilmasina karar verilmistir. Bu dogrultuda, 6ncesinde homojenize edilen ve -80
°C’de dondurulan bobrek dokularinda, kit kilavuzunda yazan prosediirlere uygun

sekilde analizler yapilmistir.

Homojenize bobrek dokulart 250 kat sulandirilmistir. Bu dogrultuda, 6nce 20

ul homojenize doku 6rnegine 980 pl PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) katilarak,
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ornegin 50 kat sulanmasi saglanmistir. Ardindan 50 kat sulandirilan bu 6rnekten 200
ul alinarak, 1000 pl’ye PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozletisi) ile tamamlanmasi sonucu,

homojenize doku drneginin toplamda 250 kat sulanmasi saglanmistir.

Rat spesifik Cloud Clone SEA785Ra Kiml Elisa Test kitinde bulunan
mikroplaka, KIM-1’e spesifik antikorlarla kapli haldedir. Standart ve 6rnekler, KIM-
1 spesifik biotin-bagli antikorlu uygun mikroplaka kuyucuklarina eklenmistir.
Sonrasinda Horseradish Peroxidase’ye (HRP) bagli Avidin, her bir kuyucuga
eklenmis ve mikroplaka inkube edilmistir. TMB substrat soliisyonunun eklenmesinin
ardindan, sadece KIM-1, biotin-bagli antikor ve enzim-bagli Avidin igeren
kuyucuklar renk degistirmektedir. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit
eklenmesiyle sonlandirilmistir. Bu kapsamda “TECAN” marka cihazda 450 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak renk degisimi Olc¢lilmiistiir. Okumanin
ardindan, Orneklerdeki KIM-1 konsantrasyonu, oOrneklerin optik yogunlugunun
standart egri ile karsilagtirilmasiyla belirlenmistir (Cloud Clone SEA785Ra Enzyme-
linked immunosorbent Assay Kit For Kim1, Analiz Uygulama Kitap¢ig1).

Olgiimlerin elde edilmesinin ardindan hesaplamalar kit prosediiriinde yazan
talimatlara uygun olarak yapilmistir. Bu kapsamda, ¢ift okuma yapilan her standart,
kontrol ve Orneklerin ortalamasi alinmis, sifir standardinin optik yogunlugunun
ortalama degeri tim verilerden ¢ikarilmigtir. Her standart igin, y ekseni {izerinde
KIM-1 ve x ekseni iizerinde absorbans degerleri olacak sekilde bir standart egri
cizilmistir. Bu standart egrinin denklemi elde edilmis ve bu denklem {izerinde analiz
verileri yazilarak, her ornek i¢in KIM-1 konsantrasyonu hesaplanmistir. Hesaplanan
veriler sulandirma miktar1 250 ile ¢arpilmistir (Cloud Clone SEA785Ra Enzyme-
linked immunosorbent Assay Kit For Kim1, Analiz Uygulama Kitapg¢ig1).

Hesaplamalar  sonucunda elde edilen veriler, istatistiki  olarak

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

Calismada, oksidatif stres parametrelerinden, SOD, MDA ve GPx
parametreleri degerlendirilmistir. Bobrek parametrelerinden KIM-1 ve Clusterin
degerleri Olclilmistiir. Tam kan saymmi yapilmis ve kan degerlerinden BUN ve
kreatinin degerlerine bakilmistir. Tiim bu analiz sonuglart istatistiksel olarak
karsilastirilmistir. Deneyde kullanilan sigcanlara ait viicut agirlik degisimleri ve

sakrifikasyon sonrasi bobrek agirliklart degerlendirilmistir.

Bunun diginda, her hayvanin bébrek dokulari Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’da histopatolojik olarak degerlendirilmis, elde

edilen sonuglar istatistiki agidan yorumlanmistik.

Istatistiksel analize gecmeden &nce, veriler parametrik test varsayimlari igin
normallik yoniinden Shapiro-Wilk, varyanslarin homojenligi yoniinden ise Levene
testi ile incelenmistir. Agirlik, iire ve kreatinin parametrelerinin 6rnekleme zamani,
grup ve etkilesimlerinin test edilmesinde tekrarli 6lgiimlerde varyans analizinden
yararlanilmigtir. Etkilesim teriminin anlamli bulundugu durumlar i¢in Bonferroni

diizeltmeli basit etki analizi uygulanmstir.

Tam kan parametrelerinin, sag bobrek ve sol bobrek agirliklarinin, MDA,
SOD, KIM-1 ve Clusterin parametrelerinin gruplar arasindaki farkliliginin
belirlenmesinde tek yoOnlii varyans analizinden yararlanilmigtir. Gruplar arasi
farkliligin anlamli ¢iktig1 degiskenler icin ileri agsama (post-hoc) testi olarak Duncan
testi  kullanilmistir. GPx  parametresinin =~ gruplar  arasindaki  farkliliginin
belirlenmesinde ise Kruskal Wallis testinden faydalanilmistir. Histopatolojik

bulgular ile gruplar arasindaki iligkinin degerlendirilmesinde ki-kare analizinden
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yararlanilmigtir. Tiim istatistiksel analizler minimum %35 hata payi ile incelenmistir.

Tiim analizler SPSS (V22) paket programi araciligi ile gergeklestirilmistir.

Sakrifikasyon sonrasi, her hayvandan aliman sag ve sol bobrek agirliklart
istatistiki acidan degerlendirilmistir. Istatistik sonuglar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Bobrek agirliklar: arasindaki fark istatistiki agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).

Buna gore; sag bobrek agirligr dikkate alindiginda; 1. ve 2. grupta yer alan
sicanlarin sag bobrek agirliklar1 benzerlik gdstermistir. Yani, kontrol grubu ve flor
toksikasyonu olusturulan gruplarin sag bobrek agirliklar: benzer bulunmustur. Bunun
yaninda, 3., 4. ve 5. grupta yer alan siganlarin sag bobrek agirliklar kendi aralarinda
benzerlik gostermistir. Yani, ayn1 anda igme suyuyla NaF verilen ve i.p. olarak
karvakrol uygulan 3. grup, 30 giin igme suyuyla NaF verildikten sonra 10 giin i.p.
olarak karvakrol verilen 4. grup ve 30 giin boyunca 1.p. olarak karvakrol uygulanan
5. grupta yer alan siganlarin sag bobrek agirlik artiglarinda ayni yonlii degisimler

gorilmiistiir.

Sol bobrek agirlik degisimleri degerlendirildiginde ise, sag bobrek sonuglariyla
ayni sonuglar ortaya cikmistir. Buna gore, 1. ve 2. gruptaki hayvanlarda benzer
agirlik degisimleri goriiliirken; 3., 4. ve 5. grupta yer alan sicanlarin sol bobrek

agirliklart benzer egilimler gostermistir.
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Cizelge 3.1. Bobrek Agirliklar

Arit.O Std. Std. .
Parametre Grup | N rt. Hata Sapma Medyan Min. Max. p Harf
1 9 1,54 0,07 0,20 1,63 1,16 1,75 a
brek 2 9| 1,40 0,09 0,28 1,28 1,02 1,81 ab
Sag Bobre
Agirhg 3 ]6] 122 | 006 0,14 1,24 1,02 | 142 | 0,030
4 91 1,26 0,06 0,18 1,26 1,04 1,49
5 71 1,26 0,09 0,22 1,24 0,95 1,53 b
1 91 1,53 0,06 0,18 1,57 1,17 1,72 a
2 9 1,40 0,11 0,32 1,25 1,10 2,13 ab
Sol Bobrel 377 26 | 0,05 0,12 1,21 LI5 | 145 | 0,046 b
Agirhig
4 91 1,28 0,06 0,19 1,20 1,06 1,61 b
5 71 1,23 0,07 0,16 1,17 1,10 1,54 b

Grup 1: Kontrol, Grup 2: 30 giin NaF, Grup: 30 giin NaF + 30 giin i.p. Karvakrol, Grup 4: 30 Giin NaF +
ardindan 10 giin i.p. Karvakrol, 5. Grup: 30 giin i.p. Karvakrol

1.60

1.40
1.20
1.00
i Sag Bobrek Arit. Ort.
0.80
“'Sol Bobrek Arit. Ort.
0.60
0.40

0.20

0.00

Sekil 3.1. Sag ve Sol Bobrek Agirliklart Aritmetik Ortalamasi Grafigi

Rat canli agirliklart belirli araliklarla dl¢iilmiis ve kaydedilmiistiir. Ik 6l¢iim
uygulama baglamadan 6nce yapilmis olup, 14. giin, 27. giin ve sakrifikasyon Oncesi
agirhiklar da kaydedilmistir. Bu agirliklarin gruplar bazinda ortalama degerleri
alinarak olusturulan ve zamanla agirhik artisi gosteren grafik Sekil 3.1.°de yer

almaktadir.
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Grafik degerlendirildiginde, flor toksikasyonu olusmasi beklenen 2. grupta
agirlik artisinin ilk 6l¢limden sonra ikinci dlglimde ani diisiis gosterdigi, daha sonra

az miktarda artmaya basladig1 ve ilk agirliga ulasamadig1 goriilmiistiir.

NaF ve karvakroliin birlikte verildigi ve karvakroliin koruyucu etkisinin
olciildiigli 3. grupta 2. gruba gore daha fazla azalma belirlenmistir. Karvakroliin
tedavi edici etkisinin beklendigi 4. grupta ise agirlik zamanla az miktarda artig
gostermistir. Fakat sakrifikasyon oOncesi Olgiilen agirlikta tekrarlanan azalis

gorlilmiistiir.

Sadece karvakrol uygulamasinin yapildigi 5. grupta kontrol grubuna nazaran
daha az miktarda da olsa agirlikta zamanla artig goriilmiis fakat sakrifikasyon oncesi

yapilan son 6l¢iimde azalisa rastlanmistir.

400
350
e —e e
1. Grup
250
@) Grup
200 3. Grup
150 4. Grup
100 5. Grup
50
0

1. Giin 14. Giin 27. Giin 30. Giin 40. Giin

Sekil 3.2. Zamana bagli gruplarin ortalama agirlik degisimleri (gr)

Belirli araliklarla oOlgiilen canli  agirlik  degisimleri istatistiki agidan
degerlendirilmis, bu degerlendirme sonuglar1 Cizelge 3.2.’de belirtilmistir. Zamanla

degisen agirlik verilerinde istatistiki agidan bir fark bulunamamaistir (p>0,05).
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Cizelge 3.2. Viicut Agirlik (gr) Degisimlerinin Degerlendirilmesi

Zaman P-value
Grup
1 2 3 4 Grup Zaman G*Z
| 311,222 + 316,111 + 337,111 + 334,111 +
40,932 40,932 40,932 40,932
300,667 + 281,00 + 285,778 +
2 40,932 40,932 288,00 + 40,932 40,932
299,111 + 267,333 + 274,833 + 265,333 =
3 40,932 40,932 41,764 41,764 <0,001 0,514 0,487
4 295,556 + 296,444 + 297,556 + 278,778 +
40,932 40,932 40,932 40,932
s 275,556 + 286,875 301,429 + 289,571 +
40,932 41,141 41,409 41,409
3.1. Biyokimyasal Bulgular
Tiim gruplarda bulunan siganlardan sakrifikasyon sonrast alinan kan

orneklerinde WBC, LYM, MONO, GRAN, LYM %, MON %, GRA %, RBC, HGB,
HCT, MCV, MCH, MCHC, RDWa, RDW %, PLT, MPV, ALB, GOT, GPT, BIT

degerlerine bakilmis olup, istatistiki agidan degerlendirilmistir. Bu degerlendirme

sonucunda, WBC, LYM, MONO, GRAN, LYM %, MON %, GRA %, MPV, ALB,

GPT degerleri istatistiki agidan anlamsiz bulunmustur (p>0,05), alinan sonuglar

Cizelge 3.3.”de belirtilmistir.
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Cizelge 3.3. WBC, LYM, MONO, GRAN, LYM %, MON %, GRA %, MPV,
ALB, GPT degerleri

Parametre Grup N 1(&)1;1: I-SI::a S:lt)(lir.la Min. Max. p Harf

1 9 6,94 0,30 0,90 5,90 8,80
2 9 6,13 1,04 3,11 2,10 11,10

WBC 3 6 5,18 0,65 1,59 4,00 8,30 0,253
4 9 6,83 0,89 2,51 3,00 10,00
5 7 17,30 9,88 26,15 4,10 76,40
1 9 5,17 0,21 0,62 4,10 6,10
2 9 4,42 0,71 2,13 1,50 7,30

LYM 3 6 3,60 0,55 1,35 1,90 5,90 0,202
4 9 4,68 0,59 1,66 2,10 6,60
5 7 12,53 6,82 18,03 3,50 53,30
1 9 0,23 0,03 0,09 0,10 0,40
2 9 0,22 0,03 0,10 0,10 0,40

MONO 3 6 0,30 0,06 0,15 0,10 0,50 0,260
4 9 0,34 0,09 0,26 0,10 0,80
5 7 0,71 0,40 1,06 0,20 3,10
1 9 1,54 0,24 0,71 0,90 2,90
2 9 1,49 0,31 0,94 0,20 3,40

GRAN 3 6 1,28 0,25 0,61 0,40 2,00 0,306
4 9 1,81 0,31 0,87 0,80 3,00
5 7 1,49 0,29 0,76 0,40 2,80
1 9 75,02 2,80 8,40 60,40 82,40
2 9 72,79 1,80 5,40 65,90 83,50

LYM % 3 6 69,25 5,65 13,84 44,80 85,20 0,308
4 9 69,41 2,45 6,92 57,10 78,80
5 7 77,11 2,35 6,22 69,70 86,90
1 9 2,69 0,10 0,30 2,30 3,10
2 9 3,01 0,11 0,34 2,60 3,60

MON % 3 6 4,83 1,06 2,59 2,30 9,40 0,060
4 9 4,06 0,76 2,15 2,40 7,50
5 7 3,57 0,33 0,87 2,40 4,90
1 9 22,29 2,75 8,26 15,30 37,00
2 9 24,20 1,78 5,33 13,30 31,30

GRA % 3 6 25,92 4,89 11,99 11,20 45,80 0,394
4 9 26,53 2,34 6,62 16,80 40,30
5 7 19,31 2,18 5,77 10,70 27,00
1 9 6,28 0,17 0,52 5,30 7,00
2 9 6,20 0,24 0,72 5,30 7,60

MPV 3 6 5,90 0,32 0,78 4,80 7,10 0,337
4 9 5,90 0,09 0,24 5,40 6,10
5 7 6,46 0,25 0,65 5,70 7,50
1 9 2,88 0,05 0,16 2,60 3,13
2 9 3,00 0,10 0,30 2,70 3,72

ALB 3 6 2,78 0,07 0,16 2,59 3,03 0,103
4 9 2,92 0,05 0,14 2,68 3,08
5 7 3,08 0,07 0,18 2,91 3,39
1 9 50,63 2,26 6,78 39,70 60,50
2 9 50,47 2,49 7,48 41,00 60,30

GPT 3 6 48,07 3,63 8,89 31,50 55,50 0,391
4 9 47,41 5,66 16,00 31,90 81,30
5 7 41,44 2,95 7,80 28,50 52,90

Grup 1: Kontrol, Grup 2: 30 giin NaF, Grup: 30 giin NaF + 30 giin i.p. Karvakrol, Grup 4: 30 Giin NaF +
ardindan 10 giin i.p. Karvakrol, 5. Grup: 30 giin i.p. Karvakrol
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Diger kan parametrelerinden RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, RDWa,
RDW % ve PLT degerleri ise istatistiki agidan anlamli bulunmustur (p<0,05), alinan

sonuclar Cizelge 3.4.’te belirtilmistir.

Cizelge 3.4. RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, RDWa, RDW %, PLT, GOT ve BIT

degerleri
Paramet Grup N Arit. Ort. | Std. Hata Std. Min. Max. P Harf
re Sapma
1 9 7,12 0,30 0,91 4,92 7,95 ab
2 9 6,21 0,57 1,72 3,20 8,70 b
RBC 3 6 4,55 0,34 0,82 3,39 5,68 <0,001 c
4 9 7,76 0,18 0,51 7,06 8,42 a
5 7 5,05 0,27 0,71 3,90 5,89 c
1 9 14,49 0,40 1,20 11,70 15,70 a
2 9 13,13 0,97 2,90 7,60 17,50 ab
HGB 3 6 10,07 0,70 1,72 7,60 12,40 <0,001 c
4 9 14,93 0,34 0,96 13,70 16,50 a
5 7 12,01 0,53 1,41 9,80 13,70 b
1 9 44,04 0,92 2,76 38,40 47,90 a
2 9 36,34 3,29 9,86 16,30 48,20 b
HCT 3 6 26,30 1,29 3,15 22,30 29,80 <0,001 c
4 9 43,53 1,15 3,26 39,10 47,90 a
5 7 32,04 2,03 5,37 24,90 41,90 be
1 9 62,51 2,10 6,31 56,40 78,00 a
2 9 58,42 1,49 4,47 50,80 65,10 ab
MCV 3 6 58,47 1,81 4,43 52,10 65,70 0,019 ab
4 9 56,08 0,49 1,39 54,30 58,50 b
5 7 63,44 1,91 5,05 57,00 71,20 a
1 9 20,49 0,45 1,34 19,30 23,90 be
2 9 21,64 1,03 3,09 18,80 28,50 abc
MCH 3 6 22,45 1,57 3,83 19,00 29,90 0,004 ab
4 9 19,24 0,19 0,53 18,30 19,90 c
5 7 23,89 0,41 1,09 22,20 25,30
1 9 32,84 0,42 1,25 30,60 34,30 c
2 9 37,11 1,65 4,94 33,00 47,10 ab
MCHC 3 6 38,47 2,38 5,83 34,50 50,10 0,014 a
4 9 34,33 0,24 0,69 33,70 35,80 be
5 7 37,81 1,03 2,73 32,70 40,40 ab
1 9 36,88 2,43 7,29 28,30 53,30 b
2 9 39,81 2,46 7,38 32,20 55,70 b
RDWa 3 6 39,77 3,57 8,75 26,00 51,30 0,001 b
4 9 32,96 0,74 2,11 29,00 36,20 b
5 7 48,56 2,03 5,37 39,40 57,10 a
1 9 16,78 0,42 1,27 15,30 19,00 c
2 9 22,22 1,99 5,96 17,50 32,40 b
RDW % 3 6 22,72 1,72 4,20 16,00 28,30 <0,001 ab
4 9 17,34 0,62 1,74 14,60 19,80 c
5 7 26,33 0,99 2,61 22,80 29,40 a
1 9 777,78 51,40 154,20 513,00 1027,00 a
2 9 572,22 100,43 301,30 205,00 1019,00 a
PLT 3 6 184,33 42,87 105,00 94,00 372,00 0,044 b
4 9 543,00 112,62 318,55 104,00 1067,00 ab
5 7 537,43 231,49 612,47 129,00 1896,00 ab

Grup 1: Kontrol, Grup 2: 30 giin NaF, Grup 3: 30 giin NaF + 30 giin i.p. Karvakrol, Grup 4: 30 Giin NaF +
ardindan 10 giin i.p. Karvakrol, 5. Grup: 30 giin i.p. Karvakrol
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Istatistiki veriler degerlendirildiginde asagidaki sonuglar bulunmustur:

Uygulamalar baglamadan once alinan ve sakrifikasyon sonrasi alinan kan
orneklerinden BUN ve kreatinin analizleri yapilmis olup, elde edilen sonuglarin
gruplar aras1 farkliliklar1 ve zamanla degisimleri istatistiki acidan degerlendirilmistir.
Alnan sonuglar Cizelge 3.5. ve Cizelge 3.6.’da belirtilmistir. Sonuglar gruplar arasi
degisimler ve zamana baglh degisimler dikkate alindiginda istatistiki agidan anlamli

bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 3.5. Kreatinin sonuglarinin istatistiki agidan degerlendirilmesi

Zaman
Parametre Grup -
Once Sonra Grup Zaman G*Z
1 0,630 + 0,081 0,676 + 0,081°
2 0,723 + 0,081° 0,497 + 0,081%€
Kreatinin 3 0,631 = 0,081° 0,500 + 0,083%€ <0,001 <0,001 <0,001
4 0,634 + 0,081° 0,808 + 0,081%4
5 0,661 % 0,081° 0,476 + 0,082> €

Kiiciik harfler, zamandaki farklilig1 gostermektedir.
Biiyiik harfler, gruplar arasi farklilig1 gostermektedir.

Sonuglar dikkate alindiginda, gruplar arasi kreatinin degerlerindeki farkliliklar
2., 3. ve 5. gruplarda benzerlik gosterirken, 1. ve 4. grup degerleri hi¢ bir grup
Zamanla kreatinin degerlerindeki

degerleriyle benzerlik gostermemektedir.

degisimler dikkate alindiginda 2., 3. ve 5. gruplardaki degisimler benzer

bulunmustur. 4. grupta ise diger gruplarla herhangi bir benzerlik goriilmemistir.

Analizler sonucu elde edilen verilerin gruplar bazinda ortalamasi alinarak
cizilen grafik Sekil 3.3.’te yer almaktadir. Bu grafik degerlendirildiginde, uygulama
sonrasinda, 1. ve 4. gruplarda ortalama kreatinin degerinin uygulama sonrasinda
arttig1, 2., 3. ve 5. gruplarin ortalama kreatinin degerlerinin ise uygulama sonrasinda

azaldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.3. Uygulama 6ncesi ve sonrasi kreatinin degerlerinin kiyaslanmasi

Cizelge 3.6. BUN sonuglarinin istatistiki agidan degerlendirilmesi

Zaman
Parametre Grup s
Once Sonra Grup Zaman G*Z
1 33,567 +2,857° 44,011 +2,857% B¢
2 32,333 +2,857° 53,967 + 2,857 A8
Ure 3 31,689 + 2,857° 61,15 + 3,499 4 0,004 <0,001 0,002
4 32,744 +2,857° 53,067 + 2,857 A8
5 31,878 + 2,857 37,857 3,239

Kiiciik harfler, zamandaki farklilig1 géstermektedir.
Biiyiik harfler, gruplar arasi1 farklilig1 gostermektedir.

BUN degerlerinin zamanla degisimi degerlendirildiginde, 1., 2., 3. ve 4.
gruplardaki degisimin benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Gruplar arasi deger
farkliliklar1 incelendiginde, 2., 3. ve 4. gruplar kendi aralarinda; 1., 2. ve 4. gruplar
ise kendi aralarinda benzer degerler gostermistir. Bunun yaninda 1. ve 5. grup BUN

degerleri arasinda da benzerlik goriilmiistiir.

Analizler sonucu elde edilen BUN verilerinin gruplar bazinda ortalamasi
alinarak cizilen grafik Sekil 3.4.’te yer almaktadir. Bu grafik degerlendirildiginde,

uygulama sonrasinda, tiim gruplarda BUN degerlerinin arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.4. Uygulama 6ncesi ve sonrast BUN degerlerinin kiyaslanmasi
Bobrek parametrelerinden olan KIM-1 ve Clusterin analiz sonuglarinin
istatistiki degerlendirilmesi Cizelge 3.7.’de yer almaktadir. Sonuglar istatistiki agidan

anlamsiz bulunmustur fakat, gruplar arasi farkliliklar goriilmiistiir (p>0,05).

Cizelge 3.7. KIM — 1 (pg/mL) ve Clusterin (ng/mL) Degerleri

Parametre | Grup | N 1(&)1:: I-SI:::a S:It:;m Medyan Min. Max. p| Harf
1 | 9] 00204 | 00078 | 00192 | 00166 | -0,0024 | 0,552
2 |9 00234 | 00067 | 00202 | 00142 | 00032 | 00560
I;glfn'Ll 3 | 6| 00067 | 00014 | 00035 | 00065 | 00025 | 00131 0,206
4 |9 00139 | 00040 | 00139 | 00127 | -0,0001 | 0,0458
5 7] 00106 | 00023 | 00061 | 00097 | -0,0003 | 00194
1| 9] 6569 0,004 0,011 6,567 6,561 6,596
. 2 |9] 6570 0,006 0,017 6,562 6,558 6,611
C;‘;fggn 3 6| 6576 0,003 0,006 6,576 6,568 6,584 0,551
4 |9 6566 0,001 0,004 6,567 6,558 6,572
5 7] 6569 0,003 0,009 6,567 6,558 6,585

Homojenize bobrek dokusundan analizi yapilan KIM-1 degerleri
incelendiginde, karvakrol ve NaF’iin ayni1 anda verildigi 3. grupta biiyiikk oranda

diisiis gozlenmistir. Flor toksikasyonunun olusmasi beklenen grubun KIM-1
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degerleri kontrol grubuna yakin olup, 4. ve 5. grup degerlerinde bir miktar diisiis

ortaya ¢ikmuistir.

Gruplarin Clusterin degerleri ise birbirine yakin olup, kontrol grubundan farkl
degildir. Bu kapsamda Clusterin degerleri istatistiki agidan anlamsiz bulunmustur

(p>0,05).

Oksidatif stress parametreleri olan MDA, SOD ve GPx analiz sonuglarinin
hesaplanmas1 sonucunda elde edilen veriler, istatistiki olarak degerlendirilmistir.
Sonuglar, Cizelge 3.9.°da belirtilmistir. Veriler istatistiki acidan anlamsiz
bulunmustur (p>0,05), fakat gruplar arast degerlerde farkliliklar olustugu

gorilmiistiir.

Cizelge 3.8. Bobrek Dokusu MDA (uM), SOD (U/mL) ve GPx (nmol/dk/mL)

degerleri

Parametre Grup | N 1:‘)?: I-SI::a S:[t)(lir.la Medyan | Min. Max. p Harf
1 9| 42,82 8,33 22,04 37,36 23,73 87,36
2 9| 5625 | 921 27,63 5191 | 2736 | 113,73
Dﬁ?/[A 3 6| 3418 | 921 22,55 29,64 12,82 | 73,73 0,186
4 9| 3928 | 5,76 17,28 44,64 16,45 | 60,09
5 71 3217 | 431 11,41 29,18 | 21,91 52,82
1 9] 030 0,09 0,25 0,31 0,06 0,70
2 9| 0,04 0,06 0,18 0,09 -0,18 0,26
Sﬁg 3 6| 024 0,07 0,17 0,21 0,01 0,50 0,128
4 9| 0,16 0,08 0,23 0,12 20,10 0,49
5 71 023 0,08 0,20 0,17 0,01 0,56
1 9] 730 7,88 20,86 369 | 2534 | 3941
2 9| 1068 | 798 23,95 11,65 | -43,68 | 35,78
nmg/gi(/mL 3 6| 21,09 | 9,54 23,37 10,63 541 66,41 0,762
4 9] 1959 | 625 18,76 10,19 2,23 53,23
5 71 1427 | 821 21,71 22,86 | -31,65 | 28,84
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Bu kapsamda, yalnizca flor toksikasyonu olan grupta en yliksek MDA degeri
56,25 uM olarak oOlclilmustiir. Karvakrol uygulanan diger grup olgiimleri kontrol

grubuna yakindir ve istatistiki 6nem bulunmamustir.

MDA (uM)
60 -
50 -
40 - |
30 Id “ MDA (uM)
20
10 -
0 ; ; ; ; .
1 2 3 4 5

Sekil 3.5. Gruplar bazinda MDA degerleri

SOD analiz sonuglarina bakildiginda, flor toksikasyonu goriilmesi beklenen 2.
grupta Onemli bir digiis belirlenmis olup, diger gruplarin hepsinde azalig
goriilmiistiir. Karvakrol ile NaF’iin ayni siirelerde verildigi 3. grup ve sadece
karvakrol uygulamasinin yapildigr 5. grup degerleri birbirine yakin olup, kontrol

grubundan diistiktiir.
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Sekil 3.6. Gruplar bazinda SOD degerleri

GPx verileri gbéz Oniline alindiginda, tim gruplarda GPx aktivitilerinin
yiikseldigi belirlenmistir. Fakat karvakrol ve NaF’lin ayn1 siire boyunca verildigi 3.
grup ve 30 giin boyunca NaF verilmesinin ardindan 10 giin karvakrol uygulamasinin

gergeklestigi 4. grupta artis diger gruplara gore daha fazladir.

GPx (nmol/dk/mL)
25 -
20 -
15 -

“ GPx (nmol/dk/ml)
10 -
nd
0 . . . . >
1 2 3 4 5

Sekil 3.7. Gruplar bazinda GPx degerleri
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3.2. Histopatolojik Bulgular

Uygulamalar sonrasinda alinan bobrek dokulari, histopatolojik yonden
incelenmistir. Bu incelemede bowman boslugunda artig, dejenerasyon, proteindz

madde birikimi, dilatasyon ve fibrozis olgular1 ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Yapilan degerlendirmede; 0Ozellikle proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde
hidropik dejenerasyon dikkat ¢ekmistir (Grup II olgu no: 3-9, Sekil 3.8.; Grup IV
olgu no: 2 ve 7; Grup III olgu no: 2; Grup I olgu no: 3). Cogunlukla kortikomedullar
bolgedeki tiibiil liimenlerinde de proteinéz madde birikimine rastlanmistir (Grup II
olgu no: 3-6 ve 9; Grup IV olgu no: 1, 3, 5 ve 7; Grup I olgu no: 3 ve 6; Grup III
olgu no: 3). Grup II (Olgu no: 7) ve III’te (Olgu no: 2) sadece birer olguda tiibiillerde
dilatasyon fark edilmistir. Bununla birlikte Grup III’te bir olguda (Olgu no: 2)
intersitisyumda fokal fibrozis goézlenmistir. Grup I’de sadece bir olguda (Olgu no: 6)
Bowman boslugunda artis gozlenirken, Grup IV’te (Olgu no: 1-3; Sekil 3.9.)
belirgindir. Grup V’te ise herhangi bir histopatolojik bulgu saptanamamistir.

LAl “—e.

Sekil 3.8. Tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon (oklar) ve tiibiil
limenlerinde proteinéz madde birikimi (y1ldiz), 2. Grup, H&E
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Sekil 3.9. Bowman boslugunda artis (y1ldiz), 4. Grup, H&,E

Histopatolojik sonuglar, istatisti ac¢idan degerlendirilmistir. S6z konusu
degerlendirmede bowman boslugunda artis, dejenerasyon, proteinéz madde birikimi,
dilatasyon ve fibrozis olgular1 ayr1 ayr1 degerlendirilmis olup, elde edilen sonuglar
asagida yer alan ¢izelgelerde belirtilmistir (Cizelge 3.9.; 3.10.; 3.11.; 3.12. ve 3.13.)
(p>0,05).
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Cizelge 3.9. Gruplar bazinda Bowman boslugu degerlendirmesi

Crosstab
Bowman
Total
Gozlenmedi Fokal

N 8 1 9
% Grup 88,9% 11,1% 100,0%
% Bowman 22,2% 25,0% 22,5%
% Total 20,0% 2,5% 22,5%

N 9 0 9
% Grup 100,0% 0,0% 100,0%
% Bowman 25,0% 0,0% 22,5%
% Total 22,5% 0,0% 22,5%

N 6 0 6
% Grup 100,0% 0,0% 100,0%
% Bowman 16,7% 0,0% 15,0%
% Total 15,0% 0,0% 15,0%

N 6 3 9
% Grup 66,7% 33,3% 100,0%
Grup % Bowman 16,7% 75,0% 22,5%
% Total 15,0% 7,5% 22,5%

N 7 0 7
% Grup 100,0% 0,0% 100,0%
% Bowman 19,4% 0,0% 17,5%
% Total 17,5% 0,0% 17,5%

N 36 4 40
% Grup 90,0% 10,0% 100,0%

Total
% Bowman 100,0% 100,0% 100,0%
% Total 90,0% 10,0% 100,0%
Pearson Chi-Square= 7,901 , p= 0,095

Gruplarda yer alan hayvanlarin bobrek dokusunda bowman boslugunda artis

degerlendirildiginde, 30 giin NaF uygulamasi yapilip, ardindan 10 giin karvakrol

tedavisi denenen 4. grupta yer alan hayvanlardan 3’iinde fokal artis gdzlenmistir. 2,

3. ve 5. grupta yer alan hayvanlarda ise artisa rastlanmamastir.
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Cizelge 3.10. Gruplar bazinda bobrek dokusunda dejenerasyon degerlendirmesi

Crosstab
DEJENERASYON
Total
Gozlenmedi Fokal Multifokal
N 8 1 0 9
% Grup 88,9% 11,1% 0,0% 100,0%
: % Deje 27,6% 10,0% 0,0% 22,5%
% Total 20,0% 2,5% 0,0% 22,5%
N 2 7 0 9
) % Grup 22,2% 77,8% 0,0% 100,0%
% Deje 6,9% 70,0% 0,0% 22,5%
% Total 5,0% 17,5% 0,0% 22,5%
N 5 1 0 6
3 % Grup 83,3% 16,7% 0,0% 100,0%
% Deje 17,2% 10,0% 0,0% 15,0%
% Total 12,5% 2,5% 0,0% 15,0%
N 7 1 1 9
Grup 4 % Grup 77,8% 11,1% 11,1% 100,0%
% Deje 24,1% 10,0% 100,0% 22,5%
% Total 17,5% 2,5% 2,5% 22,5%
N 7 0 0 7
£ % Grup 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
% Deje 24,1% 0,0% 0,0% 17,5%
% Total 17,5% 0,0% 0,0% 17,5%
N 29 10 1 40
Total % Grup 72,5% 25,0% 2,5% 100,0%
% Deje 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% Total 72,5% 25,0% 2,5% 100,0%
Pearson Chi-Square= 21,111 , p= 0,007

Bobrek dokusundaki dejenerasyon degerlendirildiginde, sonuglar istatistiki agidan

anlamsiz ¢ikmistir (p>0,05). Fakat sadece NaF verilerek, flor toksikasyonu olugsmast

beklenen grupta yer alan 9 hayvandan 7’sinde fokal dejenerasyona rastlanmistir.

Bunun disinda 3. ve 4. gruplarda yalnizca birer hayvanin borek dokusunda fokal

dejenerasyon gozlenirken, 5. grupta hi¢ goriilmemistir.
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Cizelge 3.11. Gruplar bazinda tiibiil liimenlerinde proteindz madde birikimi

degerlendirmesi
Crosstab
PROTEINOZ
Gozlenmedi Fokal Multifokal Diffuz Total
N 7 0 2 0 9
| % Grup 77,8% 0,0% 22,2% 0,0% 100,0%
% Proteindz 25,0% 0,0% 50,0% 0,0% 22,5%
% Total 17,5% 0,0% 5,0% 0,0% 22,5%
N 4 4 1 0 9
% Grup 44,4% 44,4% 11,1% 0,0% 100,0%
2 % Proteindz 14,3% 57,1% 25,0% 0,0% 22,5%
% Total 10,0% 10,0% 2,5% 0,0% 22,5%
N 5 0 1 0 6
3 % Grup 83,3% 0,0% 16,7% 0,0% 100,0%
% Proteindz 17,9% 0,0% 25,0% 0,0% 15,0%
% Total 12,5% 0,0% 2,5% 0,0% 15,0%
N 5 3 0 1 9
4 % Grup 55,6% 33,3% 0,0% 11,1% 100,0%
% Proteindz 17,9% 42,9% 0,0% 100,0% 22,5%
Grup % Total 12,5% 7,5% 0,0% 2,5% 22,5%
N 7 0 0 0 7
% Grup 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0%
> % Proteindz 25,0% 0,0% 0,0% 0,0% 17,5%
% Total 17,5% 0,0% 0,0% 0,0% 17,5%
N 28 7 4 1 40
Total % Grup 70,0% 17,5% 10,0% 2,5% 100,0%
% Proteindz 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% Total 70,0% 17,5% 10,0% 2,5% 100,0%
Pearson Chi-Square= 17,778 , p= 0,123

Tiibiillerde proteindz madde birikimi acisindan yapilan degerlendirmede, flor
toksikasyonu olusmasi beklenen 2. grupta 9 hayvandan 4’iinde fokal, 1’inde ise
multifokal proteindz madde birikimine rastlanmistir. NaF ve karvakrol
uygulamasinin birlikte yapildigi 3. grupta, 1 hayvanda multifokal proteindz
goriilmiistiir. Bunun disinda, 30 giin NaF verilmesinin ardindan 10 giin karvakrol
uygulanan 4. grupta ise, multifokal gézlenmemesine ragmen 3 hayvanda fokal 1
hayvanda ise diffuz dikkat ¢ekmistir. Sadece karvakrol verilen 5. grupta yer alan

hayvanlarim hi¢ birinde proteindz maddeye rastlanmamastir.
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Cizelge 3.12. Gruplar bazinda bobrek dokusu tiibiillerinde dilatasyon

degerlendirmesi
Crosstab
DILATASYON
Total
Gozlenmedi Fokal Multifokal
N 9 0 0 9
% Grup 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
1 o
. o 23,7% 0,0% 0,0% 22,5%
Dilatasyon
% Total 22,5% 0,0% 0,0% 22,5%
N 8 1 0 9
% Grup 88,9% 11,1% 0,0% 100,0%
2 o
. o 21,1% 100,0% 0,0% 22,5%
Dilatasyon
% Total 20,0% 2,5% 0,0% 22,5%
N 5 0 1 6
% Grup 83,3% 0,0% 16,7% 100,0%
3 o
Dilatz/:syon 13,2% 0,0% 100,0% 15,0%
% Total 12,5% 0,0% 2,5% 15,0%
N 9 0 0 9
% Grup 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
4 o,
Grup Dilatz/:syon 23,7% 0,0% 0,0% 22,5%
% Total 22,5% 0,0% 0,0% 22,5%
N 7 0 0 7
% Grup 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
5 o
. o 18,4% 0,0% 0,0% 17,5%
Dilatasyon
% Total 17,5% 0,0% 0,0% 17,5%
N 38 1 1 40
% Grup 95,0% 2,5% 2,5% 100,0%
%
Total Dilatasyon 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% Total 95,0% 2,5% 2,5% 100,0%
Pearson Chi-Square= 9,298 , p=0,318

Tiibiillerde dilatasyon goriilmesi agisindan yapilan degerlendirmede, 2. grupta
1 hayvanda fokal, 3. grupta 1 hayvanda multifokal olarak dilatasyon goriilmuistiir.
Bunun disinda 4 ve 5. gruplarda yer alan hayvanlarin bobrek dokusu tiibiillerinde

dilatasyona rastlanmamuistir.
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Cizelge 3.13. Gruplar bazinda bobrek dokusu fibrozis degerlendirmesi

Crosstab
FiBROZIS
Gozlenmedi Fokal Total
N 9 0 9
% Grup 100,0% 0,0% 100,0%
% Fibrozis 23,1% 0,0% 22,5%
% Total 22,5% 0,0% 22,5%
N 9 0 9
% Grup 100,0% 0,0% 100,0%
% Fibrozis 23,1% 0,0% 22,5%
% Total 22,5% 0,0% 22,5%
N 5 1 6
% Grup 83,3% 16,7% 100,0%
% Fibrozis 12,8% 100,0% 15,0%
% Total 12,5% 2,5% 15,0%
N 9 0 9
% Grup 100,0% 0,0% 100,0%
Grup % Fibrozis 23,1% 0,0% 22,5%
% Total 22,5% 0,0% 22,5%
N 7 0 7
% Grup 100,0% 0,0% 100,0%
% Fibrozis 17,9% 0,0% 17,5%
% Total 17,5% 0,0% 17,5%
N 39 1 40
% Grup 97,5% 2,5% 100,0%
Total
% Fibrozis 100,0% 100,0% 100,0%
% Total 97,5% 2,5% 100,0%
Pearson Chi-Square= 5,812 , p=0,214

Bobrek dokularinda fibrozis agisindan incelemede sadece, NaF ve karvakroliin

birlikte uygulandigi 3. grupta 1 hayvanda fokal fibrozise rastlanmistir. Bunun disinda

hi¢ bir grupta fibrozis goriilmemistir.
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada, ratlarda sodyum florid ile olusturulan toksikasyonda
karvakroliin bobrekler iizerine etkisinin arastirilmast amaglanmistir. Bir ay siireyle
ratlarin igme sularima NaF konularak, flor toksikasyonu olusturulmus ve bu
kapsamda, karvakroliin bobrekler iizerindeki hem koruyucu hem tedavi edici etkisi
arastirilmistir. Bobrek dokularinda oksidatif stres belirteci biyokimyasal parametreler

degerlendirilmis ve bazi bobrek parametleri analiz edilmistir.

Flor, dogada olduk¢a yaygin bulunan bir element olup, sanayiden ilaca bir ¢cok
sektorde kullanilmaktadir (Jha ve ark., 2011). Ayn1 zamanda dis, kemik, yumusak
dokular ve viicut sivilarmin da bir bilesenidir. Bu yiizden viicut i¢in olduk¢a 6nemli
bir elementtir (Zhang ve ark., 2014). Ancak, fazla miktarda flor alimi canlilar i¢in
toksik etki gostermekte, bobrekler ve gonadlar gibi organlarda hasara yol agmaktadir
(Barbier ve ark., 2010). Bu kapsamda flor toksikasyonu; oksidatif stres, DNA hasar1
ve gen ifadesinde degisim gibi hiicresel metabolizmayla yakindan ilgkilidir (Bai ve
ark., 2010). Bu yiizden flor toksikasyonunda serbest radikallerin artmas1 ve doku ve
organlarda hasara yol agcmasini engellemek i¢in etkili uygulamalar gerekmektedir.
Bu durum goz oniine alindiginda, bir ¢ok hastalikta oldugu gibi flor toksikasyonunda
da koruma ve tedavi i¢in dogal maddelerin kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir

(Alhusaini ve ark., 2018).

Karvakrol, kekik gibi aromatik bitkilerin organik bilesenidir (Suntress ve ark.,
2015). Yapilan bu calismada da, lilkemizde yaygin olarak kullanilan kekigin organik
bileseni karvakroliin, NaF ile olusturulan toksikasyonda bobrekler iizerine olan etkisi

arastirilmastir.
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Karvakroliin yangi kaynakli deneysel olusturulmus kolitis, artritis, bdbrek
yangilari, astma ve sepsis lizerinde antioksidant, antienflamatorik ve sitoprotektif
etkileri belirlenmistir (Arigesevan ve ark., 2015; Banji ve ark., 2014; Khosravi ve

ark., 2016; Ozer ve ark., 2017 ve Suo ve ark., 2014).

Deneysel caligmalardan, sekal ligasyonla olusturulan polimikrobiyal sepsiste,
karvakrol kullaniminin 6liim oranlarmin azalmasini sagladigr belirtilmistir (Canbek

ve ark., 2008; Ozer ve ark., 2017 ve Yu ve ark., 2013).

Yapilan c¢aligmalarda, oksidatif stres durumunda karvakrol uygulamasinin
Glutatyon (GSH) seviyesini arttirdigi tespit edilmistir. Bu durum, karvakroliin
radikal temizleme etkisiyle gerceklesmekte ve serbest oksijen tiirlerinin ortadan
kaldirilmasi ile sonuglanmaktadir (Aeschbach, ve ark., 1994). Bunun diginda yapilan
caligmalar yine gostermistir ki karvakrol, total antioksidan kapasitesi seviyesini

arttirmaktadir (Aydin ve ark., 2014).

Flor toksisitesinde oksidatif stresin etkili oldugu soylenebilir. Reaktif oksijen
tiirleri etkisi ile gelistigi, baska bir deyisle, oksijen radikallerinin elimine edilmesinde
yetersiz kalindiginda (siiperoksit radikali, H,O,, OH™ radikali ve lipit peroksitleri
gibi) zellikle bdbrek tiibiiler ve glomerular dejenerasyon dikkati ceker (Oztiirk ve

ark., 2018).

Normal anaerobik metabolizma c¢ikis siiresince sentezlenen reaktif oksijen
tiirleri, patolojik durumda daha fazla ve kontrol dis1 {retilir. Sonug olarak, hiicre

membrant, lipitler, proteinler ve niikleik asitlerle etkileserek yapilarini bozar.
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Doku ve serumda olgiilen MDA, hiicre yapisinda gelisen oksidatif stres
taniminda kullanilan 6nemli kriterdir. Biyolojik sistemde artan oksijen radikalleri
GPx, SOD gibi antioksidatif enzim sistemlerini inhibe eder. GSH, oksidatif stresin de
dahil oldugu toksik nedenlere karsi etkili oldugu bilinen, intraselliiler savunma hatti

icinde yer almaktadir (Akdere ve ark., 2014).

Calismamizda bobrek dokusunda dl¢tiigiimiiz MDA diizeyi, istatistiki anlamda
onemli farkliik gostermese de, gruplar arasinda farkliliklar belirlenmistir. igme
suyuna flor katim ile olusturulan florozis grubunda (grup 2) en yiiksek MDA diizeyi
Ol¢lilmiistiir. Bu durumda kontrol grubu ve CAR gruplarinda, MDA degerleri

arasinda istatistiki anlamda 6nemli fark bulunmadigini sdyleyebiliriz.

Calismamizda, antioksidatif savunma sistemine ait olan iki enzim SOD ve GPx
degerleri, yalnizca flor toksikasyonu grubunda en diisiik degerleri gostermistir.
Toksikasyona ragmen, CAR uygulanan grupta bile, GPx ve SOD diizeylerinde daha
yiiksek degerler 6l¢iilmiistiir. Toksikasyon sona erdikten sonra, 10 giin CAR verilen
4. grup degerleri, flor uygulamasi ile aynt anda CAR verilen 3. grup degerlerinden

diisiik bulunmustur.

Bu durumda, CAR verilmesi toksik madde wuygulamasi ile birlikte
yiriitiildiiginde, toksik maddenin etkinligini azalttigi  belirtilebilir. CAR
uygulamasinin, SOD ve GPx degerlerini yiikseltme, MDA degerlerini ise azaltma

acisindan daha etkili oldugu sdylenebilir.

Oztiirk ve ark. (2018) renal iskemi olusturduklari ratlarda yapilan deneysel
aragtirmada, karvakrol ilavesinin MDA diizeyinde azalmalara ve CAT, SOD ve GPx

gibi antioksidatif enzim sistemlerinde artig belirlendigini bildirmiglerdir. Bu durumu
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CAR kullanimu ile birlikte, olas1 bir oksidatif strese kars1 gosterdigi koruyucu etki

olarak yorumlanmistir. Bu durum, ¢alismamizla benzerlik gostermektedir.

Calismamizdaki amag, antioksidatif etkisi bilinen dogal substrat olan CAR’un
florozis durumunda bobreklerde yapabilecegi oksidatif stres etkili dejenerasyonu ne
oranda Onleyebilecegini arastirmaktir. Samarghandian (2016) ve arkadaslarinin
yaptig1 arastirmada GPx diizeyinde CAR etkisi ile artig oldugu bildirilmistir.
Calismamizda kontrol grubu (7,30 nmol/dk/mL) degeri ile toksik grup olan 2. grup
arasinda belirgin bir artis (10,68 nmol/dk/mL) goriilmiistiir. CAR verilen 3., 4. ve 5.
gruplarda bu artis ¢cok daha belirgindir (21,1 nmol/dk/mL; 19,6 nmol/dk/mL; 14,27
nmol/dk/mL). Kontrol grubunda dlgiilen diisiik deger, florozis etkisi saglanan ve
CAR ilave edilen gruplara gore istatistiki anlamda farkli bulunmustur (p<0,01). CAR

uygulanmasinin, biiyiik oranda GPx salinimina neden oldugu sdylenebilir.

GPx diizeyindeki azalma, dokuda yasanilan ROS stresine dayandirilmaktadir
(Tong ve Zhong, 2014). Toksik grupta ol¢iillen GPx degeri kontrol grubuna gore
yiikksek bulunmustur. Yalnizca flor etkisi olan gruplarda GPx degeri yiiksektir.
Dolayist ile hem flor hem de CAR uygulanan grup 3 GPx degeri 21,09 nmol/dk/ml
olarak Olclilmiistiir. Yalnizca CAR verilen 5. grupta degerler ortalamasi 14,27
nmol/dk/ml belirlenmistir. Buna gore, 10,68 nmol/dk/ml belirlenen toksik grup,
kontrol grubu disinda en diisiik diizeyde Olclilmiistiir. CAR uygulamasinin GPx

diizeyini artirdig1 sdylenebilir.

Yapilan deneysel calismada, toksik maddenin uygulama sekline, hayvanlarin
gosterdigi bireysel farkliliga bagli olarak kontrol grubunda olciilen GPx degeri,
florozis grubu olan 2. gruptan daha diisiik diizeylerde Ol¢iilmiistiir. Chow ve
Toppel’in yaptig1 arastirmada, yiiksek oranda oksidatif stres yasatilan ratlarda, GPx
diizeyinde artis belirlenmistir (Chow ve Toppel, 1972).

81



Bu degisim SOD enzim diizeyleri i¢in de sOylenebilir. Yalnizca flor verilen
grupta elde edilen SOD degeri en diisiik seviyededir (Florozis: 0,04 U/mL). Florla
birlikte CAR verildiginde bu diizey 3. grupta 0,24 U/mL diizeyindedir ve istatistiki
olarak dnemlidir (p<0,01).

Antioksidatif sistem enzimlerinden SOD, toksik grup 2’de en diisiik
diizeydedir (0,04 U/mL). Toksikasyon etkisi ile birlikte kullanilan CAR, grup 3’te
etkisini gostererek, SOD diizeyini yiikseltmistir (0,24 U/mL). Aymi sekilde,
toksikasyon olugmasinin ardindan CAR verilen 4. grupta elde edilen ortalama deger,
toksikayonun olugmasi amaclanan 2. grup degerinden daha yiiksek elde edilmistir

(Grup 4: 0,16 U/mL).

CAR uygulamasinin peroksidasyon reaksiyonlarinin azalmasi yoniinde etkili

oldugu diger bilimsel ¢alismalarda bildirilmistir (Oztiirk ve ark., 2018).

Samarghandian ve ark., 2016 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmada, oksidatif stres
olusturulmus baz1 organlarda karvakroliin etkisi arastirilmistir. Bu kapsamda her
grupta 8 hayvan olacak sekilde toplamda 8 grup olusturulmustur. 1. grup kontrol
grubu; 2. grup tasiyict maddenin verildigi ve stressin olusturuldugu grup; 3., 4. ve 5.
gruplar sirastyla 20 mg/kg, 30 mg/kg ve 40 mg/kg i.p. karvakroliin uygulandig1 ve
stresin olusturulmadig: grup; 6., 7. ve 8. gruplar sirastyla 20 mg/kg, 30 mg/kg ve 40
mg/kg karvakroliin i.p. uygulandig1 ve stresin olusturuldugu gruplardir. Stres icin
hayvanlar 20 giin boyunca her giin olmak tiizere 6 saat hareketleri kisitlayan
kafeslerde tutulmuslardir. Uygulamalar sonunda oksidatif stres parametreleri
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda, tedavi uygulanmamis kontrol

grubunda, bobrek MDA seviyesinde artiglar goriilmiistiir.
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Zhang ve ark.’nin (2014) yaptiklari1 ¢caligsmada, ratlarda sodyum floridle bobrek
ve karacigerde olusan oksidatif hasarda misir mor bitki pigmentinin koruyucu
ozelligi arastirllmistir. Bu kapsamda bobrek ve karacigerde oksidatif hasar
olusmasina neden olmak i¢in, ratlara 100 ppm sodyum florid i¢gme suyuyla
verilmistir. Yapilan arastirma sonucunda, flor toksikasyonu olasan grupta, kontrol

gruba gdre nazaran MDA seviyesinde belirgin bir artig gézlenmistir.

Calismamizda da, florozisin etkisi ile MDA degerinde toksik grupta 6zellikle
(56,23 uM) artma goriilmesi, flor etkisi olarak degerlendirebilir. CAR uygulanan
florozis grubundaki diisme egilimi (34,18 puM) diger bilimsel ¢alismalara benzer
sekildedir. Kontrol grubuna gore, diger CAR uygulanmis gruplarda, sirasi ile
G4:39,28 uM ve G5:32,17 uM olarak azalan MDA degerleri dikkat ¢ekmektedir. Bu
durum, lipid peroksidasyon kriteri kabul edilebilir. MDA diizeyindeki azalma
egilimini CAR ile iliskilendirebiliriz.

Diger ¢alismalarda belirtildigi gibi, SOD ve GPx degerleri toksikasyon etkisi
ile diigiik bulunurken, CAR ilavesinin bu seviyeyi istatistiki anlamda dnemli olan

diizeye yiikselttigi goriilmektedir.

Bobreklerde flor etkisinin patolojik yorumunda, yalnizca flor uygulanan 2.
gruptaki hayvanlarda fokal ve multifokal protein6z madde birikimi belirlenmistir. Bu
patolojik degisim, florla birlikte CAR’lin de uygulandigi 3. grupta yalnizca bir
hayvanda gozlenmistir. Flor toksikasyonundan sonra 10 giin CAR verilen 4. grupta 3
hayvanda benzer durum belirgindir. Bu durumda, CAR uygulanan 5. grupta hi¢ bir
oranda proteindz madde olusumu goriilmemistir. CAR’lin bobreklerde protein

birikimini dnledigi sdylenebilir.
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Genel olarak biitin  gruplarda, flor toksikasyonu etkisi olarak
degerlendirilebilecek bobrek patolojisi agisindan bakildiginda, yalmizca CAR
uygulanan 5. grupta herhangi bir degisime rastlanmistir. Ozellikle bobrekler yoluyla
atilan yliksek orandaki florun, bdobreklerde belirgin degisimlere yol actigi
soylenebilir. Oztiirk ve arkadaslarmin yaptig1 deneysel iskemik rat bobreklerinde
tubiiller atrofi, dilatasyon ve epitel hiicre dejenerasyonlarinda CAR kullaniminin,

histolojik anlamda iyilesmelere yol agtig1 bildirilmistir (Oztiirk ve ark., 2018).

Ratlarla yapilan ¢aligmalar yiliksek miktarda floriir aliniminda, renal tiibiiler
hasarin olustugunu gostermistir (Henschler ve ark., 1975). Bunun disinda
inflamasyon, tiibiiler dejenerasyon, fibrozis, kivrimli tiibiiller dilatasyon

goriilebilecegi ortaya konmustur (Bond ve Murray, 1952).

BUN degeri, bobreklerin ¢alisma durumunu belirleyen kriterlerdendir. Eger {ire

bobrekler araciligi ile viicuttan uzaklastirilmiyorsa, kanda BUN seviyesi ylikselir.

Bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi kriterlerinden olan kreatinin dl¢timleri de
RIFLE Kriterleri ile degerlendirilir (Kellum ve Lameire, 2012). Buna gdore, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, yaralanmalarda 2 veya 3 kata kadar artar. Bobrek

iflasinda bu, 3 kat iizerindedir.

Calismamizda elde edilen BUN degerleri dikkate alindiginda, florozis
siiresince CAR uygulanan 3. grupta olciilen degerler en yiiksek (61,15) ve yalnizca
CAR kullanilan 5. grup Olctimleri en diisiik (37,8) olarak belirlenmistir. Yine
kreatinin degerleri incelendiginde, tedavi amacla CAR uygulanan 4. grupta en
yiiksek (0,808) ve sadece CAR uygulanan 5. grupta ise en diisiik (0,476) olarak

bulunmustur.
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Calismamizda elde edilen kreatininin degerlerine gore deney boyunca CAR
verilmis 5. grupta, kontrol ve flor toksikasyonu sonrast CAR takviyesi yapilan 4.
grup arasinda p<0,01 diizeyinde fark goriilmiistiir. Sonradan CAR verilen 4. grup
kreatinin degerlerinin, diger gruplara gore ¢ok yiiksek (0,808) Ol¢iilmiistiir. Fakat 30
giinliik deneme stiresinde flor toksikasyonu boyunca CAR uygulanmasi yapilan 3.
grup degerleri, kontrol grubundan daha diisiik olarak belirlenmistir. Yalnizca flor
toksikasyonunun gelistirildigi 2. grup degerleri, kontrol grubuna gore daha diisiik

diizeydedir.

Oztiirk ve arkadaslarinin (2018) yaptiklar1 calismada, karvakrol uygulamasinin
serum BUN ve kreatinin degerlerini kontrol grubuna gore yiikselttigi gortilmustiir.
Calismamizda da BUN degerleri dikkate alindiginda, 3. ve 4. grup degerlerinin (G3:
61,15; G4: 53,067) kontrol grubu degerine (44,011) oranla arttig1 goriilmiistiir. Ayn1
sekilde kreatinin degerleri goz Oniine alindiginda; 4. grup degerinin (0,808) kontrol
grubuna (0,676) oranla arttig1 belirlenmistir. Ancak bunun aksine 3. grup kreatinin

degerleri (0,500) kontrol grubuna gore azalis gdstermistir.

Serum kreatinin degerinin  Olglilmesi, GFR hiz1 {izerinden bobrek
fonksiyonlarimi1 degerlendirmektir. GFR degeri azaldikca kreatinin degeri yiikselir.
Fakat kreatinin degerinde yiikselme, ilk olarak GFR hizinin %50 azalmasi ile baglar
(Reindl-Schwaighofer ve Joannidis, 2010).

Serum kreatinin ve iire degerinde fazla artisin goriilebilmesi i¢in nefronlarin
2/3’niin fonksiyonunu kaybetmesi gerekir. (Davis ve Kramer, 2006; Hewitt ve ark.,
2004; Thukral ve ark., 2005). Bu nedenle fazla inis ¢ikis goriilmeyen olaylarda,
hemen bdbrek fonksiyonlarindaki degisimin akla gelmesi, beslenme ve fizyolojik

durumlarla da ilgili olabilir.
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Kreatinin degerleri, tire ile karsilastirildiginda daha saglam kriter olarak
diistintilebilir. Ciinkii, iskelet kasinin biiyiikliigii ile orantilidir ve bu orana bagh
olarak viicutta sabit kalir. Buna karsilik tire degerleri kreatinine gore ¢cok daha fazla

faktorden etkilenir ve inisli ¢ikish seyir gosterir (Bellomove ark, 2001).

Oztiirk H. ve arkadaslarinin 2017 yilinda ratlar {izerinde yaptiklar1 calismada,
bilateral renal iskemi - reperfiizyon ile olusan histopatolojik ve foksiyonel
bozukluklarin tedavisinde karvakroliin etkisi aragtirilmistir. Bu kapsamda toplamda
30 hayvan kullanilmis ve her grupta 10 hayvan olacak sekilde 3 gruba ayrilmistir. 1.
grup kontrolii olustururken, 2. grupta karvakrol ile tedavi edilmeyen hasta grup ve 3.
grupta ise karvakrol ile tedavi edilen grup yer almaktadir. Karvakrolle tedavi edilen
3. grupta, iskemiden 2 saat Once ratlara 75 mg/kg dozda intraperitoneal olarak
karvakrol uygulamasi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda serum kreatinin ve
BUN degerlerinin uygulama gruplarinda kontrol grubuna nazaran yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Fakat, karvakrol ile tedavi edilen gruptan elde edilen BUN ve kreatinin
degerlerinin, stres olusturulan gruba gore azalmakta oldugu tespit edilmistir. Yine
tedavi edilen grupta, doku MDA degerinin azaldigi, bunun yaninda SOD ve GPx
degerlerinin ise yiikseldigi goriilmiistiir. Tedavi edilmeyen hasta grupta ise, MDA
degerinin kontrol grubuna gore yliksek oldugu, SOD ve GPx’in ise diisiik oldugu
tespit edilmistir (Oztiirk ve ark., 2017).

Yapilan caligmalarda, NaF uygulamalarinin bdbrek hasarina yol agtigi ve bu
kapsamda da bobrekte iire klirensinde bozulma ve kreatininde artisa neden oldugu
bulunmustur. Emejulu ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklari ¢alismada NaF
uygulanan ratlarin serum iire, kreatinin ve kloriir iyon seviyeleri analiz edilmistir. Bu
analizler sonucunda, NaF verilen hayvanlarda serum iire ve kreatinin degerlerinin
kontrol grubuna nazaran kayda deger bir yiikselis gosterdigi tespit edilmistir
(Emejulu ve ark., 2016). Yine Al-Harbi M.S. ve arkadaslarmin 2014 yilinda

yaptiklar1 calismada 4 hafta boyunca erkek farelere intraperitoneal olarak 10,3
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mg/kg/giin dozda NaF verilmis, uygulama sonrasinda serum iire ve kreatinin
degerleri analiz edilmistir. Sonucunda, bu degerlerde artis gézlenmistir (Al-Harbi ve

ark., 2014).

BUN ve kreatinin testleri, bobrek fonksiyonlarinin azaldigi durumlarda
glomeriiler filtrasyonun ¢ok az ya da hi¢ olmadig1 durumlarda, glomeriiler filtrasyon
oranin1 gostermek i¢in kullanilan testlerdir. Fakat, glomeriiler filtrasyon orani
parabolik bir egriye sahiptir. Boylece, BUN ve kreatinin degerlerinin normal aralik
disina ¢ikmasi bobrek fonksiyonlarinin %50’sinden fazlasinin kaybolmasi sonucunda
gorlilmektedir. Bu ylizden, bobrek hastaliklarinin erken evrelerinde bu testlerin

yanlis yol gostermesi normaldir (Hosten, 1990, s:877).

Bobrekler, floriiriin atilimindan sorumlu olduklarindan dolay1 en ¢ok etkilenen
organlardir. Bobrek tiibiilleri floriiriin aliniminda gérev almaktadirlar (Jha ve ark.,
2011). 8 ppm ve iizeri dozlarda flor igeren su tiiketimine uzun siireli maruz
kalindiginda, bdbreklerde degisimlerin ortaya ¢ikti§i yapilan caligmalarla
kanitlanmistir. Bu degisimler fonksiyonel ya da yapisal degisiklikler olabilmektedir
(Yang ve Liang, 2011; Ranjan ve Ranjan, 2015). Bu kapsamda yapisal degisiklikler
degerlendirildiginde, tiibiiler epitellerinde dejenerasyon, glomeruler atrofi, fibrozis
ve tiibiiler nekroz goriilebildigi ortaya konmustur. Bu degisiklikler sonucunda da kan
iire azotu ve kreatinin seviyelerinde yiikseligler goriilebilmektedir (Ranjan ve Ranjan,

2015).

Bu c¢aligmada, BUN ve kreatinin analizleri yapilmistir. Yapilan analizler
sonucunda, sadece NaF verilen 2. grup, NaF ve karvakroliin ayn1 anda verildigi 3.
grup ve NaF uygulamasindan sonra 10 giin karvakrol uygulamasinin yapildig: 4.
grupta BUN degerlerinin kontrol grubuna gore yliksek oldugu goriilmiistiir. Sadece
i.p olarak karvakrol uygulamasmin yapildigi 5. grupta ise BUN degerinin kontrol

grubu degerine gore diisiik oldugu bulunmustur. Kreatinin sonuglari incelendiginde
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ise, uygulamalar sonrasinda 2.,3. ve 5. gruplarda degerlerin uygulama Oncesinde
goriilen degerlerden daha diisiik oldugu bulunmus, ayrica bu degerlerin kontrol

grubundan da diisiik oldugu tespit edilmistir.

Her tiirlii ¢evre ve beslenme farkliliklari ile degisen bu parametreler yerine,

daha spesifik olan KIM-1 ve Clusterin’i bobrek biyomarkerlari olarak belirledik.

Diger bobrek parametrelerin Clusterin, proksimal ve distal tiibiiller de dahil
baz1 dokulardaki hiicre apoptozisi ve adezyonu ile ilgili olarak salinan bir
glikoproteindir. KIM-1 ise herhangi bir hasar durumunda tiibiil epitel hiicrelerinden
elde edilen bir transmembran proteindir (Gheith ve El-Mahmoudy Abubakr, 2018).
KIM-1 saglikli bobrek dokusundan elde edilememektedir. Fakat yapilan ¢aligmalar
bobrek hasaria neden olan durumlarda tespit edilebilecegini gostermistir (Damman

ve ark., 2010).

Vaidya ve ark., 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, ratlara li¢ farkli dozda
cisplatin uygulamiglar ve bu uygulamanin sonunda ratlardan idrar Ornekleri
almiglardir. Her dozun uygulanmasindan bir giin sonra, idrar KIM-1 seviyesinde 3-5
kat artisa rastlanilmistir. Bunun yaninda rutin olarak bakilan BUN, kreatinin gibi
degerlerde, uygulamalarin baslangi¢ doneminde hi¢ bir degisiklik goriilmemistir. Bu
ylizden idrar KIM-1 seviyesi bobrek hasarinin erken donemlerinde teshis agisindan

hizli, hassas ve tekrarlanabilir sonug¢lar sunmaktadir (Vaidya ve ark., 2005).

Yaptigimiz calismada, serum Clusterin degeri dikkate alindiginda, gruplar arasi
anlaml bir farklilik gdzlenmemistir. Bunun disinda doku drneginde bakilan KIM-1
degerleri ¢ok diisiik miktarlarda bulunmustur. Sadece NaF verilen 2. grupta, kontrol
grubuna gore ¢ok az miktarda yiikselis gosterirken, diger tiim gruplarda (3, 4, 5.

gruplar) kontrol grubuna gore azalis gostermistir.
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Calismamizda, serum Clusterin analizi verileri degerlendirildiginde, patolojik
bulgulara paralel olarak gruplar aras1 anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Bu durum
bobrek tiibiillerinde kayda deger bir dilatasyon olmadiginin bir gostergesi olarak
yorumlanabilir. Bunun disinda doku 6rneginde analizi yapilan KIM-1 degerleri ¢ok
diisiik miktarlarda bulunmustur. Tiibiil epitel hiicrelerinin hasar gérmesi sonucu
aciga ¢ikan KIM-1’in patoloji sonuglarimizla paralel olarak eser miktarda tespit
edilmis olmasi tubuler dilatasyonun gerceklesmemesiyle agiklanabilir. Sadece NaF
verilen 2. grupta, kontrol grubuna gore ¢cok az miktarda yiikselis gosterirken, diger

tiim gruplarda (3, 4, 5. gruplar) kontrol grubuna gore azalis gostermektedir.

Qin Luo ve arkadaslarinin 2017°de fareler iizerinde yaptiklari calismada,
toplam 240 fare kullanilmis ve bu 240 fare her grupta esit sayida olacak sekilde 4
gruba ayrilmistir. Bu gruplardan ilki kontrol olmak {izere, diger gruplara 42 giin
boyunca 0 mg/kg, 12 mg/kg, 24 mg/kg ve 48 mg/kg NaF agiz yoluyla verilmistir.
Uygulamalarin baglamasinin ardindan, NaF verilen gruplarda biiytime, kontrol
grubundan ¢ok daha yavas gerceklemistir (Luo, ve ark., 2017). Bu kapsamda,
yaptigimiz c¢alismada benzerlik goriilmiis ve tiim gruplarda yer alan ratlarin agirlik

artig1 kontrol grubuna gore daha az goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, ratlarda deneysel olarak NaF ile olusturulan oksidatif strese
karsi, karvakroliin bobrekler iizerinde antioksidan etkisi arastirilmistir. Karvakrol,
kekik benzeri aromatik bitkilerden elde edilen dogal bir antioksidan olarak
tanimlanmaktadir. Yapilan ¢aligmalarla, karvakroliin antioksidatif etkisi ispatlanmis

olup, caligmamizda da bu durum benzer sekilde ortaya konmustur.

Ozellikle Dogu Anadolu Bélgesi’nde bulunan inaktif yanardaglarin
cevresindeki toprak ve suda yiiksek miktarda flor bulunmasi nedeniyle, insan ve
hayvanlarda flor toksikasyonunun sekillendigi bilinmektedir. Olusan toksikasyona
bagl olarak canlilarda, akut donemde o6zellikle dis ve kemik dejenerasyonunun
gozlemlenmesinin yanisira, kronik donemde ise, karaciger ve bobrek gibi organlarda
doku hasarlarinin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Buna ek olarak fazla alim sonucunda
emilmeyen florun idrar ile atilmasi nedeniyle bobrekler, flor toksikasyonundan en

cok etkilenen organlardir.

Yapilan diger c¢alismalara paralel olarak, karvakroliin flor toksikasyonunda
bobrekler lizerine antioksidatif etki gosterdigi ¢alismamizda da belirli oranlarda
tespit edilmistir. Bununla birlikte, karvakroliin antioksidan etkisinden faydalanmak
biliyiik onem arz etmekte olup bu bitkilerin daha yiiksek oranlarda tiiketilmesi
onerilmektedir. Giinliik hayatta sik rastlanilan yiiksek dozdaki flor etkisine karsi,
iilkemizde ucuz ve kolay elde edilen karvakrol igeren gidalarin tiiketilmesi, insan ve

hayvan sagliginin korunmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Sonu¢ olarak, calismamizin bulgularina gore, karvakrol uygulamasinin

antioksidatif sistem enziminin yiikselmesine yol actifi ve bobrek dokusunun
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korunmasinda etkili oldugu soylenebilir. Yaptigimiz deneysel calisma sonuglari,
diger arastirma sonuglar1 ile genel anlamda yakinlik goéstermis olup, bu alanda

yapilacak farkli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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OZET

Ratlarda Sodyum Florid ile Olusturulan Toksikasyonda Karvakroliin Bdébrekler
Uzerine Etkisi

Flor, tek degerli bir gaz halojendir, agik sar1 renklidir ve dogada ¢ok yaygin olarak
bulunmaktadir. Flor, kemikler i¢cin dnemlidir ve dig ¢iirlimesine de engel olmaktadir. Fazla
almmas1 sonucunda ise flor toksikasyonu olusmaktadir. Bu g¢alismanin amaci, ratlarda
sodyum florid ile olusturulan renal hasar ve oksidatif streste, karvakroliin antioksidan
etkisinin aragtirilmasidir.

Calismada, her grupta 9 rat olmak iizere 5 grup olusturulmus ve toplamda 45 rat
kullanilmistir. Grup 1 kontrol grubu olup bu gruptaki hayvanlara sadece tastyici madde
olarak i.p. yolla %2,5 DMSO uygulamas1 yapilmistir. Grup 2’nin i¢me sularina 30 giin
siireyle 300 ppm dozda sodyum florid verilmis ve flor toksikasyonu olusmasi amag¢lanmaistir.
Grup 3’e¢ 30 giin boyunca icme suyuyla 300 ppm dozda sodyum florid verilmis ayni
zamanda i.p. yolla 74 mg/kg dozda karvakrol uygulanmistir. Bu grupta bobreklerde olusan
oksidatif strese kars1 karvakroliin profilaktik etkisi aragtirilmistir. Grup 4’e 30 giin boyunca
300 ppm/giin dozunda sodyum florid verilip ardindan bu 30 giinii takiben 10 giin boyunca 74
mg/kg dozda karvakrol i.p yolla uygulanmistir. Bu grupta karvakroliin tedavi edici etkisinin
arastirilmasi amaclanmistir. Grup 5°te ise sadece karvakrol 74 mg/kg dozda 30 giin siireyle
1.p. olarak uygulanmistir.

Uygulamalar sonrasinda toplanan kan 6rneklerinden serum kreatinin (CR) ve kan iire
azotu (BUN) degerleri analiz edilmistir. Ortalama CR degerleri toksikasyonun olusmasi
beklenen 2. grupta artarken, karvakrol verilen gruplarda 2. gruba gore azalis gosterdigi
belirlenmistir. Ortalama BUN degerleri ise gruplar bazinda birbirne yakin elde edilmistir.
Clusterin degerleri; her grupta birbirine yakin elde edilmistir. KIM-1 degerleri ise
toksikasyonun olusmasi beklenen 2. grupta, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek elde
edilmistir. Ortalama MDA degeri; 2. grupta kontrol grubuna kiyasla yiikselirken, karvakrol
verilen gruplarda diismistiir (Grup 1: 42,82 pM; Grup 2: 56,25 uM; Grup 3: 34,18 uM; Grup
4: 39,28 uM; Grup 5: 32,17 puM). SOD degeri; toksikasyon olugmasi beklenen grup 2’de
kontrol grubuna oranla diisiik elde edilmistir. Karvakrol verilen gruplarda ise bu deger grup
2’ye kiyasla daha yiiksek tespit edilmistir (Grup 1: 0,30 U/mL; Grup 2: 0,04 U/mL; Grup 3:
0,24 U/mL; Grup 4: 0,16 U/mL; Grup 5: 0,23 U/mL). GPx degerleri ise toksikasyon
olusmast hedeflenen grup 2’de kontrol grubuna gore yiiksek bulunurken, karvakrol
verilmesinin GPx degerlerini daha fazla yiikselttigi belirlenmistir (Grup 1: 7,30 nmol/dk/mL;
Grup 2: 10,68 nmol/dk/mL; Grup 3: 21,09 nmol/dk/mL; Grup 4: 19,59 nmol/dk/mL; Grup 5:
14,27 nmol/dk/mL).

Elde edilen analiz verileri sonucunda karvakrolin, bdbrek dokusunda flor
toksikasyonu sonucu olusan oksidatif strese karsi belli oranda etkili oldugu sdylenebilir.
Ancak konunun daha iyi anlagilabilmesi i¢in yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
calisma Ankara Universitesi BAP koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Sézciikler: Bobrek, Flor Toksikasyonu, Karvakrol, Oksidatif Stres
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SUMMARY

Fluorine is a univalent gaseous halogen, it is straw-yellow colour and it is found in
nature very prevalently. Fluorine is very important for bones and it prevents to caries.
Overdose fluorine taken can cause fluor intoxication. The aim of this study was to
investigate the antioxidant effects of carvacrol on sodium fluoride induced renal damage and
oxidative stress in rats.

In this study, 5 groups (9 rats in each) were formed and totally 45 rats were used.
Group 1 was the control group and only vehicle (2.5% DMSO) was applied
intraperitoneally. At group 2, 300 ppm sodium fluoride was given in drinking water for 30
days and it was aimed to cause fluoride toxicity. Sodium fluoride at a dose of 300 ppm with
drinking water was given for 30 days and also 74 mg/kg carvacrol was administered by i.p.
at group 3. In this group, the prophylactic effect of carvacrol against oxidative stress in the
kidneys was aimed to investigate. Group 4 received sodium fluoride at a dose of 300 ppm for
30 days, followed by carvacrol implementation at 74 mg/kg i.p for 10 days. We aimed to
investigate the therapeutic effect of carvacrol in this group. At group 5, only 74 mg/kg
carvacrol was applied i.p. for 30 days.

Serum creatinine (CR) and blood urea nitrogen (BUN) values were analysed from
blood samples, which were collected after the applications. While average CR values
increased at group 2 where was expected to occur toxicity, it was determined that CR values
decreased at the groups where carvacrol were implemented compared to group 2. Mean
BUN values, the averages were obtained close to each other on the basis of groups. Also,
Clusterin values of each group were obtained similar for each group. On the other hand,
KIM-1 values were higher in the second group in which toxicity was expected to occur than
in the control group. Mean MDA value; it was higher at the second group while the groups
where carvacrol was implemented decreased compared to the control group (Group 1: 42.82
uM; Group 2: 56.25 uM; Group 3: 34.18 uM; Group 4: 39.28 uM; Group 5: 32, 17 MM). In
terms of SOD values; it was lower at group 2 where the toxication was aimed than the
control group. At the groups where carvacrol was implemented, this value was found to be
higher than in Group 2 (Group 1: 0.30 U/ mL; Group 2: 0.04 U / mL; Group 3: 0.24 U / mL;
Group 4: 0.16 U / mL; Group 5: 0.23 U / mL). While GPx values were found to be higher in
the group 2 targeted for toxicity than the control group, carvacrol administration increased
GPx values more (Group 1: 7.30 nmol/min/mL; Group 2: 10.68 nmol/min/mL; Group 3:
21.09 nmol/min/mL; Group 4: 19.59 nmol/min/mL; Group 5: 14.27 nmol/min/mL).

As a result of the analysis data, it could be specified that carvacrol is effective against
to oxidative stress caused by fluorine toxicity in kidney tissue. However, new studies are
needed to better understand the issue. This study was supported by coordinatorship of
Scientific Research Projects of Ankara University.

Keywords: Carvacrol, Fluor Toxicities, Kidney, Oxidative Stress
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