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SICAN BOBREK DOKUSUNDA KARBON TETRAKLORUR (CCl,) TOKSISITESINE KARSI
MELATONIN VE D VITAMINININ KORUYUCU ETiSi

Safa Mohamed Elmustafa OSMAN ELMUBARAK

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Nesrin OZSOY ERDAS

Bu calismada, siganlarda CCly ile olusturulan nefrotoksisiteye karsi biyokimyasal, histokimyasal ve
immiinohistokimyasal parametreler kullanilarak melatonin ve D vitamininin koruyucu ve iyilestirici
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Calismada agirliklar: 200-220 gr arasinda degisen eriskin erkek
Wistar albino si¢anlar kullanilmigtir. Sicanlar yedi gruba ayrilmistir: Misir yagt kontrol, PBS+etanol
kontrol, 10 haftalik CCl, grubu, 10 haftalik CCl, + melatonin grubu, 12 haftalik CCl, + melatonin grubu,
10 haftalik CCl, + D vitamini grubu ve 12 haftalik CCl + D vitamini grubu. Her deney grubu i¢in 6 adet
toplam 42 si¢an kullanmilmistir. CCly 1.5 ml/kg dozunda haftada iki kez subkutan yolla, melatonin 10
mg/kg dozunda hergiin subkutan olarak ve D vitamini 0.5 pg/kg dozunda intraperitonal olarak hergiin
verilmistir. Deneyin sonunda ketamin/rompun anestezisi altinda sigcanlarin kan Ornekleri alinmis ve
bobrek dokulart gikartilmistir. Kan serum 6rneklerinde iire, kreatinin ve glukoz Slgiimleri yapilmistir.
Bobrek doku homojenatlarinda malondialdehit, nitrik oksit, glutatyon, siiperoksit dismutaz ve katalaz
diizeyleri olglilmiistiir. Doku kesitleri Hematoksilen Eosin, Periyodik Asit Shiff ve Masson trikrom ile
boyanmugtir. Katalaz ve kaspaz-3 enzim aktiviteleri immiinohistokimyasal olarak incelenmis ve kesitler
151k mikroskobu ile degerlendirilmistir. Sonug olarak CCl, grubunda serum iire, malondialdehit (MDA)
diizeylerinin arttig1 glutatyon (GSH) ve siiperoksit dismutaz (SOD) diizeylerinin azaldig1 saptanmustir.
Histopatolojik olarak CCl, verilen sicanlarin bobrek doku kesitlerinin korteks bolgesinde belirgin
glomeriiler ve tiibiiler degisimler tespit edilmistir. Tiibiillerde dilatasyon, tiibiilo-interstisyel bolgelerde
hemorajik alanlar, proksimal tiibiil hiicrelerinde firgamsi kenar kaybi, genel olarak proksimal ve distal
tiibiil hiicrelerinde sisme, vakuolizasyon ve ayrilma, glomeriiler atrofi, belirgin glomeriiler konjesyon,
pariyetal tabakaya yapisma, Bowman kapsiili bazal membraninda kalinlasma ve kortiko-mediiller
bolgede interstisyel inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve kollajen lif artisi saptanmustir. Kesitlerde doku
organizasyonunun bozuldugu ve Bowman kapsiillerinin bir araya toplandigi da dikkati ¢ekmistir.
Immiinohistokimyasal olarak CCl, uygulanan siganlarda yogun kaspaz-3 immiinreaktivitesi ve zayif
katalaz immiinreaktivitesini saptanmigtir. Melatonin ve D vitamini uygulanan gruplarda dokudaki
hasarmin geriledigi ve doku biitiinliigiiniin kontrole yakin oldugu gézlenmistir. Biyokimyasal analizlerin
sonuglarina gére CCl, grubunda yiiksek olan serum fiire diizeyinin D vitamini uygulanmis gruplarda
diistiigii, melatonin uygulanmis gruplarda ise degismedigi gdzlenmistir. Melatonin ve D vitamini tedavili
her iki grupta da (10 ve 12 haftalik) bébrek dokusunda MDA diizeylerinin azaldig1 ve kontrol gruplarina
yakin oldugu tesbit edilmistir. GSH diizeylerinin arttig1 bulunmustur. SOD diizeylerinin ise 10 haftalik D
vitamini tedavili grupta ve 12 haftalik melatonin tedavili grupta artis gosterdigi dikkati ¢cekmistir. Elde
edilen biyokimyasal ve histopatolojik bulgulara gére melatonin ve D vitamininin CCl, ile olusturulan
oksidatif stres ve bobrek hasarimi kismen azaltabildigi ileri siiriilebilir. Immiinohistokimyasal olarak da
Kaspaz-3 immiinreaktivitesi bakimindan melatonin ve D vitamininin antiapoptotik etkiye sahip oldugu
ifade edilebilir.

Agustos 2015, 107 sayfa
Anahtar Kelimeler: Bobrek, Karbon tetrakloriir, Nefrotoksisite, Melatonin, D Vitamini.



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

THE PROTECTIVE EFFECT OF MELATONIN AND VITAMIN D ON CARBON
TETRACHLORIDE (CCl,) — INDUCED TOXICITY IN RAT KIDNEY

Safa Mohamed Elmustafa OSMAN ELMUBARAK

Ankara University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Nesrin OZSOY ERDAS

The aim of this study was to evaluate the protective and curative effects of melatonin and vitamin D
treatment on CCl-induced nephrotoxicity in rats using biochemical, histochemical and
immunohistochemical parameters. In this study, adult male Wistar albino rats weighing 200-220 g were
used. The rats were divided into 7 groups; corn oil control group, PBS+ethanol control group, 10 week
CCl, group, 10 week CCl, + melatonin group, 12 week CCl, + melatonin group, 10 week CCl, + vitamin
D group and 12 week CCl, + vitamin D group. There were 6 rats in each experimental group with a total
of 42 rats. CCl, was injected subcutaneously, 1.5ml/kg, twice a week. Melatonin was administrated
subcutaneously, 10 mg/kg, every day. Vitamin D was administrated intraperitoneally, 0.5 pg/kg, every
day. At the end of the experiment, blood samples were taken and kidney tissues were removed under
ketamine/rompun anesthesia. The urea, creatinine and glucose levels were determined in the blood tests.
The level of malondialdehyde, nitric oxide, glutathione, superoxide dismutase and catalase were
measured in Kidney tissue homogenates. Sections were stained by Hematoxylin and Eosin, Periodic Acid
Shiff and Masson's trichrome. Catalase and caspase-3 enzyme activities were assessed by
immunohistochemical methods and sections were examined by light microscopy. There was an increase
in the urea and malondialdehyde (MDA) levels and a decrease in the glutathione (GSH) and superoxide
dismutase (SOD) levels in CCl, group. Histopathological analysis of CCl, group indicated pronounced
glomerular and tubular changes in the cortex region of kidney tissue sections. There was tubular
dilatation, hemorrhage in tubulo-interstitial area, loss of brush border of the proximal tubule cells,
swelling of the proximal and distal tubule cells and vacuolization within the tubules. Glomerular atrophy,
marked glomerular congestion and adhesion to parietal layer were observed. Bowman's capsule basement
membrane thickening, interstitial inflammatory cell infiltration and increase in collagen fibers in cortico-
medullary region were detected. In the sections, tissue disorganization and aggregation of Bowman's
capsules were noted. The immunohistochemical analysis of caspase-3 and catalase activities indicated
strong immunoreactivity of the caspase-3 and weak immunoreactivity of the catalase. In the melatonin
and vitamin D treated groups, tissue damage was reduced and tissue integrity was similar to that of the
control group. Biochemical results showed that the serum urine levels increased in the CCl, group,
decreased in the vitamin D groups and were unchanged in the melatonin groups. MDA levels of the
kidney tissue decreased in melatonin and vitamin D (both 10 and 12 weeks) groups and were similar to
that of the control group. GSH levels had increased. It was noted that SOD levels increased in 10 weeks
vitamin D group and 12 weeks melatonin group. Our results suggest that melatonin and vitamin D
treatment could ameliorate CCl -induced oxidative stress and renal damage. Moreover, analysis of
caspase-3 activity reveals possible antiapoptotic effects of melatonin and vitamin D.

August 2015, 107 pages
Key Words: Kidney, Carbon Tetrachloride, Nephrotoxicity, Melatonin, Vitamin D.
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DNA Deoksiribontikleik asit
ROS Reaktif oksijen tiirleri
GN Glomeriilonefrit

Lp Intraperitonal
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PBS Fosfat tamponu

PAS Periyodik asit Shiff

H-E Hematoksilen-Eosin
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1. GIRIS

Bobregin temel gorevleri kani siizerek metabolizma artiklarindan arindirma, su ve tuz
konsantrasyonlarini, plazma hacmini, elektrolit dengesini ayarlama ve ¢esitli hormonlar
ile kan basmcini kontrol altinda tutmaktir (Kuzey vd. 2007). Bébregin yapisal olarak
proksimal tiibiilleri toksik maddelere, iskemi ve reperfiizyon hasarina oldukga duyarlidir
(Isaka vd. 2011). Deneysel arastirmalarda toksinler ile bobrek hasarmin
olusturulmasinda en ¢ok kullanilan kimyasal ajan karbon tetrakloriir (CCly)* diir (El-
Maddawy ve Gad 2012). Yapilan caligmalarda karbon tetrakloriir toksisitesine bagh
olarak insanlarda bobrek hasarlarinin goriildiigii rapor edilmistir. Bobregin proksimal
tiblil  hiicreleri yiiksek sitokrom P 450 igeriginden dolayr CCl, toksisitesine karsi
oldukga hasastir (Agency for toxic substances 2005).

Karbon tetrakloriir (CCl;) hepatotoksin ve nefrotoksin olarak bilinmektedir (Slater ve
Sawyer 1971, Abraham vd. 1999). Dogal olarak olusmayan, diisiik seviyelerde tespit
edilebilen ve tath bir kokuya sahip olan berrak bir sividir (Doherty 2000, Adewole vd.
2007). I¢gme suyunda bulundugu, ¢oziicii ve temizlik maddesi olarakda siklikla
kullanildigi  dikkati ¢ekmistir (Giiltekin ve Higyilmaz 2007). Olumsuz etkilerine
ragmen, hala is alanlarinda kullanilan ve viicuda deri, solunum, ve sindirim yoluyla
girebilen CCls, metalleri yagdan arindirmada, kuru temizleme ve ara¢ tamirinde
kullanilmaktadir (Cetin ve Cetin 2011). Zararl etkileri nedeniyle, bu tiir kullanimlari
yasaklanmis ve sadece bazi endiistriyel uygulamalarda kullanilmasina izin verilmistir
(Adewole vd. 2007). ABD Cevre Koruma Bakanligi (EPA) CCl,’lin insan karsinojeni
olarak smiflandirmistir (Ogetiirk vd. 2005a). Karbon tetrakloriiriin karaciger ve bobrek
basta olmak fiizere, kalp, beyin, akciger ve testis gibi pek ¢ok organda hasara sebep
oldugu tespit edilmistir (Ruprah vd. 1985, Abraham vd. 1999, Lesiuk vd. 2003, Tirkey
vd. 2005, Karadeniz vd. 2007, 2009, Cetin ve Cetin 2011).

CCl, patogenezine bagli bobrek hasari tam olarak agiklanamamustir (Adewolel vd.
2007). Bobrek hasarmin ya karacigerin islevsel durumuna bagli olarak, ya da hepatik
olaylardan bagimsiz olarak gelisebildigi ileri siiriilmiistiir (Rincon vd. 1999). CCl,’lin

endoplazmik retikulumdaki enzimler tarafindan aktive edilerek serbest radikal



tiretiminde yer aldig1 ortaya konmustur (El-kholy vd. 2013). Bu madde sitokrom P450
tarafindan metabolize edildikten sonra, olusan triklorometil ve triklorometil peroksil
serbest radikalleri hiicre hasarma yol agmaktadir (Ogetiirk vd. 2005a). Karbon
tetrakloriir amino pirin desmetilaz, sitokrom P450 ve mikrozomal glukoz-6-fosfataz
faaliyetlerini azaltarak enzimatik sistemlerin bozulmasinda 6nemli rol oynamaktadir
(Daniels vd. 1995, Giiltekin ve Higyillmaz 2007).

Ogetiirk vd. (2005a) calismalarinda CCl,’e maruz kalindiginda, oksidatif stres
sonucunda olusan serbest radikallerin bobrek hasarina sebep oldugunu géstermislerdir.
CCly’ iin bobrek dokularinda siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH) ve katalaz
(CAT) aktivitelerini 6nemli dlglide azalttigr bildirilmistir (Lesiuk vd. 2003, Tirkey vd.
2005, Karadeniz vd. 2009). Eslenmemis tek elektron igeren nitrik oksit endotel
hiicrelerindeki nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan yapilmaktadir. Nitrik oksitin
stiperoksit anyon radikali ile reaksiyona girerek olusturdugu peroksinitrit dokular igin
son derece zararli olup hiicre hasarma yol agmaktadir (Tamer vd. 2000). CCl,
uygulamasindan sonra farelerin bobrek dokularinda nitrik oksit (NO) diizeyinde artma
gozlenmistir (Karadeniz vd. 2009). Ayrica CCly’tin farelerin bobrek dokularinda
malondialdehit (MDA) ve lipid hidroperoksit diizeylerini arttirdigi bildirilmistir
(Weyers vd. 2001, Ogeturk vd. 2005b).

CCly’iin toksik etkisine bagl olarak bobrek dokusunda histopatolojik degisikliklerin
meydana geldigi ortaya konmustur (Ogetiirk vd. 2005a, Adewolel vd. 2007). Diisiik
CCly dozu uygulandiginda bobrek glomeriillerinde ve proksimal tiibiil yapilarindaki
hasarin minimal diizeyde oldugu bildirilmistir (Firat vd. 2009). Diisiik CCl4 dozu uzun
slire uyguladiginda bobrekte interstitiyel fibrozis ve inflamasyon goriildiigii (Dogukan
vd. 2003), yiiksek doz uygulandiginda ise bobrek korteksinde glomiiler ve tiibiiler hasar
oldugu tespit edilmistir (Oztiirk vd. 2003). CCl; uygulanan sicanlarin bdbreginde
glomeriiler bazal membran kalinlagmasi, interstisyel inflamasyon, tiibiiler hiicre sismesi,
piknotik ¢ekirdek, mediiller vaskiiler konjesyon, orta ve siddetli derecede nekroz
seklinde histopatolojik bulgular gosterilmistir (Adewolel vd. 2007). Diger taraftan, CCly
ile olusturulan renal toksisitesinin cinsiyet farkliligina bagli olarak da degisebildigi

bildirilmistir. Erkek farelerin renal hasara disilere gére daha hassas oldugu bulunmustur.



Bu durum, erkek farelerde bobregin sitokrom P izoenzimlerinin uyarilmasi sonucu

daha fazla oksidatif hasara maruz kalmasiyla agiklanmistir (Kim vd. 2007).

Toksisite aragtirmalarinda kullanilan toksin ve ilaglara karst koruyucu mekanizmalar
tamimlandiktan sonra antioksidan aktiviteye sahip olan ve oksidatif strese kars1 koruyan
biyolojik bilesiklerinin arastirilmasi 6nem kazanmistir (Mejia vd. 2002). Pineal bezden
salgilanan melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) antioksidan enzimleri uyararak
(Reiter vd. 1995), diger antioksidanlarin aktivitelerini artirarak (Gitto vd. 2001), serbest
radikalleri kaldirarak (Reiter vd. 2003, Tan vd. 1999), glutatyon sentezini uyararak
(Urata vd. 1999) ve mitokondrilerde elektron tasima zincirinin etkinligini artirarak
(Gultekin ve Higyilmaz 2007) antioksidan sistemin giiglendirilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir.  Melatoninin  antioksidan  etkisinin  antiapoptotik  etkisinden
kaynaklanabilecegi ileri siiriilmistiir (Sainz vd. 2003). Hiicre zarlarin1 ve kan-beyin
bariyerini kolayca gegebilen melatonin diger antioksidanlarin aksine, redoks dongiisiine
ugramaz (Adewole vd. 2007). Melatonin, ilave olarak immunmodiilator bir ajandir
(Vijayalaxmi vd. 2002). Kalsiyum ile birlikte alindiginda, T hiicresi yanitinin kuvvetli
bir immiin uyaricisidir. Cesitli deneysel ¢aligmalarda, melatoninin kaspaz-3 aktivitesini
inhibe ederek apoptozu azalttig1 gosterilmistir (Kunduzova vd. 2003, Kim ve Lee 2008,
Sinanoglu vd. 2012). Ekzojen melatoninin, lipid peroksidasyonunu azalttigi, glutatyon
diizeylerini arttirdigr ve nitrit diizeylerindeki artisi engelledigi ve bdylece bobrek
fonksiyonunu korudugu ortaya konmustur (Ogetiirk vd. 2005a, Adewole vd. 2007,
Giiltekin ve Higyilmaz 2007). CCl, ile olusturulan bobrek nefrotoksisitesinde
melatoninin belirgin antioksidan aktivitesini bildirilmistir (Adewole vd. 2007).

D vitamini kemik ve mineral metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir (Weinreich vd.
1996). Viicutta pek ¢cok doku ve hiicrelerde D vitamini reseptoriiniin kesfedilmesinden
sonra, bu vitaminin islevine yonelik ¢alismalar 6nem kazanmistir (Khan vd. 2011). D
vitamini eksikligi tiibiilointerstitiyal fibrozis gelismesi ile sonu¢lanmaktadir (Iturbe ve
Garcia 2010). Bu vitamin ile tedavi edildikten sonra tiibiiler hiicre nekrozu, glomeriiler
proliferasyon ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun azaldigi ve renal hasar
ilerlemesinin geriledigi gozlenmistir (Panichi vd. 2001, Kim vd. 2005, Sinanoglu vd.

2012). D vitamininin beta-katenin sinyal iletimini baskilayarak epitel mezankimal gegisi



azalttigr bildirilmistir (Iturbe ve Garcia, 2010). Bu etkilerin timor nekroz faktor
ekspresyonunu baskilamasi, T lenfosit ve makrofajlarin renal infiltrasyonunun inhibe
edilmesi, fibronektin, Tip I ve Tip Il kollajen birikiminin azaltilmasi ve diiz kaslarda
aktin, vimentin ekpresyonunun iyilestirilmesi ile oldugu tespit edilmistir (Tan vd 2009,
Iturbe ve Garcia, 2010). D vitamini bobrek hasarinin olusumunda 6nemli rol oynayan
renin-anjiyotensin sistem genlerini de regiile etmektedir (Freundlich vd. 2008).
Calismalarda iskemi-Reperfiizyon (I/R) hasarina kars1 D vitamininin potansiyel olarak
koruyucu bir etki gosterdigi rapor edilmistir (Kim vd. 2005, Sinanoglu vd. 2012). D
vitamininin renal iskemi reperfiizyon hasarinin neden oldugu bobrek apoptozu tizerinde

onemli bir etkisinin oldugunu disiiniilmektedir (Sinanoglu vd.2012).

Bu calismada sicanlarda CCly ile olusturulan nefrotoksisiteye karsi, ekzojen uygulanan
melatonin ve D vitamininin koruyucu ve iyilestirici etkileri arastirilmistir. Melatonin ve
D Vitamini gibi biyolojik ajanlarin bobrek hasarini geriye doniistiiriip doniistiremedigi

degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI ve KURAMSAL TEMELLER

2.1 Bobrek Yapisi, Histolojisi ve Fizyolojisi

Bosaltim sistemi iki bobrek, iki {ireter, bir mesane ve bir iiretradan olusur. Bobrekler
karmn arka duvarinda retroperitonal bolgede yerlesmis fasulye seklinde ve her biri
yaklasik 120-150 gram agirhiginda olan bir ¢ift organdir. Insan bobregi 10- 12 cm
uzunlugunda, 5- 6 cm genisliginde ve 3-4 cm kalinligindadir. Bobrek distan ince ve
dayanikli bag dokusu kapsiilii ile sarilmistir. Bobrek dista kapsiil igte korteks ve
medulla bolgelerinden olusmustur. Bir medullada 10-18 piramit bulunur. Bu piramitler
koni seklinde yapilardir. Her bir medullar piramitten kortekse uzanan medullar isinlar
cikar. Her bir insan bobreginde 1 ile 4 milyon arasinda nefron bulunur. Nefron bobregin
yapisal ve islevsel birimidir. Nefron genislemis bir bolim olan bobrek cisimcigi,
proksimal kivrimli tiibiil, Henle kangalinin ince ve kalin uzantilari, distal kivrimli tiibiil
ve toplayici kanallardan olusmustur. Nefronlarda {iretilen idrar toplayici tiibiiller ve
kanallar ile bobrek pelvisini iletilir. Bobrek cisimcigi ile proksimal ve distal tiibiiller
sadece korteks bolgesinde bulunur. Henle kulpu ise medullada ve medulla uzantilarinda
bulunur. Bobrek cisimcigi 200 mikrometre capinda ve kapiller bir yumak olan
glomeriilden olugsmustur. Glomeriil iki tabakali epitelden olusan Bowman kapsiilii ile
sarilmigtir. Bowman kapsiiliiniin dis tabakasi olan pariyetal tabaka tek katli yass1 epitel
hiicrelerinden olusmustur. Bu epitel ince bir bazal lamina iizerine oturur. I¢ tabakasini
olusturan viseral tabaka podositlerden olusup glomeriiliin kapillerini distan sarar.
Proksimal tiibiiller bobrek cisimciginin idrar kutbundan baglar. Proksimal tiibiil
hiicreleri kiibik epitelden olusur. Memeli nefronunun en uzun bolgesidir. Proksimal
tiibiil hiicrelerinin apikalinde fircamsi kenar olusturan ¢ok sayida mikrovillus bulunur.
Sitoplazmasi asidofiliktir. Henle kangali yassi1 epitel hiicrelerinde olusan U-seklinde bir
yapidir. Distal tibiiller tek katli kiibik epitelle dosenmistir. Hiicreler daha kisadir ve
daha soluk boyanir. Liimenleri daha genis ve diizglindiir. Figams1 kenarlar1 yoktur.
Toplayici tiibiil ve kanallar mediiller piramidlerin ucuna yaklasan ve genisleyen kiibik
epitel hiicrelerinden olusur. (Akpolat ve Utas 1996, Tekelioglu 2002, Junqueira ve
Carneiro 2009).



2.1.1 idrar olusmu

Nefronlarda idrar olusmasinda {i¢ agama vardir:

Filtrasyon

Filtrasyon idrar olusumunun ilk asamasidir. Afferent arteriyol ile glomeriile ulasan
kanin proteinleri ve hiicreleri disindaki tiim elemanlarit Bowman kapsiilii i¢ine siiziiliir.
Glomeriil kapillerlerindeki filtrasyon hizi (GFR), birim zamanda siiziilen plazma miktari
olarak tanimlanir. Dakikada 125 ml olan filtrasyon miktar1 giinde 180 litreye
esdegerdir. Bobreklerin filtre edilen plazma miktarina gore giinde ¢ikarilan idrar miktari
ortalama 1-1,5 litredir. GFR, glomeriil kapilleri igindeki kanin hidrostatik basinci,
glomerul kapillerindeki gecirgenlik ve Bowman kapsiilii igindeki sivinin basinct gibi

cesitli faktorlere bagli olarak degisebilir.

Geri Emilim

Filtre edilen s1v1 igindeki su ve suda erimis maddelerin % 90’1 basit difiizyon ve aktif

tasima yolu ile proksimal tiibiil epitel hiicreleri tarafindan kana geri emilir.

Salgilama

Idrar olugmasi sirasinda bazi maddeler dogrudan tiibiil epitel hiicreleri tarafindan
tiibiiller igine salgilanmaktadir. Bazi maddeler ise hem glomeriil filtrasyonu yolu ile

hem de ekskresyon ile idrara gegmektedir.

2.2 Bobrek Fonksiyonlari

Idrar iiretilmesi ve atilmasi. Olusan idrar iireterler araciligi ile mesanede toplanir ve

tiretra ile disartya atilir.

Viicut s1vi Ve elektrolit dengesinin korunmast.
Kan basincinin diizenlenmesi.

Metabolik artik trtinlerin atilimi.



Maglar, toksinler ve metabolitlerinin atilimu.

Ekstraselliiler sivi hacmi ve kan basincinin hormonal diizenlenmesi.
Hormon {iretimi ve metabolizmasina katki.

Peptit hormonlarin yikima.

Kiiciik molekiil agirlikli proteinlerin yikimi.

Metabolik etki (Akpolat vd. 1996, Junqueira ve Carneiro 2009 ).

2.2.1 Bobrek fonksiyonlariin degerlendirilmesi

Bobrek fonksiyonlarinin belirlenmesi i¢in idrar ve kan analizleri yapilir. Kan testleri
serum Na, K, Cl, HCOg3, kreatinin ve iire azot diizeyleri bobrek fonksiyonlarini
degerlendirmek siklikla kullamlir. Idrar analizi iiriner sistemdeki bir hastaligin

belirlenmesi igin kullanilan basit ve 6nemli bir testtir (Set ve Sahin 2003).

Glomeriiler fonksiyon testleri

Glomertiler filtrasyon hizinin belirlenmesi tiim bobrek fonksiyonlar1 iginde en
onemlisidir. GFR 6l¢iimii ile glomeriillerde hasar olup olmadig, varsa hasar derecesinin
belirlenmesi ve bobrek hastaliginin seyrinin degerlendirilmesi miimkiindiir. Total GFR,
fonksiyon goren biitiin nefronlarin filtrasyon hizlarinin toplamina esittir. GFR hizinin
Ol¢iilmesinde en sik kullanilan yontem kreatinin klirensidir. Kreatinin klirensini 6lgmek

i¢in kan ve idrar 6rnegi kullanilmaktadir (Set ve Sahin 2003).

Tiibiiler fonksiyon testleri

Bobrekler tiibiiler fonksiyon yoluyla olusturulacak olan idrarin konsantrasyonunu
belirler. Diliisyon testi, idrar asitlestirme testi (amonyum kloriir testi) ve idrarda
aminoasit incelemesi gibi testler de tiibiller fonksiyon bozukluklarinin

degerlendirilmesinde kullanilan parametrelerdir (Set ve Sahin 2003).



2.3 Bobrekte Olusan Hasarlar

Bobregin hastaliklar: da yapisi gibi ¢ok karmasiktir. Bu yiizden hastaliklar: etkiledikleri
dort ana yapiya (glomeriiller, tiibiiller, interstisyum ve kan damarlari) gore incelemek

kolaylik saglamaktadir.

2.3.1 Uriner sistem enfeksiyonlar1

Uriner sistem enfeksiyonlar1 bakteriyel hastaliklar 20-40 yaslar arasinda en sik goriilen
hastaliktir. Ayrica ¢ocuklarda adenovirus hemorajik sistite neden olmaktadir. idrar yolu
enfeksiyonlart; iist ve alt liriner sistem enfeksiyonlari, semptomatik ve asemptomatik
olarak siiflandirilmaktadir (Saltoglu 2008).

2.3.2 Bobrek taslar

Uriner sistem taglarinin bulundugu bélgelere gore belirtileri olur. Bébrek taslarmin
lomber agri ve hematiiri gibi belirtileri bulunmaktadir. Sempatik tonus artisina baglh

olarak soguk terleme, bulanti, kusma gibi sikayetler ortaya ¢ikabilir (Oner 2009).

2.3.3 Renal obstriiksiyon

Renal obstriikksiyon iiroloji pratiginde 6nemli bir yere sahiptir ve organ kaybina yol
acabilmektedir. Uriner sistem taslari, iireteropelvik bileske veya iireterovezikal bileske
darligy, timorler ve iyatrojenik faktorlere bagli olarak iist iiriner sistem obstriiksiyonu
gelistirebilir. Eger triner sisteminde idrar akimimi engelleyen bir yap: olusturuyorsa
obstriiktif iiropati ortaya ¢ikabilir. Bu durum bobrek fonksiyon kaybina neden olabilir
(Biilbiil 2006).



2.3.4 Tiibiilointerstisyel fibrozis

Tibiilointerstisyel renal fibrozis parankimal dokularin geri doniisiimsiiz hasari ve
bobrekte ileri derecede bag dokusu birikimini olarak tanimlanmaktadir. Interstisyel
fibrozis myofibroblastlarin uyarimi ile karakterize edilmektedir ve bobrek

fonksiyonlarinin bozulmasina yol agmaktadir. (Efstratiadis vd. 2009).

2.3.5 Glomeriiler hastaliklar

2.3.5.1 Primer glomeriiler hastahiklar

Lipoid nefroz.

Membranoz glomeriilonefrit (GN).
Membranoproliferatif GN.

Diffiiz proliferatif GN.

Hizla ilerliyen GN.

Kronik GN.

IgA neropatisi

Fokal segmental glomeruloskleroz (Inan ve Karatas 2007).

2.3.5.2 Glomeriiler hastaliklar

Sistemik lupus eritematoz.
Diabetes mellitus.
Amiloidoz.

Goodpasture sendromu.
Poliarteritis Nodoza.
Wegener Graniilomatozu.

Henoch-Schonlein Purpura.



Bakteriyel endokardit (inan ve Karatas 2007).

2.3.5.3 Herediter glomeriiler hastaliklar

Alport sendromu.

Fabry hastaligi (Inan ve Karatas 2007).

2.3.6 Tiibiiler ve interstisyel hastahklar

Bu hastaliklar iki gruba ayrilir;

1. Tibil ve interstisyumun iltihapla tutulumu (interstisyel nefrit). Akut ve kronik olarak

ikiye ayrilir

2. Iskemik veya toksik tiibiiler zedelenme zonucu olusan akut tiibiiler nekroz ve akut

bobrek yetmezligi (Inan ve Karatas 2007).

2.3.7 Bobrek yetmezligi

Akut bobrek yetmezligi

Glomeriiler filtrasyon hizinin azalmasi sonucunda viicutta biriktirilen kan iire azotu,
kreatinin ve diger tiremik toksinler akut bobrek yetmezligine yol agmaktadir. Akut
bobrek yetmezligi giinler ile haftalar igerisinde hizli bir sekilde gelisir. Cogunlukla yash
insanlarda goriilir ve oliimlerin %75’inden sorumludur. Akut bdbrek yetmezligi
prerenal, intrinsik renal ve postrenal olarak 3 grupta siniflandirilmaktadir (Horoz ve
Ozgiir 2004).

Kronik bobrek yetmezligi

Kronik bobrek yetmezligi glomeriiler filtrasyon degerinin azalmasindan, sivi dengesini

ayarlama ve metabolik-endokrin fonksiyonlarinin bozulmasindan kaynaklanan bir hastaliktir.
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Ortaya ¢ikis sebepleri arasinda diabetes mellitus, hipertansiyon, primer glomeriilonefrit,
bobregin - kistik, herediter, konjenital hastaliklari, interstisyel nefrit, sekonder

glomertilonefrit, renal arter darligi, AIDS nefropatisi ve amiloidoz gosterilebilir
(Akpolat vd. 1996).

2.3.8 Bobrek tiimorleri

1980 yilindan itibaren bobrek tiimorlerinin 40-75 yas gruplar arasinda arttigi
gosterilmistir. Afrika ve Asya iilkelerinde bobrek kanseri daha az gozlenmistir. Genel
olarak bobrek kanserleri bobrek tiibiillerini  olusturan epitel hiicrelerinden
kaynaklanmaktadir. Sigara, igme suyunda bulunan arsenik, asbest, kadmiyum, organik
¢oziiciiler, pestisidler ve mantar toksinleri bobrek hiicre kanserinden sorumlu tutulan en
onemli faktorlerdir. Ayrica bobrek hiicreli karsinom ile asir1 sismanlik, Ostrojen
hormonlar1 ve hipertansiyon arasinda iliski bulundugu da disiintilmistiir (Y6riikoglu

2005).

2.4 Apoptozis

Apoptozis ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaglari tarafindan tanimlanmistir. Programli
hiicre 6liimiiniin gelismede ve homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli bir rolii vardir.
Apoptozis, hiicrenin yasam boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini
saglamaktadir. Genel olarak hiicre 6liimii apoptoz ve nekroz olarak iki farkli mekanizma

ile gergeklestirilir (Aksit ve Bildik 2008).

2.4.1 Apoptozis mekanizmasi

Apoptozis hiicrenin  kendi genlerinin  aktivasyonu veya gelen sinyallerle
baslatilmaktadir. Apoptozis primer veya sekonder olarak gelisebilir. Olusan DNA
hasarma genlerin cevabi, 6liim sinyallerinin hiicreye alinmasi ve hiicreye dogrudan
granzim girisi ile baslayabilir. Apoptozun isleyisinde Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar
ve Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) proteinleri gorev yapar. Bunlarin
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biyokimyasal aktivasyonu ile mitokondriyal hasar, ¢ekirdek zarinda yer yer erime, DNA
fragmantasyonu, kromatin yogunlagmasi ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi
morfolojik degisiklikler ortaya ¢ikar (Aksit ve Bildik 2008).

2.4.3 Kaspaz

Kaspazlar apoptotik siirecte rol oynayan énemli bir protein ailesidir. Insanlarda 11
kaspaz enzimi mevcuttur. Genel olarak inaktif proenzimler halinde bulunurlar. Inaktif
olan prokaspazlar hiicrede sentez edilerek depolanir. Apoptozisin indiiklenmesi
genellikle kaspaz 8 veya kaspaz 10 aktivasyonu ile baslar ve bunlar diger kaspazlari
aktive eder. Bu siire¢ kaspaz 3 ve kaspaz 6 gibi efektor kaspazlarin aktivasyonu ile
sonuglanir ve hiicre i¢indeki proteinler hizla yikima gider. Hiicre apoptotik cisimcikler
olusturacak sekilde kendi kendini pargalar. Apoptotik cisimcikler fagositik hiicreler

tarafindan sindirilir. (Cavusoglu ve Yegen 2007, Barrett vd. 2011).

Kaspaz enzimlerin fonksiyonlari

Kaspaz enzimleri proteolitik aktivite ile ¢ekirdek ve hiicre iskelet proteinlerini
sindirirler. Endoniikleaz aktivasyonu ile DNA’da ¢ift iplik kirilmalarinda rol oynarlar.
Transglutaminaz aktivasyonu ile de sitoplazmik proteinler kovalent baglarla ¢apraz

baglanir ve apoptotik cisimlerin yapisina katilirlar (inan ve Karatas 2007).

2.5 Nekroz

Nekroz enzimlerin geri doniisiimsiiz ve ilerleyici par¢alama etkisiyle olusur. En sik
goriilen hiicre 6liim tiplerinden biridir. Nekrozda degisiklikleri baglatan otoliz ve
heteroliz olmak iizere iki farkli enzimatik sindirim soz konusudur (Inan ve Karatas
2007). Tek hiicre, hiicre grubu, doku veya organlarin nekrozu olabilir. Hiicre
Olimiinden sonra hiicre ve organellerin enzimatik yikimi ile morfolojik degisiklikler

meydana gelir (Kuzey vd. 2007).

12



2.5.1 Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar

Apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik sartlarda olusurken nekroz sadece patolojik

durumlarda meydana gelir.

Nekrotik hiicre siserken apoptotik hiicre kiigiiliir.

Nekrozda hiicre kromatini normal olup apoptotik hiicrede kromatin yogunlasmasi

goriilmektedir.

Nekrotik hiicrenin plazma membrani biitiinliiglinti kaybeder, apoptotik hiicre membrani

ise saglamdir.

Nekrotik hiicre ezimlerin ilerleyici parcalama etkisi ile 6liime giderken apoptik hiicre

apoptotik cisimcik olusturulacak sekilde yikimi ugrar.

Nekrozda inflamasyon uyarilir. Apoptozda ise inflamasyon olusmaz (Aksit ve Bildik
2008).

Apoptoz nekrozdan farkli olarak aktif ve mutlak enerji kullanilan bir siiretir (Inan ve
Karatag 2007).

2.6 Karbon Tetrakloriir

Cl—C—l

Cl

Apolar bir molekiil olan karbon tetrakloriir, genellikle organik bir ¢oziiclidiir. Bir

karbon molekiiline bagli dort Cl atomu tetrahedral bir sekilde baglidir. Karbon
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tetrakloriir (CCly) ¢ok kolay buharlagabilen berrak bir sividir. Genel olarak ¢evrede gaz
olarak bulunur ve uzun bir yarilanma 6mrii vardir. Karbon tetrakloriir az miktarlarda su
yiizeyinde ve igme suyu kaynaklarinda bulunur. Karbon tetrakloriir yanici olmayan tatl
bir kokuya sahiptir. Karbon tetrakloriir dogal olarak olusmayan tretilen bir kimyasal
bilesiktir. Gegmiste karbon tetrakloriir yaygin bir sekilde temizleme sivisi, yangin

sondiiriicii ve pestisitin tiretiminde kullanilmistir (Agency for toxic substances 2005).

2.6.1 Karbon tetrakloriire maruz kalma yollar

Viicuda CCly biiyiik oranda soluma yoluyla alinmasinin yaninda yutma ve deri yoluyla
da alinabilir. Cevreden insan viicuduna giinliik ortalama 0,1 pg CCl4 girisi oldugu
tahmin edilmektedir. Insanlarda esas olarak yag dokusuna yerlesir. Ayrica bdbrek,
karaciger, beyin, akcigerler ve iskelet kasi dokularina da girebilir. Karbon tetrakloriiriin
cogu degismeden viicuttan atilabilir. Ancak bazi durumlarda Kkloroform ve
hexakloroetan gibi zararli kimyasal maddelere doniisebilmektedir (Sekil 2.1) (Agency

for toxic substances 2005).

2.6.2 Karbon Tetrakloriir Etki Mekanizmasi

CClytin etki mekanizmasinda ilag ve kimyasal maddeleri metabolize eden ve

mikrozomal enzimler olarak tanimlanan enzimler rol oynar.

la¢ Metabolize eden enzimler

Faz | enzimleri: Oksidasyon, rediiksiyon, hidroksilasyon ve demetilasyon islemlerini
yaparlar. Faz I metabolizmasi "heme" igeren ve karacigerde bulunan P450 enzimleri ile
gerceklesir. P450 disaridan alinan ilaglar1 ve kimyasal maddeleri metabolize eden bir
enzim sistemdir. Bu enzimler yiiksek konsantrasyonlarda hepatositlerin diiz
endoplazmik retikulumunda bulunurlar. Ayrica bagirsak, bobrek, akciger ve beyinde de

yer alirlar.

Faz Il enzimleri: Glukronat veya sulfat ile konjugasyon ve asetilasyon islemlerini

yaparlar (Yiksel 2001).

14



Karbon tetrakloriiriin insan sagligina zararli etkileri maruz kalinan siireye ve yiiksek
doza bagh olarak degisiklik gostermektedir. Karaciger ve bobrek dokularinda sitokrom
enzimi yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu ic¢in bu dokular karbon tetrakloriir
toksisitesine kars1i oldukga hassastir. Karbon tetrakloriiriin biyotransformasyonu
gerceklestirilden sonra triklorometil (CCls) radikali olusur. Triklorometil (CCls) radikali
oksijen ile birleserek triklormetil peroksil (CCl30,) radikalini olusturur. Olusan Peroksil
radikali, hiicrenin zar yapisininin bozulmasina, lipid peroksidasyonun baslamasina ve
dolayisiyla oksidatif hasara sebep olmaktadir (Sekil 2.1). Bu hasar hiicreyi 6liime kadar

gotiirebilmektedir (Agency for toxic substances 2005, Cetin ve Cetin 2011).

ClyC0c)
(Fyspl | +0
CCly
(F4s0] | -ci 0 HO
(Pagg)
" Cl,C- » :
Cl,CCCl, 4 — > Ol co
Heksaklarostan / HI—\\,,?\A Doku bilesenlerine baglanma
#
ClLCH - L FFUA
2 ClyCo0 - - .
EH Lipit peroksidasyonu
Kloroform
“h, E.
Cl,CO0H
2GEH
™ EESG + Hy0
Cl5COH
s - - HCI
TR+ ESH eppy N - ~ 5

Il - 2 *| Doku bilesenlerine baglanma

u. Phosgens
Diglutatyonil l + cgs\t‘ED
Ditiyokarbonat G0, + HCI

2-oksotiyozolidin
4-karboksilik asit

Sekil 2.1 Karbon tetrakloriir biyotransformasyonu. http://www.inchem.org

2.7 Oksidatif Stres ve Serbest Oksijen Radikalleri

Atomik orbitali lizerinde eslenmemis elektron (e) tasiyan molekiiller serbest radikaller

olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikal olusumunun artmasi, oksidatif stresi
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tetiklemektedir. Oksidatif stres biyolojik sistemde prooksidanlarla antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasi olarak bilinmektedir. Hiicreler hafif oksidatif strese
maruz kaldiklarinda  bu durumu tek baslarina tolere edebilseler de genellikle
antioksidan enzim sistemlerini aktive ederler. Ancak, hiicre i¢i savunma sistemlerinin
yeterli calismadig1 durumlarda reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile antioksidanlar arasindaki
denge bozulur ve hiicredeki makromolekiiller zarar goriir (Tamer vd. 2000, Yoshikawa
ve Naito 2002, Sabuncuoglu ve Ozgiines 2011). Serbest radikaller membranda lipid
peroksidasyonu, protein ¢apraz baglanmalari, polipeptid fragmentasyonu ve ¢ekirdekte
ozellikle timin ile reaksiyona girip DNA hasar1 olusturarak hiicreye dort yoldan zarar
verir (Inan ve Karatas 2007).

2.8 Antioksidan Savunma Sistemi

Oksidatif stresin olumsuz etkilerine kars1 kullanilan antioksidan maddeler enzim ve
enzim olmayan antioksidan olmak tiizere iki farkli grupta incelenebilir. Antioksidan
enzimlere Ornek olarak siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz, enzim
olmayan antioksidanlara 6rnek olarak da C vitamini, E vitamini, beta karoten ve

glutatyon vereilebilir (Bibren vd. 2012).

2.8.1 Glutatyon

Organizmanin biitiin hiicrelerinde bulunan glutatyon (GSH), zararli bilesiklerin
notralize edilmesinde Onemli rollere sahiptir. GSH radikal kaynakli hasara karsi
koyarken antioksidan enzimlere substrat olarak goérev yapar ve bir radikal siipiiriiciisii
gibi davranir. Glutatyon disiilfat (GSSG) de indirgenmis glutatyonun (GSH)
yiikseltgenmesiyle olusur. Oksidatif stres siirecinde, GSH diizeyi azalirken, GSSG
diizeyi artar (Bibren vd. 2012).
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2.8.2 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Bu enzim siiperoksit radikallerini nétralize ederek hiicreleri korur. Dokularda oksijen
basincinin (PO;) yilikselmesi ile SOD aktivitesi artar. Enzim fagosite edilmis
bakterilerin oldiiriilmesinde rol oynar ve graniilosit fonksiyonu i¢in Onemlidir.
Icerigindeki metal iyonuna gore sitozolik dimerik CuZn-SOD, ekstraselliiler EC-SOD
ve mitokondriyal tetramerik Mn-SOD olarak adlandirilir (Bibren vd. 2012).

2.8.3 Katalaz

Katalaz (CAT) protein yapisinda, bol miktarda bulunan ve en yaygin karakteristik bir
antioksidan enzimdir. Katalaz enzimi hiicrelerde olusan toksik hidrojen peroksidin
uzaklastirmasinda 6nemli bir rol oynar. Ilk olarak 1937 yilinda sigir karaciger
dokusundan Sumner ve Dounce tarafindan izole edilmistir. Bu enzimin hayvanlarda,
bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulundugu gosterilmistir. Hayvan hiicrelerinde
ozellikle peroksizomlarda yogun olarak mevcuttur. Ayrica karaciger, bobrek, kemik
iligi gibi cesitli dokularda ve eritrositlerde de bulunmaktadir. Farkli dokularda bu
enzimin aktivitesi bir¢ok deneysel calismalarla gosterilmistir. Karaciger ve bobrek
dokularinda katalaz aktivitesinin ¢ok yiiksek oldugu bulunmustur. (Cimen vd. 2005,
Bingdl ve Kocamis 2010).

2.9 Melatonin

2.9.1 Tammm ve biyosentezi

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) ilk kez 1958 dermatolog Aaron Lerneras
tarafindan pineal bezinden izole edilmistir. Melatonin serotoninden sentezlenen bir
indol bilesigidir ve retina, bagirsak, deri, trombosit ve kemik iliginde bulunmaktadir.
Melatonin sentezinde oncii madde triptofandir. Triptofan serotonine doniistiiriiliir.
Serotonin daha sonra N-asetil transferaz (NAT) enzimi araciligi ile asetillenerek N-

asetilserotonin’e doniisiir. N-asetilserotonin ise hidroksiindol-O-metil transferaz
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(HIOMT) ile melatonine doniisiir (Sekil. 2). Gece saatlerinde serotonin miktarinin
azalmast  melatonin  sentezinin  artmasindan  yani  serotoninin  melatonine

doniistiiriilmesinden kaynaklanmaktadir (Claustrat vd. 2005).

Triptofan

l <—— | Triptofan hidroksilaz

5-Hidroksi Triptofan

(5-HTP)
1

5- HTP Dekarboksilaz

Serotonin

l <———| Serotonin-N-Transferaz

N-Asetil Serotonin

l <«——| Hidroksi indol O- Metil Transferaz

Melatonin

Sekil 2.2 Melatoninin biyosentezi (Kumar vd. 2013)

2.9.2 Melatonin salgilanmasi

Melatoninin salgilanmasi karanlikta gergeklesir. Lipit ve suda ¢6ziindiigli i¢in hiicre
zarindan kolaylikla gecer. Melatonin salgilanmasi gece saat 03:00-04:00 arasinda
maksimum diizeye ulasir. Dolasima salindiktan sonra cesitli sivilar, dokular ve
hiicrelere alinir. Pineal bezde melatonin depolanmadig: i¢in 6lgiilen plazma hormon
seviyesi bezin aktivitesini ifade etmektedir. Melatonin salgilanmasi renal veya hepatik

anormallik olmamasinda ideal bir sekilde degerlendirilir (Claustrat vd. 2005).
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2.9.3 Melatonin metabolizmasi

Karaciger melatonin metabolizmasi i¢in temel bir organdir. Dolagan melatoninin %90°1
karaciger tarafindan temizlenir. Melatonin hidroksillendikten sonra siilfat ve glukuronid
konjugatlar1 olusmaktadir. Bu bilesikler idrara salgilanir ve viicuttan atilir. Ancak
melatoninin %1’ idrarda degismeden kalir. Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda

giindiiz melatoninin arttig1 gosterilmistir (Claustrat vd. 2005).

2.9.4 Melatonin temel fonksiyonlari

Karanlik sinyalleri melatonin vasitasiyla elde edilir. Melatonin viicudun biyolojik
saatini koruyup ritmini ayarlar. Ayrica melatonin kemik metabolizmasi, iireme
fonksiyonlar1 ve yasa bagli visseral yaglanmanin engellemesinde de kritik rol oynar
(Yonei vd. 2009).

2.9.5 Melatoninin antioksidan etkisi

Melatoninin karaciger (Sener vd. 2003), bobrek ve diger dokularda ¢ok onemli bir
antioksidan rolii vardir. Direk olarak oksijen kaynakli serbest radikalleri detoksifiye
eder. Giiclii bir oksijen radikal toplayicisi olarak dokularmn hasara ugramasini
geciktirebilir. Ayrica kan-beyin bariyerini kolaylikla gegmesi onun iistiin bir antioksidan
olarak goriilmesine neden olmustur. Melatonin dogrudan serbest radikalleri
temizleyerek, dolayli yoldan antioksidan enzimleri aktive ederek koruyucu ozellik
gosterir. Melatonin, en zararli radikallerden biri olan OH ve HOCI radikalini nétralize
ederek ortadan kaldirir. Melatonin OH™ radikaliyle reaksiyona girerek indolil katyon
radikaline doniigiir. Bu bilesik ortamda bulunan siiperoksit (O;) radikalini tutarak etki
gosterir. Melatoninin siiper oksit dismutazin (SOD) aktivitesini arttirarak da stiperoksit
radikalini engeller. Sonu¢ olarak melatoninin antioksidan enzimleri uyardigi, lipit
peroksidasyonunu engelledigi, mitokondri elektron tasima zincirinin etkinligini artirdig

ve hiicreleri oksijen ve nitrojen kaynakli serbest radikallerden korudugu saptanmustir (
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Marshall vd. 1996, Reiter vd. 2000, Tan vd. 2000, Acuna vd. 2002, Tan vd. 2002, ,
Reiter vd. 2003, Yonei vd. 2009).

2.9.6 Melatonin biyolojik alanlarda koruyucu etki mekanizmalari

Melatonin ve kanser

Bir ¢ok viicut hiicresinde reseptdrii bulunan melatonin ¢ok fonksiyonel olmasindan
dolayr son yillarda kanser ile iliskilendirilmek igin arastirilmigtir. Anti-kanser etkisi
yaninda kronobiyolojik diizenleyici, antioksidan ve immiin destekleyici ozellikleri de

kanser siireciyle iliskilidir (Topal vd. 2009).

Melatonin ve apoptozis

Melatonin ile tedavi edilen sigan bdbrek dokularinda kaspaz-3-bagimli hiicre
apoptozunu o6nledigini bazi c¢alismalarda rapor edilmistir (Kunduzova vd. 2003,
Sinanoglu vd. 2012).

Melatonin ve norolojik bozukluklar

Norolojik hastaliklardaki melatonin diizeyi, depresyon ve uyku dongisii ile ilgili
caligmalar yapilmistir. Depresyon hastalarinda gece melatonin diizeyinin diisiik oldugu
saptanmigtir. Tedavi i¢in kullanilan melatoninin depresyon hastalarinda uykuyu
diizenledigi ve depresyon belirtilerinin gerilemesine neden oldugu gdsterilmistir

(Ozgelik vd. 2013).

Melatonin ve lireme sistemi

Melatonin reprodiiksiyonda rolii vardir (Namiduru vd. 2001).

Melatonin ve kardiyovaskular hastaliklar

Yapilan calismalarda koroner kalp hastalarinda plazma melatonin seviyesinin azaldigi
gosterilmistir. Melatonin  miyokard iskemi-reperfiizyon hasarinda koruyucu etkiye
sahiptir (Claustrat vd. 2005).
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2.10 D Vitamini

D vitamini yagda ¢oziinen bir prohormondur. Ergokalsiferol (D;) ve Kolekalsiferol
(D3) olmak tizere iki oncii formu mevcuttur ve biyolojik olarak aktif degildir.
Dolasimdaki D vitamini, karacigere tasinmakta ve karacigerde 25 hidroksi D vitaminine
[25(OH)D] doniistiiriilmektedir. Ancak D vitaminin aktif formuna gegebilmesi igin
bobreklerde 1 alfa hidroksilaz ile 1,25 dihidroksi D vitaminine (1,25(0OH),D)
dontstiiriilmesi gerekmektedir (Sekil. 3) (Zhang ve Naughton 2010).
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Sekil 2.3 D vitamininin biyosentezi ve etki mekanizmalar1. (Deeb vd. 2007)

2.10.1 D vitamini kaynaklari

D vitamini diyetle alinabilir veya giines 1s1gina maruz kalip endojen olarak
yapilabilmektedir. Diyette D vitamini en fazla balik, karaciger ve yumurta sarisinda

bulunmaktadir. Endojen olarak 7-dehidrokolesterolden sentezlenmektedir. 7-
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dehidrokolesterolden giines 1s1gmin etkisiyle kolekalsiferol (D3) olusmaktadir (Zhang
ve Naughton 2010).

2.10.2 D vitamininin fonksiyonlari

D vitamininin genel fonksiyonu kalsiyum ve fosforun normal plazma diizeylerini
stirdiirmektir. Kemiklerin olusumunda ve korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ayni
zamanda D vitamini reseptorlerinin ¢esitli hiicrelerde mevcut oldugu tespit edilmistir ve
bu nedenle de D vitamini mineral metabolizmasindan daha fazla bir biyolojik etkiye
sahiptir (Glenn vd. 1997, Inan 2006, Zhang ve Naughton 2010). D vitamini bagirsaktan
kalsiyum absorbsiyonu saglamaktadir. Ayrica kemigin remodellenmesi, hiicre dongiisii
ve renin-anjiotensin sisteminin diizenlenmesi, pankreas beta hiicrelerinden insiilin
salgilanmasi ve kas-iskelet sisteminin gelisimininde rol oynamaktadir (Yildirim vd.
2013). D vitamini bir¢ok dejeneratif hastaliklarin 6nlemesinde ve antikanser ajan olarak
da rol oynayabilir (Deluca 2004).

2.10.3 D vitamini eksikligi ve toksisitesi

D vitamininin eksikligi 25(OH)D diizeyinin 20 ng/ml’den az olmasi durumunda ortaya
¢ikmaktadir. D vitamini eksikligi insanlarmn UVB 1sinlarina yeterince maruz
kalamamalar1 veya D vitamini bakimindan yetersiz diyet sonucunda gelisebilmektedir.
Yapilan bir¢cok c¢aligmalarda kronik D vitamini eksikliginin hipertansiyon, skleroz,
romatoid artrit, enfeksiyon, kanser ve oto-immiin hastaliklar gibi ciddi hasarlara sebep
olabilecegi gosterilmistir. D vitamini toksisitesinin gelisme ihtimali ¢ok zayiftir. Giinliik
150 ng/ml (50.000 1U)’1n iizerinde alinmasi durumunda hiperkalsemi ve hiperfosfatemi
goriilebilmektedir (Zhang ve Naughton 2010, Yildirim vd. 2013).

2.10.4 D vitamini koruyucu etkileri

D vitamini bagisiklik sisteminde hem uyarict hem de anti inflamatuvar etkileri sahiptir
(Yildirim vd. 2013).
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D vitamini hiicre farklilagsmasi, neoplastik doniisiimiin énlenmesi ve hiicre bilylimesinin

inhibisyonu gibi biyolojik fonksiyonlara sahiptir (Kochupillai 2008).

D vitamininin kanser, otoimmiin hastaliklar, bulasici hastaliklar ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi pek ¢ok kronik hastaliklarin riskinin azaltilmasinda rolii vardir (Khan
vd. 2011).

D vitamini bobrek hasarinin olusumunda 6nemli rol oynayan renin-anjiyotensin sistem
genlerini de negatif olarak regiile etmektedir ( (Li 2007, Freundlich vd. 2008, Koroshi
ve ldrizi 2011).

D vitamini fibronektin, Tip I ve Tip III kollajenenin birikiminin azaltilmasi ve diiz
kaslarda aktin, vimentin ekpresyonunun baskilanmasi sonucunda glomeriiler ve tiibiiler
interstisyel fibrozisi engellemektedir (Li vd. 2005, Tian 2007, Tan vd. 2009).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Deney Hayvanlari

Hayvan deneyleri icin Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanligindan 21.02.2013 izin alind1 (Kod: G.U.ET.12.010/663320476004.01.02/27-
3959). Hayvan deneyleri Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde
(GUDAM) gergeklestirildi. Agirliklart 200-220 gr arasinda degisen eriskin erkek Wistar
Albino sicanlar GUDAM’dan alind1. Hayvanlara standart pellet yem ve su verildi ve
ortalama 22 °C sabit sicaklikta, 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik periyodlu odalarda
tutuldu. Siganlar 7 gruba ayrilip her deney grubu igin 6 adet toplam 42 sigan kullanildi.
Deneyler 10-12 hafta devam etti.

3.2 Deney Gruplar

1) 1.Kontrol grubu= musir yagi.

2) 2.Kontrol grubu= etanol+PBS.

3) 3.grup= CCly,

4) 4.grup= 10 haftalik CCls+melatonin.
5) 5.grup= 12 haftalik CCls+melatonin.
6) 6.grup= 10 haftalik CCl4+D vitamini.
7) 7.grup= 12 haftalik CCl4+D vitamini.

1.1. kontrol grubu hayvanlara misir yag: (karbon tetrakloriir ve D vitamininin ¢oziiciisii)

1.5 ml/kg 10 hafta boyunca deri alt1 (subkutan, s.c) olarak hergiin uygulandi.

2.2. kontrol grubu siganlara %1 oraninda etanol+PBS (melatonin ¢6ziictisii) 10 hafta

boyunca her giin deri alt1 olarak uygulandi.
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3.3. grup hayvanlara nefrotoksisite olusturmak i¢in, 10 hafta boyunca haftada 2 kez 1:1
oraninda misir yaginda ¢dziinen steril CCla, 1.5 ml/kg viicut agirligi olacak sekilde deri

alt1 olarak verildi.

4.4. grup sicanlara 10 hafta boyunca CCl, (haftada iki kez) enjeksiyonunun

baslangicindan itibaren 10 mg/kg dozunda melatonin deri alt1 olarak hergiin verildi.

5.5. grup hayvanlara 10 hafta boyunca CCl, (haftada iki kez) enjeksiyonunun
baslangicindan itibaren 10 mg/kg dozunda melatonin deri alti olarak hergiin verildi.

Sonraki 2 hafta CCl, enjeksiyonu kesilip sadece melatonin verilmesini devam edildi.

6.6. grup siganlara 10 hafta boyunca 0.5 pg/kg dozunda DjzVitamini (VDj3)
intraperitonal (i.p) yoldan enjekte edildi, CCl,4 haftada iki kez verildi.

7.7. grup hayvanlara 10 hafta boyunca 0.5 upg/kg dozunda DsVitamini (VDj3)
intraperitonal (i.p) olarak enjekte edildi, CCl, haftada iki kez verildi. Sonraki iki hafta

CCly4 uygulamasini kesilip D vitamini verilmesini devam edildi.

3.3 Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Biitiin gruplardan son enjeksiyonu takiben 24 saat sonra ketamin/rompun anestezisi
altinda intrakardiyak kan ornekleri alindi ve bobrek dokulari ¢ikarildi. Cikarilan sag ve
sol bobrek dokulari hassas terazi kullanilarak tartildi. Sag bobrek histolojik ve
immiinhistolojik incelemelerde kullanilmak tizere %10’luk formalin soliisyonunda
tespit edildi. Sol bébrek s1vi1 azota almip antioksidan aktivite lgmek amaciyla -80 °C’de

saklandi. Alinan kan 6rneklerinden serum ayrilip biyokimyasal analizleri yapilda.

3.3.1 Serumiire, kreatinin ve glukoz diizeylerinin belirlenmesi

Kan ornekleri rutin biyokimyasal test tiiplerinde toplandikten sonra 10 dakika 3000
devirde santrifiij edilerek serum ayrildi. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany markaya ait Cobas C 501 kodlu oto analiz cihazi ve ticari kitleri kullanilarak

biitlin serum oOrneklerinde iire, kreatinin ve glukoz diizeyleri olgtildi. Serum {ire
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enzimatik metot (Tabacoo vd. 1979), serum kreatinin Jaffe’s metot (Owen vd. 1954) ve
serum glukoz diizeyi glukoz oksidaz peroksidaz metoduna gore 6lgtildi (Trinder 1969).

3.3.2 Histopatolojik inceleme

Bo6brek dokulart alindiktan sonra %10’luk formalin solusyonunda tespit edildi. Bobrek
doku ornekleri Shandon Citadel 1000 doku takip cihazi kullanilarak histolojik
islemlerden gecirilip parafine gomiildii. Elde edilen parafin bloklardan Shandon Finesse
marka mikrotom ile 5-6 um kalinliginda seri kesitler alindi. Histopatolojik incelemeler
icin kesitler Hematoksilen Eosin (HE), Periyodik Asit Schiff (PAS) ve Masson Trikrom
ile boyandi. Leica DM1000 marka 1sik mikroskobu ve DFC320 marka fotograf
makinasi ile kesitlerin fotograflari ¢ekildi. Kesitler tiibiiler ve glomeriiler hasar, damar
tikanikligi, kanama, interstisyel mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve fibrozis yoniinden

degerlendirildi.

H&E boyama protokolii

1. Kesitler deparafinize ( ksilen) edilip alkol serilerinden gegirildi.
2. Distile su ile yikand.

2. Lamlar hematoksilen boya kabina daldirilip 10 dakika bekletildi.
3. Lamlar akan ¢esme suyu altinda 2 dakika bekletildi.

4. Lamlar asit alkol soliisyonuna daldirtlip ¢ikarilarak dokular diferansiye edildi. Hizli

bir sekilde ¢esme suyuna sokularak diferansiyasyon durduruldu.

5. Lamlar, dilue amonyakl suda bekletilerek dokularin mavilesmesi saglandi. Akan su

altinda doku rengi berrak mavi renk kazanincaya kadar bekletildi.
6. Hemotoksilenle boyanan lamlar eozin boyasina daldirilir, 1-3 dakika bekletildi.
7. Lamlar ¢cesme suyunda yikanarak boya islemi tamamland.

8. Boyanan lamlar alkol serilerinden gegirildi
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9.

Ksilen ile sefaflastirildi ve kapatildi.

Periyodik asit schiff (PAS) boyama

1.

Kesitler deparafinize edildi ve dehidrasyon islemleri gerceklestirildi.

. Distile su ile yikandi.

. Periyodik asit soliisyonunda 5 dakika bekletildi.
. Cesme suyundan 3 dakika gegirildi.

. Distile su ile yikand.

. Schiff soliisyonunda 15 dk tutuldu.

. Cesme suyundan 3 dakika gecirildi.

. Distile su ile yikandi.

. Hematoksilen soliisyonunda 2 dk bekletildi.

10. Cesme suyundan 3 dakika gegirildi.

11. %95’lik alkol, saf alkol ikiser defa gegirilip, ksilolde seffaflagtirildi ve entellan ile

kapatildu.

Masson trikrom boyama yontemi

1.

Kesitler deparafinizasyon igin ksilolden gegirildi (3 dakika iki kez), dehidrasyon igin

alkol serilerinden ( saf, %95, %70) gecirildi ve distile su ile yikandi.

2.

3.

4.

5.

6.

56°C de 15 dakika Bouin soliisyonunda tutuldu.

Ik once Kkesitler sogutulup sonra 5 dakika akan suda bekletildi.
Distile sudan gegirildi.

Weigertin Demirli Hematoksilen soliisyonu ile 5 dakika boyandi.

Cesme suyunda 10 dakika yikandi.
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7. Deiyonize sudan gegirildi.
8. Biebrich asit fuksin soliisyonunda 5 dakika bekletilerek diferensiye edildi.
9. Deiyonize sudan gegirildi.

10. Seffaflastirmak i¢in fosfomolibdik- fosfotungstik asit soliisyonunda 5dakika
tutuldu.

11.Anilin mavisi soliisyonu ile 5 dakika boyandi.

12. Distile sudan gegirildi.

13. Asetik asitte 2 dakika bekletildi.

14. Kesitler alkol serilerinden ( iki kez 5 dakika) gegirildi ve ksilolde seffaflagtirildi.

15. Entellan ile kapatildi.

3.3.3 Immunohistokimyasal inceleme

Ventana marka BenchMark XT IHC/ISH immunohistokimyasal cihazi ve Kitleri ile

boyama yapildi.

Katalaz lokalizasyonu

Bobrek dokusundaki katalazin (CAT) lokalizasyonunu incelemek igin, Abcam marka
anti-katalaz antikor (EPR1928Y ab 76110) kullanildi. Katalaz enzim aktivitesi igin

karaciger doku kesiti pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

1. Paraffin bloklardan bobrek kesitleri poli-lizin kapli lamlara alindu.

2. Deparafinizasyon igin kesitler etiivde 1 saat bekletildi.

3. Ksilolde 20 dakika bekletildi.

4. Seri alkollardan gecirilip (3 kez) dehidrasyon iglemleri gergeklestirildi.

5. Distile su ile yikandi.
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6. Pan pen kullanilarak kesitlerde dokunun arasina hidrofobik bariyer olusturuldu.
7. Kesitler EDTA soliisyonunda 20 dakika kaynatildi.

8. Hidrojen peroksit soliisyonunda 15 dakika tutuldu.

9. Distile su ile yikandi.

10. P.B.S ile 5 daika muamele edildi.

11. Distile su ile yikandi.

12. Kesitler bloklama soliisyonunda 10 dakika tutuldu.

13. Distile su ile yikandi.

14. P.B.S ile anti-katalaz antikor 1:100 sulandirildi.

15. Primer anti-katalaz antikorlar1 damlatildi ve sicak su buhari altinda nem kabini

iginde 1saat inkiibe edildi.

16. Distile su ile yikandi.

17. Streptavidin HRP ile 20 dakika inkiibe edildi (Hsu vd. 1981).

18. Distile su ile yikandi.

19. DAB kromojen soliisyonunda 5 dakika tutuldu.

20. Distile su ile yikandi.

21. Hematoksilen ile 5 dakika zit boyama yapildi.

22. Distile su ile yikandi.

23. Dereceli alkol serilerinden ve ksilolden gegirilerek seffaflagtirildi.

24. Entellan ile kapatildi.
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Kazpaz-3 immiinreaksiyonu

Bobrek doku kesitlerinde kaspaz-3 immiin reaktivitesinin belirlenmesi igin, Cell
Signaling Technology (USA) firmasmin 9662 katalog numarali kaspaz-3 antikoru
kullanilmistir. Kaspaz enzim aktivitesi i¢in kolon kanseri doku kesiti pozitif kontrol

olarak kullanilmistir.

1. Paraffin bloklardan bobrek kesitleri poli-lizin kapli lamlara alindi.

2. Deparafinizasyon i¢in kesitler etiivde 1 saat bekletildi.

3. Ksilolde 20 dakika tutuldu.

4. Alkol serilerinden gegirilip (3 kez) dehidrasyon islemleri gerceklestirildi.
5. Distile su ile yikandi.

6. Pan pen kullanilarak kesitlerde dokunun arasina hidrofobik bariyer olusturuldu.
7. Kesitler sitrat soliisyonunda 20 dakika kaynatildi.

8. Hidrojen peroksit soliisyonunda 15 dakika inkiibe edildi.

9. Distile su ile yikandi.

10. P.B.S ile 5 dakika muamele edildi.

11. Distile su ile yikandi.

12. Kesitler bloklama soliisyonunda 10 dakika bekletildi.

13. Distile su ile yikand.

14. P.B.S ile anti-kazpaz 3 antikor 1:50 oraninda dilue edildi.

15. Primer anti-katalaz antikorlari1 damlatildi ve sicak su buhari altinda nem kabini
iginde 1saat inkiibe edildi.

16. Distile su ile yikandi.

17. Streptavidin HRP ile 20 dakika bekletildi (Hsu vd. 1981).
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18. Distile su ile yikandi.

19. DAB kromojen soliisyonunda 5 dakika inkiibe edildi.
20. Distile su ile yikandi.

21. Hematoksilen ile 5 dakika zit boyama yapildi.

22. Distile su ile yikandi.

23. Alkol serileri ve ksilolden gegirilerek seffaflastirildi.

24. Entellan ile kapatildi.

3.3.4 Dokuda oksidatif stres ve antioksidan enzim aktiviteleri

3.3.4.1 Dokuda malondialdehit (MDA) tayin yontemi

Bu yoOntemin referans noktast barbitiat MDA konjugatinin pembe
spektrofotometrik olarak dl¢iilmesidir (Casini vd. 1986).

1. -80 °Cde saklanan bobrek dokusundan 0,3 gram tartildi.

2. Doku agirhigina gore 9 kat soguk trikloraasetik asit (TCA) konuldu.
3. Doku buzlu ortamda homojenize edildi.

4. 15 dakika 4000 rpm 4C° <de santrifiij edildi.

5. 1,5 ml stipernatan alinarak mikrosantrifuj tiiplerine konuldu.

6. Siipernatan 8 dakika daha 4000 rpm 4 C%de santrifiij edildi.

7. 750 mikrolitre 6rnege 10 mikrolitre BHT konuldu.

8. 750 mikrolitre tiobarbitriik asit (TBA) eklendi.

9. Ornekler 100°C de kaynayan su banyosunda 15 dakika bekletildi.
10. Daha sonra 4000 rpm 4 C% de santrifiij edildi.

11. Orneklerin absorbaslar1 535 nm’de okundu.
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12. 1.56x10° M™* cm-1 katsayis1 kullamlarak hesaplandi.

3.3.4.2 Dokuda Nitrik Oksit (NO) tayin yontemi

Griess reaksiyonu ile nitrik oksit direkt olarak olgiilebilmektedir. Hizli ve basit bir
yontem olarak ¢ogu ornekte NO metabolizmasinin dayanikli son {iriinleri olan nitrit
(NO,) ve nitrat (NO3) miktarlarinin 6lgiilmesi de siklikla kullanilmaktadir.

1. 0,3-0,35 gr doku tartild1.

2. 5 kat1 hacimde fosfat tamponu (pH 7,4) ile sulandirildi. Homojenize edildi.

3. 2000 RCF de +4 °C de 5 dakika santirfiij edildi.

4. 500 pl siipernatan alindu.

5. Uzerine 250 pl 0,3 M NaOH eklendi ve oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi.

6. 250 ul %5’ lik ZnSO4 konuldu.

7. Vortekslendi.

8. 3000 RCF’de +4°C’de 20 dakika santrifiij edildi.

9. 500 pl’si 14 000 RPM’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi.

10. NO igin; 1 birim silipernatan, 1 birim VaCl, , 0,5 birim siilfanilamid, 0,5 birim
NEDD karigim 37°C de yarim saat bekletildi. 540-550 dalga boyunda 6l¢iildii.

11. Elde edilen sonuglar protein miktarlarina boliinerek U/mg protein olarak verildi.

3.3.4.3 Dokuda glutatyon (GSH) tayin yontemi

Bu spektrofotometrik yontemin temeli, Ellman reaktifi olarak da bilinen 5-50-dithiobis-
2-nitrobenzoik asitin (DTNB), ortamda var olan gruplar ile rediiklenerek sar1 renkli bir

iiriin olusturulmaktadir (Aykac vd. 1985).

1. -80 °Cde saklanan bobrek dokusundan 0,3 gram tartilds.

2. Doku agirligina gore 9 kat soguk trikloraasetik asit (TCA) konuldu.
3. Doku buzlu ortamda homojenize edildi.

4. 15 dakika 4000 rpm 4°C’de santrifiij edildi.

5. 1,5 ml siipernatan alinarak mikrosantrifuj tiiplerine konuldu.
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6. Siipernatan 8 dakika daha 4000 rpm 4°C’de santrifiij edildi.

7. 1000 mikrolitre 0.3M Na,HPO,.2H,0 ve 125 mikrolitre ditiyobisnitrobenzoat
(DNTB) ve son olarak 250 mikrolitre siipernatana eklendi.

8. Oda sicakliginda 5-10 dakika bekletildi.
9. 412 nm dalga boyunda absorbansi dl¢iildii.

10. 13.600 M™ cm-1 katsayisi kullanilarak hesapland.

3.3.4.4 Dokuda siiperoksit dismutaz (SOD) tayin yontemi

Bu yontemin temeli ksantin- ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan siiperoksit
radikalinin SOD enzimi ile ortadan kaldirilamadiginda reaksiyon ortaminda bulunan
nitroblue tetrazolium (NBT) bilesiginin indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Bobrek

dokularindaki SOD enzim aktivitesi 6l¢iilmek amaciyla Cayman kiti kullanildi.

1. 100 gr doku 1/10 (w/v) soguk tampon (20 mM HEPES, pH: 7.2) ile homojenize
edildi.

2. 1500 xg'de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi.

3. Siipernatan alind1 ve buz i¢inde muhafaza edildi.

4. SOD standartlar1 hazirland: ve standart kuyucuklara 10 pl eklendi.
5. Siipernatanlardan 10 pl alind1 ve 6rnek kuyucuklara eklendi.

6. Tiim kuyucuklara 200 ul dilue radikal detektor ve 20 ul dilue xanthine oksidaz
eklendi.
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7. 20 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.
8. 460 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

10. Elde edilen sonuglar protein miktarlarina boliinerek U/mg protein olarak verildi.

3.3.4.5 Dokuda katalaz (CAT) yontemi

Bobrek dokusundaki CAT aktivitesi 0lglimii katalaz cellbiocem marka kiti kullanilarak
yapildi. Bu metodun 6lgiim prensibi, doku homojenatinda bulunan CAT enziminin
disaridan eklenen H,O,’yi parcalamasi ile HyO; absorbansinin Ol¢iilmesi esasina

dayanur.

1. 100 mg doku 1/10 oraninda (w/v) soguk tampon (50 mM potasyum fosfat pH: 7.0),

buzlu su banyosu i¢inde homojenizator ile homojenize edildi.

2. 10,000 xgde +4 °C de 15 dakika santrifiij edildi.

3. Siipernatan alind1 ve buz i¢inde muhafaza edildi.

4. Formaldehit standartlar1 hazirlandi ve standart kuyucuklara 20 pl alindi.
5. Hazir olan pozitif kontrollerden katalaz kuyucuklara 20 pl alindi.

6. Ornek siipernatanlardan 6rnek kuyucuklara 20 pl alinds.

7. Tim kuyucuklara ( 100 pl tampon + 30 pl metanol ) eklendi.

8. 20 ul dilue H,0O; eklendi ve 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

9. 30 ul KOH + 30 pl purpald eklendi ve 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
10. 10 pl potasyum periyodat eklendi ve 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
11. 540 nm dalga boyunda (bioelisa) cihazi kullanilarak 6lgiildii.

12. Sonuglar hesapladiktan sonra standard egrisi ¢izildi.

13. Elde edilen sonuglar protein miktarlarina béliinerek U/mg protein olarak verildi.
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3.4.4.6 BCA protein assay kit ile protein tayini

Tim gruplara ait bobreklerdeki protein miktarlart Novagen BCA protein  Kiti ile

yapilmustir.

1. BSA (Bovin Serum Albumin) standartlar1 hazirland1 ve 50 pl standart kuyucuklara
eklendi.

2. 50 ul siipernatanlardan alindi1 ve 6rnek kuyucuklara eklendi.

3. Tim kuyucuklara 1 ml BCA (Bikinkoninik Asit) eklendi ve 30 dakika 37°C de
inkiibe edildi.

4. 562 nm dalga boyunda dlgiildii.

3.4 istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz igin SPSS 20.0 programi kullanildi. Gruplar arasidaki fark Kruskal-
Wallis ve bunu takiben Post-hoc testleri ile incelendi. Sonuglar ortalama ve standard
sapma (minimum-maksimum) olarak verildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Hayvanlarin Viicut Agirhklar:

Sicanlarin ilk viicut agirliklar ile son viicut agirliklarinin ortalama ve standart sapmalari
cizelge 4.1°de gosterildi. Gruplar arasi ilk viicut agirliklar1 karsilagtirildiginda 0.062 >
0.05 oldugu igin aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi. Son viicut
agirliklar incelendiginde 0.496 > 0.05 oldugu icin Kruskal-Wallis test sonucuna gére

ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (Sekil 4.1).

Cizelge 4.1 Siganlarin ilk ve son viicut agirliklarinin Karsilagtirilmasi

GRUP

GRUP

Sekil 4.1 Gruplar arasinda ilk ve son viicut agirliklarinin karsilastirilmasi

36

Gruplar
Misir yagi P.B.S . . arasl
CCl, + Mel CCl, + Mel CCl, + D vit CCl, + D vit
kontrol kontrol CCl4 (C) farklilik
10 hafta (D) 12 hafta (E) 10 hafta (F) 12 hafta (G)
grubu (A) grubu (B) (p)*
ik viicut 213.67+36.60 200.17+11.89 203.43+18.72 212.67+34.52 205.50+17.76  200.17+34.40 208.67+13.67 0.062
agirhg (gr)
SlgnGne  283.33£30.27 312.83+32.43  297.57+49.54  278.00+60.66  278.83+26.55 307.33+22.49  297.83+32.70 0.496
agirhgi (gr)
CCl,. Karbon tetrakloriir.
Biitiin degerler her gruptaki alti hayvan i¢in ortalama + SD olarak verilmistir.
*p<0.05: Anlamli.
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4.2 Kitle indeksi

Bobreklerin toplam agirliklart gruplar arasi incelendiginde CCly ile iki kontrol ve iki
melatonin gruplarin arasinda anlamlilik degeri 0.030 < 0.05 olarak bulundu (Cizelge
4.2). Gruplardaki toplam bobrek agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulundu. Bobreklerin toplam agirliklarinin son viicut agirliklarina olan
oranlarma bakildiginda Kitle indeksinin anlamlilik degeri 0.155 > 0.05 olarak hesaplandi

ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (Sekik 4.2).

Cizelge 4.2 Siganlarda son viicut agirligl, toplam bobrek agirligi ve kitle indeksinin
karsilastirilmasi

Grupla
r arasi
farklih

k (p)*

Misir yagi P.B.S

p—— bl ccl(©) CCly + Mel CCly4 + Mel CCly + D vit CCl4 + D vit

grubu (A) grubu (B)

10 hafta (D) | 12 hafta (E) | 10 hafta (F) | 12 hafta (G)

283.33+30.2  312.83%+32.4 297.574+49.5 278.00+60.6 278.83+26.5 307.33+22.4  297.83+32.7
0.496
7 3] 4 6 5) 9 0
gr
Toplam
boébrek
agirhgi
(1)

1.86+0.23 1.75+0.29 2.20+0.25 1.7910.25 1.80+0.20 2.09+0.27 2.09+0.41 0.030*

Toplam
boébrek
agirhgi/So
n viicut 6.59+0.51 7.040.51 7.48+0.66 6.57+0.71 6.48+0.72 6.80+0.62 6.98+0.59 0.155
agirhg
(kitle
indeks)

CCl,. Karbon tetrakloriir.
Biitiin degerler her gruptaki alt1 hayvan i¢in ortalama + SD olarak verilmistir.
*p<0.05: Anlamli. Anlamli farklilik CCl, grubu ile kontrol gruplar1 ve melatonin gruplart arasindadir.

2750 9,007
E:500- 8, 00" *3
lf_‘U::so- ﬁ
o o 7,007 ﬁ
© 2000 o
= e
17507 &,007 o 37
(o]
15007
5,007
I 1 1 1 Ll I I I I 1 1 Ll I I
A B C D E F G A B C D E F G
GRUP GRUP

Sekil 4.2 Siganlarda gruplar arasi kitle indekslerinin Karsilagtirilmasi
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4.3 Bobrek Fonksiyon Testleri

Ure diizeyleri, CCl, grubunda kontrol gruplari siganlarla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli (p=0.00) derecede yiiksek bulundu. D Vitamini uygulanmis tedavili
gruplarda bu oranin diistiigii ve kontrol gruplarina yakin oldugu goézlendi (Cizelge 4.3).
Glukoz ve kreatinin degerlerinin gruplara gore ortalamalar1 ve standart sapmalari
hesaplandi. Gruplar arasi farkliligi anlamak i¢in parametrik olmayan testlerden Kruskal-
Wallis testi kullanildi. Glukoz i¢in anlamlilik degeri 0.237 > 0.05 oldugu i¢in gruplar
aras1 farklilik istatistiksel olarak anlamlilik gostermedi. Aynmi sekilde kreatinin igin
anlamlilik degeri 0.185 > 0.05 olarak bulundu. Kreatinin bakimindan da gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (Sekil 4.3).

Cizelge 4.3 Ure, glukoz ve kreatinin degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar

Misir yagi P.B.S arasi

CCl, + Mel CCly4 + Mel CCl, + D vit CCl, + D vit
kontrol kontrol CCl4 (C) farklilik
10 hafta (D) 12 hafta (E) 10 hafta (F) 12 hafta (G)
grubu (A) grubu (B) (p)*

Glukoz
(mgfdL) 205.33+33.89 204.67+£33.44 204.00+39.03 172.33+£26.44 189.33+28.57 208.50+36.04 221.00+21.06 0.237
mg
Kreatinin
0.39+0.05 0.38+0.03 0.36+0.05 0.39+0.08 0.46+0.17 0.32+0.01 0.33+0.05 0.185
(mg/dL)
Ure 19,83+1,2 19,3340,7 28,52+1,5 27,97+1,4 26,7+0,9 17,83+0,5 20,130,8 0,00*

(mg/dL)

CCl,. Karbon tetrakloriir.
Biitiin degerler her gruptaki alti hayvan i¢in ortalama + SD olarak verilmistir.
*p<0.05: Anlamli. Anlamli farklilik CCly grubu ile kontrol gruplari ve D vitamini gruplari arasindadir.

38



Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

35,00

30,00 T T

H T
B 25 00 T | |
E
—
15,00 T T T T
misir yadi | ccld | ccld+mel 12 hi | celd+d vit 12 hf
phs+ethancl ccld-mel 10hf celd+d vit 10 hf
Grupno

Sekil 4.3 Gruplar arasinda tire degerlerinin karsilagtirilmasi

0,807

Kreatinin
o

0,30 *

0,204

GRUP

Sekil 4.4 Gruplar arasinda kreatinin degerlerinin karsilastirilmasi

250
anit
N
)
4 200
=
(<]
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GRUP

Sekil 4.5 Gruplar arasinda glukoz degerlerinin karsilastirilmasi
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4.4 Malondialdehit (MDA)

Bobrek dokusunda gruplardaki MDA degerleri ve standart sapmalar1 ¢izelge 4.4°de
gosterildi. Gruplar arasinda MDA diizeylerinin Kkarsilastirilmas: i¢in parametrik
olmayan Kruskal-Wallis testi kullanildi. CCly verilen grupta MDA aktivitesinin artmis
oldugunu goézlendi. Melatonin ve D vitamini verilen gruplarda MDA diizeyleri kontrol
gruplarina yakin bulundu (Sekil 4.6). CCly ve diger gruplar arasinda MDA aktivitesi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptand: (0.023 < 0.05).
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Cizelge 4.4 Bobrek dokusunda MDA aktivitesi

Kontrol grubu (misir yag) 7,86 (5,01-11,50) +2,57
Kontrol grubu (PBS) 6,16 (4,5-9,70) +1,99
CCl, 14,31 (6,6-22,40) +5,70

CCly+ mel (10hf) 9,93 (5,7-14,60) +3,92
CCly+ mel (12hf) 7,21 (4,4-10,10) +2,51
CCl4+D vit (10hf) 8,11 (5,4-10,20) +1,91
CCl4+D vit (12hf) 9,10 (6,4-13,70) +4,00

CCl,. Karbon tetrakloriir.
Biitiin degerler her gruptaki altt hayvan i¢in ortalama + SD olarak verilmistir.

16 1
14 +
4
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10 7 . .
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) °
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9 X & & & \
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Q% O O O O
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Sekil 4.6 Bobrek dokusunda MDA aktivitesi

p*<0.05. Anlamli farklilik CCl, grubu ile diger gruplar1 arasindadir.
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4.5 Nitrik oksit (NO)

Bobrek dokusunda NO diizeyleri degerlendirildiginde gruplar arasinda (Cizelge 4.5)
istatistiksel olarak anlamli fark (0.563) bulunmadi (Sekil 4.7).

Cizelge 4.5 Bobrek dokusunda NO aktivitesi

Kontrol grubu (misir yag) 4,90 (4,37-6,04) +0,71
Kontrol grubu (PBS) 5,75 (4,11-8,79) +1,92
CCly 5,59 (4,20-8,64) +1,11

CCl4+ mel (10hf) 6,86 (5,72-9,23) +1,27
CCly+ mel (12hf) 6,27 (6,26-9,61) +1,46
CCl4+D vit (10hf) 5,80 (4,56-6,90) +1,00
CCl+D vit (12hf) 6,54 (4,67-8,15) +1,71

CCl,. Karbon tetrakloriir.
Biitiin degerler her gruptaki altr hayvan i¢in ortalama + SD olarak verilmistir.
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Sekil 4.7 Bobrek dokusunda NO aktivitesi
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4.6 Glutatyon (GSH)

Gruplarin bobrek dokularinda yapilan GSH tayini sonucuna gore CCly grubunda GSH
diizeyleri diisiik seviyede saptandi (Cizelge 4.6). Ancak kontrol gruplar: ile melatonin
ve D vitamini tedavili gruplarin GSH degerleri yiiksek bulundu. CCls grubu ile diger
gruplar karsilastirilldiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (0.024 <0.05)
bulundu (Sekil 4.8).

Cizelge 4.6 Bobrek dokusunda GSH aktivitesi

Kontrol grubu (misir yagi) 4,29 (3,36-5,06) +0,82
Kontrol grubu (PBS) 3,98 (3.06-5,13) +0,90
CCl, 2,15 (1,36-4,39) +0,10

CCl4+ mel (10hf) 5,20 (4,49-6,25) +0,62
CCl + mel (12hf) 4,68 (4,21-5,54) +0,47
CCl,+D vit (10hf) 4,63 (3,82-5,70) +0,74
CCl4+D vit (12hf) 4,45 (4,23-4,81) +0,22

CCl,. Karbon tetrakloriir.
Biitiin degerler her gruptaki alt1 hayvan i¢in ortalama + SD olarak verilmistir.
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Sekil 4.8 Bobrek dokusunda GSH aktivitesi
p*<0.05. Anlamli farklilik CCl, grubu ile diger gruplari arasindadir.
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4.7 Katalaz (CAT)

Bobrek dokusunda gruplarin katalaz aktivitesinin ortalamalari ve standart sapmalari
hesapland1 (Cizelge 4.7). Gruplar arasi farkliligi anlamak i¢in parametrik olmayan
Kruskal-Wallis testi kullanildi. CAT anlamlilik degeri 0.153 > 0.05 oldugu i¢in gruplar

arasl istatistiksel olarak farklilik gézlenmedi.

Cizelge 4.7 Bobrek dokusunda katalaz aktivitesi

Kontrol grubu (misir yag) 0,182 (0,11-0,28) +0,07
Kontrol grubu (PBS) 0,173 (0,13-0,23) +0,04
CCly 0,160 (0,10-0,21) +0,04

CClg+ mel (10hf) 0,161 (0,10-0,22) +0,04
CClg+ mel (12hf) 0,138 (0,08-0,22) +0,05
CCl4+D vit (10hf) 0,166 (0,10-0,21) +0,05
CCl,+D vit (12hf) 0,173 (0,11-0,24) +0,05

CCl,. Karbon tetrakloriir.
Biitiin degerler her gruptaki alt1 hayvan i¢in ortalama + SD olarak verilmistir.

YYJ1) ) )
|

Sekil 4.9 Bobrek dokusunda katalaz aktivitesi
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4.8 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Bobrek dokusunun SOD diizeyleri CCly grubunda kontrol gruplari ile kiyaslandiginda
diisiik bulundu. 12 haftalik melatonin ve 10 haftalik D Vitamini uygulanmis tedavili
gruplarda bu oranin arttirdig1 gozlendi (Cizelge 4.8). Bobrek dokular1 SOD degerleri
bakimindan karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulundu (0.027) (Sekil 4.10).

Cizelge 4.8 Bobrek dokusunda SOD aktivitesi

GRUPLAR Ortalama Standart sapma
(min-max)
(U/mg protein)
Kontrol grubu (misir yagr) 0,35 (0,25-0,43) +0,06
Kontrol grubu (PBS) 0,27 (0,16-0,36) +0,09
CCl, 0,16 (0,05-0,29) +0,09
CCly+ mel (10hf) 0,14 (0,03-0,34) +0,11
CCly+ mel (12hf) 0,54 (0,23-1,00) +0,27
CCl4+D vit (10hf) 0,42 (0.29-0,58) +0,11
CCl,+D vit (12hf) 0,21 (0,13-039) +0,10
CCl,. Karbon tetrakloriir.
Biitiin degerler her gruptaki alt1 hayvan i¢in ortalama + SD olarak verilmistir.
0,6 1 °
0,5 +
°
04 1 ® 7]
03 + fud
02 + -
01 + B
O T T T T T T T T T T T T I7
5 > > < 3 < X
< \\@Qo <<:&(\o (10 - \9&\ - \,):o | \9&\ ’0,1/\\
@\ QQ;_))( x@@ x@@ XQ\\\ XQ\\\

Sekil 4.10 Bobrek SOD aktivitesi
p*<0.05. Anlaml farklilik CCl, grubu ile kontrol gruplari, 12 haftalik melatonin ve 10 haftalik D vitamini
gruplar1 arasindadir.
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4.9 Histopatolojik Sonuclar

4.9.1 Hematoksilen-Eosin

Kontrol grubu

Kontrol gruplar1 (misir yagi, PBS+etanol) sicanlarin bobrek doku kesitleri 151k
mikroskobu ile incelendiginde korteks ve medulla bolgesinin normal yapinin korundugu
gozlenmistir (Sekil 4.11-13).

Sekil 4.11 Misir yagi kontrol grubu siganlarin bobrek dokusunda korteks bolgesi. H&E.
X100. Bowman kapsiilii (kalin 0k), proksimal tiibiiller (ince ok), distal tiibiil
(y1ldiz)

Sekil 4.12 Kontrol grubu (misir yagt) bobrek dokusunun medulla bdlgesi. H&E. X100
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Sekil 4.13 (PBS+etanol) kontrol grubu siganlara ait bobrek dokusunun korteks bolgesi
H&E. X100. Bowman kapsiilii (kalin ok), proksimal tiibiil (ince ok), distal
tibiil (yildiz)

CCly grubu

CCly grubu siganlarin bobrek doku kesitleri incelendiginde tiibiillerin arasinda
hemorajik alanlar tespit edilmistir (Sekil 4.14). Glomeriiler atrofi ve tiibiiler
dejenerasyon saptanmustir (Sekil 4.15). Bazi bolgelerde glomerul agregasyonu dikkati
cekmistir (Sekil 4.16). Tibiilo-interstisyel alanda bag doku artisi izlenmistir (Sekil
4.17). Tubiiller arasinda seyrek oranda iltihabi hiicre infiltrasyonu ve tiibiiler dilatasyon
saptanmistir (Sekil 4.18). Ayrica bazi kesitlerde belirgin glomeriiler konjesyon ve

tiibiillerin ¢evresinde hemorajik alanlar gozlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.14 CCly ile muamele edilmis sigan bobrek dokusunda tiibiiller arasinda
hemorajik alanlar (oklar). H&E. X400

Sekil 4.15 CCly uygulanmis sican bobrek dokusunda glomertiler atrofi (oklar) ve tiibiiler
dejenerasyon (yildiz). H&E. X400
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Sekil 4.16 CCly grubu siganlara ait bobrek dokusu korteks bolgesinde Bowman kapsiilii
agregasyonu izlenmekte. H&E. X400

Sekil 4.17 CCl, grubu siganlarin bobrek dokusunun tiibiilo-interstisyel bolgesinde bag
doku artis1 (ok). H&E. X400
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Sekil 4.18 CCly grubunda kortiko-mediiller bolgede iltihabi hiicre infiltrasyonu (oklar)
goriilmekte. H&E. X200

Sekil 4.19 CCl, grubu sigana ait bobrek dokusunda tiibiiller arasinda hemoraji (0k) ve
glomertiiler konjesyon (yildiz) gozlenmekte. H&E. X 400
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Melatonin gruplar

Melatonin (10 ve 12 hafta) ile tedavi edilmis CCls grubu bobrek doku kesitleri
incelendiginde CCls grubuna gore hafif hemorajik alanlar tespit edilmistir. Glomeriil ve
tiibiillerin kontrol gruplarina yakin yapida oldugu gozlenmistir. Genel olarak iki grup

arasinda doku biitliinliigliniin korunmas1 bakimindan belirgin bir fark saptanmamistir

(Sekil 4.20, 4.21).

Sekil 4.20 10 hafta melatonin ile tedavi edilmis CCl, grubunda hafif hemorajik alanlar
izlenmekte. H&E. X100

Sekil 4.21 12 hafta melatonin uygulanmis CCl, grubu sican bobrek dokusu glomeriil ve
tiibiillerinin genel goriintiisii. H&E. X100
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D vitamini gruplar

10 hafta D vitamini uygulanmig CCl, grubu bobrek doku kesitleri incelendiginde, doku
biitlinliigliniin korundugu gozlenmistir (Sekil 4.22). Ancak 12 hafta D vitamini ile
muamele edilen CCl, grubunda daha iyi histolojk goriintii elde edilmistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.22 10 hafta D vitamini ile tedavi edilmis CCl, grubu sigan bébrek dokusunda
korteks bolgesinin kontrol grubuna yakin goriintiisii. H&E. X100

Sekil 4.23 12 hafta D vitamini uygulanmig CCl4 grubunda glomeriil ve tiibillerin genel
gorilintiisi. H&E. X100
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4.9.2 Periyodik Asit-Schiff (PAS)
Kontrol gruplar
Kontrol gruplarma (msir yagi, PBS+etanol) ait sican bobrek dokulari

degerlendirildiginde Bowman kapsiilii ve tiibliler bazal membraninin PAS pozitif

reaksiyon gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.24-26).

Sekil 4.24 Kontrol (misir yagi) grubu sigana ait bobrek dokusunda PAS pozitif
reaksiyon gosteren Bowman kapsiili ve tiibliler bazal membran
izlenmekte. PAS. X400
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Sekil 4.25 Misir yagi kontrol grubu bobrek dokusunun proksimal tiibiillerinde PAS
pozitif izlenen firgamsi kenarlar (oklar). PAS. X400

Sekil 4.26 Kontrol (PBS+etanol) grubu siganlarin bobrek dokusunda PAS pozitif
tiibiiler bazal membran ve fircamsi kenarlar1 gozlenmekte. PAS. X400
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CCl grubu

PAS ile boyanan CCls grubu bobrek doku kesitleri incelendiginde, zayif PAS pozitif
veya PAS negatif gosteren dejeneratif tiibiiller ve PAS pozitif atrofik glomeriil
izlenmistir (Sekil 4.27- 4.28).

Sekil 4.27 CCly grubuna ait bobrek dokusuda zayif PAS pozitif ve PAS negatif
dejeneratif tiibiiller. PAS. X400

Sekil 4.28 CCly grubu siganlarin bobrek dokusunda zayif PAS pozitif atrofik glomeriil
gbzlenmekte. PAS. X400
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Melatonin gruplar

10 ve 12 hafta melatonin uygulanmis CCls gruplarin bobrek doku kesitlerinde PAS
pozitif reaksiyon gosteren Bowman kapsiilii ve tiibiiller izlenmistir (Sekil 4.29-4.30).

Sekil 4.29 10 hafta melatonin ile tedavi edilen CCl, grubuna ait sigan bobrek dokusunda
PAS pozitif Bowman kapsiilii ve tiibiiler bazal membran izlenmekte. PAS.
X400

Sekil 4.30 12 hafta melatonin uygulanmig CCl4 grubuna ait bobrek dokusunda PAS
pozitif tiibiiller izlenmekte. PAS. X400

56



D vitamini gruplari

D vitamini ile tedavi edilen CCl; gruplarma ait bobrek doku kesitleri
degerlendirildiginde, 10 haftalik gruplarda zayif PAS pozitif reaksiyon gdzlenirken 12
haftalik gruplarda kontrol gruplarina yakin PAS pozitif reaksiyon veren goriintii tespit
edilmistir (Sekil 4.31- 4.32).

Sekil 4.31 10 hafta D vitamini ile tedavi edilen CCl4 grubu sigan bobrek dokusunda
zay1f PAS pozitif glomeriil ve tiibiiller izlenmekte. PAS. X400

Sekil 4.32 12 hafta D vitamini uygulanmig CCly grubu sigan bobrek dokusunda kontrole
yakin PAS pozitif Bowman kapsiilii ve tiibiiler bazal membran izlenmekte.
PAS. X400
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4.9.3 Masson Trikrom

Kontrol gruplar

Masson trikrom ile boyanmis bobrek doku kesitleri incelendiginde, sitoplazma kirmizi,
cekirdek siyah ve kollajen lifler mavi renkte boyanmistir. Kontrol gruplarinda (misir

yag1, PBS+etanol) kollajen lifler normal histoloji gostermistir (Sekil 4.33-4.34).

P
e

Sekil 4.33 Kontrol (PBS) grubu sigan bobrek dokusunun genel goriintiisii. Masson
Trikrom. X100

Sekil 4.34 Kontrol (misir yagi) grubu si¢anlarda arter ¢evresinde kollajen lif goriintiisii.
Masson Trikrom. X100
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CCl grubu

CCl,4 grubu bobrek doku kesitlerinde kollajen lif artisi tespit edilmistir (Sekil 4.35-40).
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Sekil 4.35 CCly uygulanmis gruplarin bobrek dokusunda kortiko-mediiller bolgede
kollajen birikimi izlenmekte. Masson Trikrom. X 100

Sekil 4.36 CCly ile hasar olusturulan siganlarda tiibiiller arasinda kollajen lif artisi.
Masson Trikrom. X 100
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Sekil 4.37 CCl, ile hasar olusturulan siganlarda bobrek korteksinin tiibiilointerstisyel
bolgesinde kollajen lif artisi. Masson Trikrom. X 400

Sekil 4.38 CCl, grubu si¢an bobrek dokusunda Bowman kapsiilii pariyetal tabakasina
dogru kolajen lif birikmesi. Masson Trikrom. X 400
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Sekil 4.39 CCl, uygulanmis sigan bobrek dokusu kortiko-mediiller bolgede kollajen
artis1 izlenmekte. Masson Trikrom. X 400

Sekil 4.40 CCl4 uygulanan sican bobrek dokusunda tiibiilointerstisyel bélgede yogun
kollajen lif artis1 gzlenmekte. Masson trikrom. X400
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Melatonin gruplar

Melatonin ile tedavi edilen (10, 12 hafta ) CCl, gruplarina ait siganlarin bobrek doku
kesitleri incelendiginde kollajen liflerinin kontrol gruplarina yakin dagilim gosterdigi

saptanmustir (Sekil 4.41- 4.42).

Sekil 4.41 10 hafta melatonin uygulanmis CCls grubuna ait bobrek doku arter
cevresinde kollajen lif dagilimi. Masson Trikrom. X100

Sekil 4.42 12 hafta melatonin ile tedavi edilen CCl, grubu siganlarin bobrek dokusunda
seyrek dagilim gosteren kollajen lifler izlenmekte. Masson Trikrom. X100
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D vitamini gruplar

D vitamini uygulanan (10, 12 hafta ) CCl, gruplar1 bobrek doku kesitleri incelendiginde

kollajen liflerin kontrol gruplarina benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.43-
4.44).

Sekil 4.43 10 hafta D vitamini uygulanmig CCly grubu bobrek dokusunun genel
goriintiisii. Masson trikrom. X100

Sekil 4.44 12 hafta D vitamini uygulanmis CCl, grubu bobrek dokusunda arter ¢evresinde
seyrek dagilim gosteren kollajen lifler (oklar). Masson trikrom. X100
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4.10 Immunohistokimyasal Sonuclar

4.10.1 Katalaz enzim aktivitesi

Yapilan mikroskobik incelemede kontrol, CCls, melatonin ve D vitamini gruplarinda
spesifik katalaz immunohistokimyasal reaksiyon goriilmiistiir. CCl4 disindaki gruplarin
bobrek korteksinde giiclii katalaz immunohistokimyasal reaktivitesi tespit edilmistir.
Tiim gruplarin korteks bolgesinde katalaz immiinreaktivitesi yoniinden farkliliklar
gozlenmistir. Medulla bolgesinde ise katalaz immiinreaktivitesinin esit oldugu
saptanmigtir. CCly grubuna ait bobrek dokusunda tiibiillerde zayif Kkatalaz
immiinreaktivitesine ragmen glomeriillerde katalaz immiinreaktivitesinin goriilmedigi
dikkati ¢ekmistir. Kontrol, melatonin ve D vitamini gruplarinda ise bdbrek doku

tiibiillerinde ve glomeriillerinda yogun katalaz immiinreaktivite tespit edilmistir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan karaciger dokusunda katalaz pozitif immiinreaktivitesi

tespit edilmistir (Sekil 4.45).

Sekil 4.45 Katalaz enzim aktivitesi, kontrol pozitif karaciger dokusu. Katalaz
immiinreaktivite. X100
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Kontrol gruplan

Tim kontrol gruplarina ait siganlarin bobrek dokular1 katalaz enzim aktivitesi
bakimindan incelendiginde hem korteks hem de medulla bolgelerinde giiclii katalaz

pozitif immiinreaktivite tespit edilmistir (Sekil 4.46-4.49).

Sekil 4.46 Kontrol (PBS+Etanol) grubu sigan bobrek dokusu korteks bolgesinde katalaz
pozitif immiinreaktivitesi. X100
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Sekil 4.47 (PBS+Etanol) kontrol grubu sican bobrek dokusu medulla bolgesinde katalaz
pozitif immiinreaktivitesi. X100
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Sekil 4.48 Kontrol (misir yagi) grubu sican bobrek dokusu korteks bolgede katalaz
pozitif immiinreaktivitesi. X100
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Sekil 4.49 Kontrol grubu (musir yagi) sigan bobrek dokusu medulla bolgesinde katalaz
pozitif immiinreaktivitesi. X100
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CCl grubu

CCl4  siganlarin  bobrek  dokulart  katalaz  enzim  aktivitesi  bakimindan
degerlendirildiginde korteks bolgesinde tiibiillerin orta ve zayif katalaz pozitif
immiinreaktivite gostermesine kargin glomeriillerin negatif reaksiyon gosterdigi tespit

edilmistir (Sekil 4.50-4.51).

Sekil 4.50 CCl, uygulanmis grupta korteks bolgesi tiibiillerinde zayif katalaz pozitif
immiinreaktivitesi. X100

Sekil 4.51 CCl,4 grubunda orta derece katalaz pozitif immiinreaktivite gosteren tiibiiller
izlenmekte. X100
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Sekil 4.52 CCl4 grubunda medulla bolgesinde zayif katalaz pozitif immiinreaktivitesi.
X100

Melatonin gruplan

Melatonin uygulanmis CCls gruplarin bobrek korteksi katalaz enzim aktivitesi
yonunden incelendiginde yer yer yogun katalaz pozitif tiibiiller tespit edilmistir (Sekil
4.53-4.55). Medulla bolgesi ise kontrol gruplarmma benzer sekilde katalaz pozitif
reaksiyon gostermistir (Sekil 4.54-4.56).
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Sekil 4.53 10 hafta melatonin ile tedavi edilmis CCl, grubu bobrek korteksinde katalaz
pozitif immiinreaktivitesi. X100

Sekil 4.54 10 hafta melatonin uygulanmig CCls grubu bobrek medulla bolgesinde
katalaz pozitif immiinreaktivitesi. X100
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Sekil 4.55 12 hafta melatonin ile tedavi edilmis CCls grubunda korteksteki katalaz
pozitif immiinreaktivitesi. X100

Sekil 4.56 12 hafta melatonin uygulanmig CCly grubu medulla bolgesinde katalaz
pozitif immiinreaktivitesi. X100
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D vitamini gruplar

D vitamini uygulanmis gruplarin bobrek dokulari katalaz enzim aktivitesi bakimindan
incelendiginde katalaz pozitif reaksiyon gosteren glomeriiller ve tiibiiller tespit

edilmistir (Sekil 4.57-60).
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Sekil 4.57 10 hafta D vitamini ile tedavi edilen CCl, grubunda korteksteki katalaz
pozitif immiinreaktivitesi. X100
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Sekil 4.58 10 hafta D vitamini uygulanmig CCls grubu bobrek medulla bolgesinde
katalaz pozitif immiinreaktivitesi. X100
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Sekil 4.59 12 hafta D vitamini ile tedavi edilen CCl4 grubu bobrek korteksindeki katalaz
pozitif immiinreaktivitesi. X100

Sekil 4.60 12 hafta D vitamini uygulanmis CCls grubu bobrek medulla bolgesinde
katalaz pozitif immiinreaktivitesi. X100
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4.10.2 Kazpaz-3 enzim aktivitesi

Pozitif kontrol olarak kullanilan kolon dokusunda kaspaz-3 pozitif immiinreaktivitesi

tespit edilmistir (Sekil 4.61).

Sekil 4.61 Kolon dokusunda kaspaz-3 pozitif immiinreaktivitesi. X100

Kontrol gruplar

Misir yagi ve PBS+etanol kontrol gruplarina ait siganlarin bobrek dokulari kazpaz-3
enzim aktivitesi bakimindan incelendiginde kazpaz-3  immiinreaktivitesine

rastlanmamustir (Sekil 4.62-4.63).
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Sekil 4.62 Kontrol (PBS+Etanol) grubu sican bobrek dokusunda kazpaz-3 negatif
immiinreaktivitesi. X100

Sekil 4.63 Kontrol (misir yagi) grubu sigan bobrek dokusu kazpaz-3 negatif
immiinreaktivitesi. X100
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CCl grubu

CCl4 siganlarin  bdbrek  dokulart  kazpaz-3 enzim  aktivitesi bakimindan
degerlendirildiginde tiibiiller orta dereceden siddetliye kadar giden kazpaz-3
immiinreaktivite gostermistir (Sekil 4.64-4.65).

Sekil 4.64 CCl, uygulanmis gruba ait bobrek tiibiillerinde orta derecede kazpaz-3 enzim
reaksiyonu izlenmekte. Kazpaz-3 immiinreaktivite. X100

Sekil 4.65 CCl, grubunda siddetli kazpaz-3 enzim aktivitesi gésteren boyanmus tiibiiller
izlenmekte. Kazpaz-3 immiinreaktivite. X400
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Melatonin gruplar

Melatonin uygulanmis CCls gruplarin bobrek dokulari kazpaz-3 enzim aktivitesi
yoniinden incelendiginde CCly grubu ile kiyasladiginda daha zayif kazpaz-3 reaksiyon
gosteren tiibiiller tespit edilmistir (Sekil 4.66-4.67).

Sekil 4.66 10 hafta Melatonin+CCly; grubu bobrek dokusunda kazpaz-3
immiinreaktivitesi. X400

immunreaktivitesi. X400
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D vitamini gruplar

D vitamini uygulanmis gruplarin bobrek dokulart kazpaz-3 enzim aktivitesi bakimindan
incelendiginde CCl; grubuna goére bazi tibiller kazpaz-3 pozitif immiinreaktivitesi
gostermistir (Sekil 4.68-4.69).

Sekil 4.68 10 hafta D vitamini+CCl,; grubu bobrek dokusunda kazpaz-3
immiinreaktivitesi. X400

Sekil 4.69 12 hafta D vitamini+CCl, grubu bobrek dokusunda kazpaz-3
immiinreaktivitesi. X400
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5. TARTISMA ve SONUC

Genel olarak, ¢evrede bulunan toksik maddeler ve Kklinikte kullanilan ilaglar viicudun
farkli organlarinda ciddi hasarlara sebep olabilir (Adewole vd. 2007). Organlarin
toksisite duyarlilig1 cesitli faktorlerle baghdir. Ilag, endiistriyel ve cevresel kimyasallara
maruz kalma sonucunda ortaya ¢ikan bobrek hastaligi ya da fonksiyon bozuklugu
nefrotoksisite olarak tanimlanmaktadir (Asangansi vd. 2005). ilag¢ ve kimyasal
maddelerin sebep oldugu bdbrek hiicre hasarinin mekanizmasi tam olarak
anlasilamamustir. Bobrek diger organlarla kiyasladiginda iskemik veya toksik kimyasal
maddelere kars1 daha duyarhidir. Ciinkii bobregin kimyasal maddelerin toksik reaktiflere
doniismesinde 6nemli rolii vardir. Olusan toksik maddeler hiicre makromolekiillerine
baglanarak veya serbest radikalleri olusturarak oksidatif hasara yol agmaktadir (Pfaller
ve Gstraunthaler 1998).

Oksijen ATP yapimu i¢in gereken bir maddedir. Hiicreler oksijenden enerji olustururken
az miktarda olsa da zararli reaktif oksijen tiirleri (ROS) olustururlar. Bu radikaller
lipitler, proteinler ve niikleik asitler ile birleserek hiicre hasarina yol agabilir. Meydana
gelen ROS miktar1 asir1 derecede artig gosterdiginde viicutta yer alan ve antioksidan
savunma mekanizmasinda rol oynayan ajanlar aktive edilir. Bir ¢ok patolojik durumlar
sonucunda serbest radikal olusumu ve sonlanmasi arasinda bir denge bulunur. Bu

dengenin bozulmasi nedeniyle oksidatif stres ortaya ¢ikar (Sen 2005).

Karbon tetraklortiriin (CCls) biyolojik olarak tehlikeli oldugunu bilinmektedir.
Nefrotoksisite olusturmak igin deneysel caligmalarda hayvan modellerinde yaygin
olarak kullanilan toksik bir maddedir. CCl, sitokrom P450 2E1 tarafindan metabolize
edilir ve triklorometil radikalleri olusturur. Bu radikaller ¢oklu doymamis yag asitlerden
hidrojeni ayirarak lipid peroksidasyonunu baslatma yetenegine sahiptirler (Adewole vd.
2007, Giltekin ve Higyillmaz 2007). Olusan triklorometil (CCl3) radikali oksijen ile
birleserek triklormetil peroksil (CCl50;) radikalini olusturur. Peroksil radikali, hiicrenin
zar yapisinin bozulmasina sebep olmaktadir (Cetin ve Cetin 2011). Karbon tetrakloriir
sigan, fare, kaz ve insan bobrek dokularinda hasar olusturdugu i¢in ¢ogunlukla deneysel

calismalarda kullanilmaktadir (Giiven ve Yilmaz 2005, Ogetiirk vd. 2005b, Manna vd.
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2006, Mydlik ve Derzsiova 2006, Adewole vd. 2007, Kim vd. 2007, Balahoroglu vd.
2008, Hermenean vd. 2013). Thrall vd. (2000), CCl,’iin metabolize edilebilmesi
bakimindan farelerin sicanlara gore daha yiiksek kapasite ve diisiik afiniteye sahip
oldugunu goéstermislerdir. CCly ile olusturulan renal toksisite cinsiyet farkliligina bagl
olarak degisebilmektedir. Erkek farelerin renal hasara disilere gore daha hassas oldugu
bulunmustur (Kim vd. 2007). Bu ¢alismada bobrek dokusunda toksisite olusturmak igin

erkek sicanlar tercih edilmistir.

Karbon tetrakloriiriin doz miktari, uygulama sekli ve siiresine bagli olarak oksidatif
hasara sebep oldugu gosterilmistir. Kazlarla yapilan bir ¢alismada, haftada 3 kez 1 ve
1.5 ml/kg dozlarinda CCly verildikten sonra bobrek dokularinda oksidatif hasar tespit
edilmistir (Giiven ve Yilmaz 2005). Diger ¢aligmalarda farelere 10mmol/kg, 0.02ml/kg
ve 1lml/kg CCl, intraperitonal olarak farkli siirelerde verilmistir. Cikarilan bdbrek
dokularinda oksidatif stres olusumu saptanmistir (Manna vd. 2006, Kim vd. 2007,
Hermenean vd. 2013). Sicanlarin bobrek dokusunda oksidatif hasar olusturmak
amactyla Sml/kg CCly i.p olarak verilmistir (Daniels vd. 1995). Calismamizda sicanlara
10 hafta boyunca 1.5 mil/kg CCl, haftada iki kez olarak subkutan yoldan verilmistir.
CCl,4 grubundan alinan bobrek dokusunda oksidatif hasar tespit edilmistir.

CCls uygulandiginda viicut agirliginin 6nemli Slglide azaldigi saptanmistir (Adewole
vd. 2007, Manjrekar vd. 2008, El-kholy vd. 2013). Calismamizda kontrol gruplari ve

CCl, uygulanmis grupta gida alimi ve viicut agirhi@mnin arttigi tespit edilmistir.

CCls uygulanmis sicanlarin bobrek agirliginda anlamli derecede azalma oldugu
saptanmistir (Manjrekar vd. 2008, ElI-Maddawy ve Gad 2012). Buna kontrast olarak
diger ¢alismada CCl, verilen hayvanlarin bobrek agirliklarinin etkilenmedigi tespit
edilmistir (El-kholy vd. 2013). Bizim ¢alismamizda ise Ogetiirk vd. (2005a), Adewole
vd. (2007) ve Venkatanarayana vd. (2012)’nin bulgularma uygun sekilde CCly
uygulanmasindan sonra hayvanlarin bdbrek agirliklarinin 6nemli o6lgiide arttigi

gozlenmistir.
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CCls ile olusturulan renal fonksiyon bozuklugu ve patogenezi tam olarak
bilinmemektedir. Genel olarak CCl’tin ilk basta karaciger dokusunda hasara sebep
oldugu bunu takiben bobrek fonksiyonlarinin bozulmaya basladigi gosterilmistir
(Rincon vd. 1999). Bobrek hasarmin tespit edebilmesi i¢in bobrek fonksiyonu ile ilgili
serum tre ve kreatinin gibi biyokimyasal analizler 6nem tasimaktadir. Ure proteinlerin
metabolizmas1 sonucundan olusan son iriindiir. Bu maddenin emilimi renal tiibiiller
icinde gergeklestirilir. Kreatinin kas metabolizmasinin {rettigi bir viicut atigidir.
Glomeriiler filtrasyon yolu ile kandan emilir ve idrarla atilir (Anderson 1997.). El-
Maddawy ve Gad (2012), erkek albino siganlara 6 hafta boyunca haftada iki kez 2ml/kg
subkutan olarak CCl; vermislerdir. Parashuram vd. 2013 ise erkek albino si¢anlara 7
giin boyunca 3ml/kg subkutan olarak CCl, vermislerdir. iki ¢alismanm sonucunda da
serum kreatinin ve iire seviyelerini Olgiildiikkten sonra kontrol gruplarma gore
istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu tespit edilmistir. Yapilan diger ¢alismalarda
nefrotoksisite olusturmak i¢in siganlara intraperitonal ve oral olarak daha disiik
dozlarda CCl,s uygulandiginda Olgiilen serum orneklerinde kontrol gruplarina gore
yiiksek iire ve kreatinin seviyelerini saptanmistir (Hamed vd. 2012, Morakinyo vd.
2012, Venkatanarayana vd. 2012, Onuoha ve Chinaka 2013). Ancak subkutan olarak
diisiik doz CCl, verildikten sonra iire ve kreatinin seviyelerin azaldigi da gorilmiistiir
(Ogetiirk vd. 2005b). Bashandy ve Alwasel (2011) calismalarinda sicanlara
intraperitonal enjeksiyon ile 0.2ml/kg CCls; uyguladiklarinda plazma Kkreatinin
seviyesinin yiikselmesine ragmen plazma iire seviyesinin azaldigini rapor etmislerdir.
Yapilan diger ¢alismalara gore CCly uygulanmis siganlarin serum ve plazma iire
seviyesinde anlamli bir farklilik saptanmamistir (Tirkey vd. 2005, Makni vd. 2012).
2ml/kg ve 0.5ml/kg subkutan olarak CCl, verilen siganlarin kreatinin seviyesinde
anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (Ogetiirk vd.2005a, Tirkey vd. 2005). Bizim
calismamizda da bazi galismalara benzer olarak CCly ile nefrotoksisite olusturulan
grupta kontrol gruplarma gore serum fiire seviyesinin arttigi saptanmistir. Bu durum
bobrek fonksiyonunda bir diizensizligin olustugunu gostermektedir. Serum iire
seviyesindeki artisin sebebinin tiibiillerdeki hasardan dolay1 iirenin geri emiliminden
kaynaklandigr  distinilmiistir. Bu  ¢alismada  serum  Kreatinin  diizeyi
degerlendirildiginde CCl, grubu dahil tiim gruplarin arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik bulunmamistir. Bobrek fonksiyon bozukluguna ragmen bazi durumlarda
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serum kreatinin degeri normal seviyesinde bulunabilmektedir. Bobrek fonksiyonunun
daha dogru degerlendirilebilmesi icin kreatinin klirensi testi yapilmasi gerekmektedir
(Anderson 1997).

CCly uygulanmasinin bobregin glukoz filtrasyon hizini etkilemedigi gosterilmistir
(Ramarajan vd. 2102). Bu ¢alismada CCl, uygulanan siganlarin serum Orneklerinde
kontrol gruplarina gore glukoz seviyesinde istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamigtir. Caligmamizda CCl; uygulamasindan 10 hafta sonra serum sekeri
olgtimleri yapilmistir. Bu siire serum glukoz seviyesinde herhangi bir artis olup

olmadigini gostermek igin yeterli olmayabilir.

Disiik ROS seviyeleri, hiicre farklilasmasi, hiicre biiylimesi, apoptoz, bagisiklik ve
mikroorganizmalara karsi savunma gibi pek c¢ok biyokimyasal siireclerde gereklidir
(Mates vd. 1999). Ancak yiiksek seviyede bulunan serbest radikaller viicutta g¢esitli
bozukluklara yol agmaktadir. Ilk basta, serbest radikaller tarafindan olusan lipit
peroksidasyonu, hiicre membranindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol
acmaktadir. Yag asitlerinin peroksidasyonu sonucundan olusan {i¢ karbonlu diisiik
molekiil agirlikli bir aldehit MDA, lipid peroksidasyonun en 6nemli son iiriiniidiir.
MDA belirlenmesi lipid peroksidasyonunun degerlendirilmek i¢in en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir (Tirkézkan vd. 2006). Yapilan pek ¢ok ¢alismada CCly’tin lipid
peroksidasyonunu arttirdigi gésterilmistir (Abraham vd. 1999).

Siganlarda yapilan calismalarda, 0.5ml/kg dozunda CCl, verildikten sonra bdbrek
dokularinda MDA diizeylerinini anlamli bir sekilde artig gosterdigini rapor edilmistir
(Ogetiirk vd. 2005b, Manjrekar vd. 2008, Cetin ve Cetin 2011). 1ml/kg CCl, verilen
gruplarin bobrek dokularinda MDA diizeylerin yiikseldigi belirtilmistir (Manna vd.
2006, Adewole vd. 2007, Ganie vd. 2011, Makni vd. 2012). Kazlar ve siganlarda
yapilan diger c¢alismalarin sonucuna gore 1.5ml/kg CCl; uygulandiginda bobrek
dokularinda MDA diizeylerinin kontrol gruplarina gore arttigi kaydedilmistir (Giiven ve
Yilmaz 2005, Ramarajan vd. 2012). Tirkey vd. (2005), El-Maddawy ve Gad (2012),
sicanlara 2ml/kg CCly’iin subkutan yoldan verilmesinden sonra bdbrek dokularnda

MDA diizeylerinin yiiksek oldugunu saptamislardir. Diger bir ¢alismada, Wistar albino
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sicanlara intraperitonal olarak 3ml/kg CCl, verildiginde bobrek doku MDA diizeylerinin
kontrol grubuna gore yiiksek oldugu bulunmustur (Anand ve Gokulakrishnan 2012).
10ml/kg CCl, dozunda intraperitonal yolla si¢anlara tek doz uygulandiginda bobrek
dokularinda daha yiiksek MDA diizeyi gosterilmistir (Karadeniz vd. 2009).
Calismamizda 1.5ml/kg CCly dozu siganlara 10 hafta boyunca subkutan olarak
verilmistir. CCls grubu bobrek doku MDA diizeylerininin kontrol gruplarina gore arttigi

ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur.

ROS hiicre i¢i GSH konsantrasyonu, SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerini azaltarak
antioksidan savunma sistemi etkiler (Adewole vd. 2007). Serbest radikallere karsi
savunma sisteminde bulunan, serbest radikallerin birikimini ve lipid peroksidasyonun
baglamasini onleyen siiperoksit dismutaz, GPx ve CAT enzimleri hidrojen peroksidi
(H207) dokulardan uzaklastirarak antioksidan olarak gorev yaparlar. Bu antioksidanlarin
hiicre i¢i diizeyleri ve faaliyetleri arasinda bir denge vardir (Mates vd. 1999). CCl,
verilen sigcanlarin bobrek dokularinda GSH, SOD ve CAT enzim aktivitelerinin 6nemli
olglide azaldig1 kaydedilmistir (Szymonik-Lesiuk vd. 2003, Tirkey vd. 2005, Manna vd.
2006, Adewole vd. 2007, Karadeniz vd. 2009, Bashandy ve Alwasel 2011, Cetin ve
Cetin 2011, Ganie vd. 2011, Anand vd. 2012, ElI-Maddawy ve Gad 2012, Makni
vd.2012). Ancak yapilan diger caligmalarda CCl, verilen siganlarin bobrek dokularinda
GSH, SOD ve CAT enzim aktivitelerinin arttigi gosterilmistir (Oztiirk vd. 2003,
Ramarajan vd. 2012). Bu g¢aligmada CCls uygulanmis sicanlarin bobrek dokularinda
kontrol gruplari ile karsilastirildiginda GSH ve SOD enzim aktivitesinin azaldig: tespit
edilmistir. Ancak CAT enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanmamuistir.

Nitrik oksit viicudun cesitli bolgelerinde yapilir ve bircok sistemde 6nemli bir roli
vardir (Jerca vd. 2002). Eslenmemis tek elektron igeren nitrik oksit anyon radikali ile
reaksiyona girdikten sonra dokulara son derece zarar veren peroksinitriti
olusturmaktadir (Tamer vd. 2000). Nitrik oksit ateroskleroz, diyabet, iskemi-
reperfiizyon ve inflamasyon gibi farkli patolojik siireglere katilimi hala arastirilmaktadir
(Jerca vd. 2002). Yapilan galismalarda 10ml/kg ve 1.6g/kg tek doz olarak CCl, verilen

siganlarin  bobrek dokulariin nitrik oksit diizeylerinde artma gozlenmistir (Karadeniz
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vd. 2009, Cetin ve Cetin 2011). Bizim ¢alismamizda farkli olarak 1.5 ml/kg CCl,
uygulandiginda CCl, grubuna ait bobrek dokularinda nitrik oksit diizeyinde artma tespit

edilmemistir.

CClytin tek basina bobrek dokusunda belirgin histopatolojik hasara yol agtigi
bildirilmistir (Adewole vd. 2007). Ogetiirk vd. (2005a,b), CCls’e bagli bobrek doku
hasarinin daha ¢ok korteks bolgesinde goriildiigiinii medulla bolgesinin ise daha az
etkilendigini bildirmislerdir. Bu g¢alismada CCls hasar1 belirgin olarak arastircilarin
bulgularina uygun sekilde korteks bolgesinde gozlenmistir. CCls’e bagli bobrek hasari
tiibiil epitelinde yaygin vakuolar dejenerasyon ve konjesyon ile karakterize edilmistir
(El-kholy vd. 2013). Diger ¢alismada CCly toksikasyonu ile olusan bobrek doku hasari
incelendiginde belirgin glomeriiler ve tiibiiler hasar tespit edilmistir (Makni vd. 2012).
CCly ile olusturulan bobrek hasari incelendiginde bobrek doku Bowman kapsiilii ve
glomerul dejenerasyonu, hiicresel vakuolizasyon, nekrotik alanlar (Venkatanarayana vd.
2012) ve belirgin inflamatuar degisiklikler gosterilmistir (Manjrekar vd. 2008). Firat vd.
(2009) yaptiklar1 calismalarinda glomeriil kapillerinde genisleme, proksimal tiibiil
hiicrelerinin bazal kisimlarinda vakuolizasyon ayirt etmislerdir. Olagunju vd (2009)
glomeriiler ve tiibiiler hiicrelerin hidropik dejenerasyonu ile karakterize edilen siddetli
glomeriiler ve tiibiilo-interstisyel nekroz saptamislardir. Ilave olarak bébrek dokusunda
epitel hidropik degisikligi, dejeneratif degisiklikler, yogun kortikal hasar, fokal
glomertiiler nekroz, glomeriillerde hiposelliilerite ve kiigiilme, tiibiiler dilatasyon, epitel
hiicre vakuolizasyonu ve nekrotik alanlar, glomeriiler bazal membran kalinlagsmast,
interstisyel hiicre infiltrasyonu ve bazi tiibiillerde intraluminal kast gosterilmistir
(Oztiirk vd. 2003, Adewole vd. 2007, Jaramillo-Juarez vd. 2008, Morakinyo vd. 2012,
Ramarajan vd. 2012). Calismamizda arastiricilarin bulgularina uygun sekilde CCly
uygulanmis grupta bobrek doku korteks bolgesinde belirgin glomeriiler ve tiibiiler
degisimler tespit edilmistir. Tibiillerde dilatasyon, tiibiilo-interstisyel bolgelerde
belirgin hemorajik alanlar, proksimal tiibiil hiicrelerinde firgamsi kenar kaybi, genel
olarak proksimal ve distal tiibiil hiicrelerinde sisme, vakuolizasyon ve ayrilma,
glomeriiler atrofi, belirgin glomeriiler konjesyon, Bowman kapsiilii bazal membraninda
kalinlasma ve Kkortiko-mediiller bolgede intersitisyal inflamatuvar hiicre infiltrasyonu

Saptanmistir.
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Bobrek fibrozisi organ kaybina sebep olan primer patolojik bir siirectir (Schnaper
2005). Kronik bobrek hastaliginda goriilen fibrozis hiicre-dis1 matriks birikimi ile
karakterize edilmektedir (Efstratiadis vd. 2009). CCl, ile olusturulan bobrek hasari
sonucu bag dokuda belirgin bir kollajen artis1 oldugunu dikkati ¢ekmistir. Bu artisin
fibrozis olusumunun bir gostergesi oldugu ileri siiriilmiistiir (Ogetiirk vd. 2005a,b,
Hamed vd. 2012, Hermenean vd. 2013). Bizim ¢alismamizda da CCl,uygulanan grupta

tiibiilo-interstisyel alanda ve kortiko-mediiller bolgede kollajen lif artis1 gozlenmistir.

CCly’tin katalaz enzimi dahil dokuda bulunan antioksidan enzim diizeylerini azalttigi
bildirilmistir (Adewole vd. 2007). Katalaz hemo-protein enzimlerinden biridir
(Morikawa ve Harada 1969). Johkura vd. (1998), sican bobreginde peroksizomal
enzimlerin immiinohistokimyasal lokalizasyonunu incelemislerdir. Bobrek doku
korteksinde proksimal tiibiil epitelinde belirgin katalaz immiinreaktivite goriildiigiinii,
medulla bolgesinde ise katalaz immiinreaksiyonuna rastlanmadigini bildirmislerdir.
Sigirlarda yapilan bir ¢alismada bobrek dokusunda katalazin spesifik olarak proksimal
tiibiil hiicrelerinin sitoplazmasinda lokalize oldugu tespit edilmistir. Ayni1 ¢aligmada;
proksimal tiibiil epitel hiicre cekirdeklerinde ve distal tiibiil hiicrelerinde katalaz
immiinreaksiyonuna rastlanmadigi bildirilmistir (Morikawa ve Harada 1969). Bingol ve
Kocamis (2010) ¢aligmalarinda, deneysel olarak diyabet olusturulmus farelerin bobrek
dokularinda katalaz enzim lokalizasyonunu arastirmiglardir. Farelerin proksimal tiibiil
epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda katalaz immiinreaksiyonu gozlemislerdir. Ancak
proksimal tiibiil hiicre ¢ekirdeklerinde ve distal tiibiil hiicrelerinde Kkatalaz
immiinreaksiyonuna rastlamamislardir. Caligmamizda genel olarak kontrol ve CCl,
gruplarinda spesifik olarak katalaz immiinreaksiyonu goriilmistiir. Ancak CCl,
grubunun kontrol gruplarina goére zayif Katalaz immiinreaktivitesi gosterdigi tespit

edilmistir.

CCly serbest radikal olusumuna yol agan bir toksindir (Cetin ve Cetin 2011). Asir
serbest radikal iretimi nekroz ya da apoptoz seklinde hiicre oliimiine yol agar
(Kunduzova vd. 2003). Apoptozisin erken evrelerinde kaspaz proteinleri salinmaya
baglar ve aktive olurlar. Kaspaz enzimleri hiicrenin diger sindirim enzimlerini de

harekete gecirirler. Kaspaz enzimi aktive oldugunda hiicre hem morfolojik hem de
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biyokimyasal olarak degisir. Apoptosiz sirasinda ilk gorev alan kaspazlar 2, 8 ve 10 gibi
baslatic1 kaspazlardir. Sonraki asamalarda ise kaspaz 3, 6 ve 7 effektor kaspazlar olarak
gorev alirlar (Yildirim vd.2010).

Apoptoz renal iskemi reperfiizyon hasari sirasinda hiicre 6limi igin birincil bir
mekanizmadir. Bu nedenle kaspaz-3 aktivitesi iskemi-reperfiizyon g¢alismalarda ¢ok
aragtirtlmistir (Kunduzova vd. 2003, Sinanoglu vd. 2012). CCly ile olusturulmus
nefrotoksisitede kaspaz-3 aktivitesi ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan
caligmalarda CCl,’tin 6zellikle hepatositlerde apoptoza yol agtigi (Shi vd.1998) ve
hepatositlerin kaspaz-3 immiinreaktivite gosterdigi (Sun vd.2001, Cai vd.2005) ortaya

konmustur.

Zhang (2006), arastirmasinda siganlara 3ml/kg dozunda 2 ve 6 hafta subkutan olarak
CCly vermistir. 2 hafta CCl, uygulanan grubun bobrek dokusunda proksimal tiibiil
hiicrelerinde apoptoza rastlamistir. Ancak bu hiicrelerde Kaspaz-3 ve Bax pozitif
ekspresyon tespit etmemistir. 6 hafta CCl; uygulanmis si¢anlarin bobrek dokusunda az
apoptotik proksimal epitel hiicreleri goriiliirken distal tiibiillerde daha fazla apoptotik
hiicre saptamistir. Bu grupta Kaspaz-3 ve Bax pozitif ekspresyonu imiinohistokimyasal
olarak tespit edilmistir. Calismamizda CCl; uygulanmasinin sigan bobrek dokusunda
apoptoza yol a¢ip agmadigi arastirilmistir. CCl, grubuna ait bobrek dokusunda kontrol
gruplar ile kiyaslandiginda yogun kaspaz-3 immiinreaktivitesi saptanmistir. Oksidatif
hasar CCl, nefrotoksisitesi olusturmak icin temel bir mekanizmadir. Calismamizda
CCls’e bagh nefrotoksisite sonucunda kaspaz-3 enzim aktivivasyonu tespit edilmistir.
Bundan dolay1 CCl,’tin apoptoz olusumuna yol ac¢tigi ifade edilebilir. Ancak yapilan
caligmalarda ilave olarak bobrek dokusunda apoptozun belirlenebilmesi icin TUNEL

tekniginin de kullanilmasi 6nerilmektedir.

Bu calismada melatonin ve D vitamininin hem koruyucu hem de iyilestirici rollerinin
anlasilmasi i¢in 2 ilave grup olusturulmustur. Melatonin ve D vitamini 10 hafta boyunca
CCly ile birlikte uygulanmustir. ilave gruplarda CCly enjeksiyonu kesilip 2 hafta sadece

melatonin ve D vitamini verilmesine devam edilmistir.
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Melatoninin giiglii bir antioksidandir. Klasik antioksidanlardan farkli olarak melatonin
redoks dongiisiinii ugramaz ve bu sekilde oksidasyon gelismesine bir Kkatkisi
olmamaktadir (Tan vd. 2000, Giiltekin ve Higyilmaz 2007). Melatonin nefrotoksisiteye
kars1 kullanilan gii¢lii bir antioksidandir (Yousef vd. 2011, Kilig vd. 2013). Bobrek
dokusunda olusan oksidatif hasar1 korudugu bildirilmistir (Lee vd. 2012, Ramamoorthy
vd. 2014). CCls’e bagli bobrek hasarmma karst melatoninin koruyucu etkisi tespit
edilmistir (Ogetiirk vd. 2005a, Adewole vd. 2007).

Ogetiirk vd. (2005a), Wistar albino siganlara 4 hafta boyunca giinasir1 subkutan olarak
0.5ml/kg CCl, verilmesi ile beraber 25mg/kg dozunda melatonin vermislerdir.
Calismanin bulgularina goére CCl, etkisi ile bobrek doku agirliklarinin arttig
gozlenmistir. Melatonin uygulanmis siganlarin bobrek doku agirliklarinin  kontrol
grubuna yakin oldugu tespit edilmistir. Alinan serum 6rneklerinde melatonin ile tedavi
edilen CCl; grubunda {ire diizeylerin azaldigi bildirilmistir. Histolojik olarak
melatoninin bobrek dokusunda goriilen dejeneratif hasari 6nemli Olgiide azalttig
saptanmigtir. Adewole vd. (2007), sicanlara giinasir1 olarak 3 giin 5mg/kg subkutan
yolla sadece melatonin verdikten sonra 8 hafta boyunca melatonin ve 1ml/kg CCl,’u
subkutan olarak enjekte etmislerdir. Calismanin sonucunda melatonin uygulanan CCly
grubunda bobrek doku agirliklarinin 6nemli dlglide azaldigi gosterilmistir. Melatonin
tedavisinin serum orneklerinde yiiksek nitrit, iire ve kreatinin seviyesini dnemli 6lgiide
azalttigr tespit edilmistir. Bobrek doku oOrneklerinde melatonin uygulanan CCly
grubunda tiobarbitiirik asit reaktif maddelerin (TBARS) seviyeleri azalirken, GSH,
SOD ve katalaz seviyelerininin yiikseldigini bildirilmistir. Histolojik olarakta melatonin
verilen grupta bobrek dokusunun normal morfolojisinin korundugu goézlenmistir.
Calismamizda 10mg/kg dozunda melatonin subkutan olarak hergiin verilmistir. Diger
aragtiricilarin  bulgularina benzer sekilde, sadece CCls uygulanan grupta bobrek
kitlesinin arttig1 melatonin ile tedavi edilen CCl, grubunda ise azaldigi tespit edilmistir.
Ancak melatonin tedavisi CCl, grubunda serum iire artisinda bir etki gostermemistir.
CCl,4 grubunda yiiksek seviyede bulunan MDA’ nin melatonin ile tedavi edilen gruplarda
azaldig1 gozlenmistir. CCly grubuna ait bobrek dokularinda GSH ve SOD diizeyleri
azalmistir. Melatonin uygulamasi ile GSH diizeyin arttig1 gosterilmistir. SOD diizeyi ise

10 hafta melatonin uygulanan CCl; grubunda artmamistir. Ancak 12 hafta melatonin
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verilen CCl; grubunda SOD diizeyinin 6nemli Olglide arttigi tespit edilmistir.
Calismamizda melatoninin koruyucu etkisi ile ilgili histolojik sonuglarin oksidatif
hasara karsi antioksidan sonuglarla da desteklendigi gosterilmistir. Histolojik olarak
CCly’e bagli bobrek dokusunda olusan hasarin melatonin tedavisi ile azaldigi ve
ozellikle 12 hafta melatonin uygulanmis CCly grubu bobrek dokularinda proksimal
tiibiil hiicrelerinin apikalinde firgamsi1 kenarlarin korundugu gozlenmistir. 12 hafta
melatonin uygulanan CCl, grubu sigcanlarda PAS boyasi sonuglarina gore kontrol

gruplarina yakin bir bobrek doku goriintiisii izlenmistir.

Katalaz enziminde olusan hasarin melatonin ile 6nlenebildigi ileri stiriilmistiir (Mayo
vd. 2003). Calismamizda bobrek dokusunda katalaz enziminin antioksidan aktivitesi
biyokimyasal olarak belirlenmistir. Ayrica c¢alismada katalaz enzim aktivitesi
immiinohistokimyasal sonuglarla da desteklenmistir. CCls grubuna ait bdbrek
dokusunda zayif katalaz immiinreaktivitesi saptanmustir. Arastiricilarin bulgulart ile
uyumlu olarak melatonin tedavisi ile bu enzimin bdbrek dokusunda korundugu

gbzlenmistir.

Melatonin hiicre apoptozu ve nekrozunun engellenmesinde ve kaspaz-3 aktivitesininin
bloke edilmesinde onemli bir role sahiptir (Kunduzova vd. 2003, Sinanoglu vd. 2012).
Iskemi-reperfiizyon renal hasar1 ile yapilan calismalarda melatoninin renal tiibiiler
apoptozis tizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Sinanoglu vd.
2012). Bu ¢alismada da CCl, grubunda yogun kaspaz-3 immiinreaktivitesinin melatonin
tedavisi ile azaldig1 ve dolayisiyla melatoninin bobrek dokusunda antiapoptotik etkiye

sahip olabilecegi diigtinliilmiistiir.

D vitamini biyolojik olarak aktif degildir. Biyolojik fonksiyonlar1 ger¢eklestirmek igin
once karacigerde 25-hidroksivitaminD3’e metabolize edilmesi ve daha sonra bobrekte
aktif formu olan 1 alfa 1,25-dihydroxyvitamin D3’e doniistiiriilmesi gerekir. D
vitaminin aktif formu renal tiibiiler hiicrelerin de dahil oldugu gesitli hiicrelerde
metabolik etkisini gosterir. D vitamini kalsiyum ve fosfat homeostazini diizenler. Bunun

yani sira D vitamini 1% kalsiyum geri emiliminde rol oynayan distal tiibiillerin
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uyarilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Makin vd. 1989, Zehnder vd. 1999, Deluca
2004).

Kronik renal hastalarda 1 alfa hidroksilaz aktivitesinin azalmasindan dolay1 D vitamini
eksikliginin yaygin oldugu tespit edilmistir. 1 alfa hidroksilaz 25-hidroksivitamin D3’{in
bobrekte son hidroksilasyon asamasinda ve 1,25 OH;D3 formuna doniistiiriilmesinde rol
oynamaktadir. (Andress 2006, Levin vd. 2007, Querfeld ve Mak 2010). Diisiik D
vitamininin boébrek hastaliginin ilerlemesine sebep oldugu gosterilmistir (Melamed
vd.2009).

Bobrek hasarinda renin anjiotensin sistemi (RAS) etkin rol oynar (Hur vd. 2013). D
vitamini renin ekspresyonunu baskilayarak renin anjiotensin sistemi iizerindeki negatif
diizenleyici bir etkiye sahiptir (Freundlich vd. 2008). Yapilan ¢alismalarda bobrekteki
renin anjiotensin sistemin aktivasyonu sonucunda, D vitamini reseptorii bulunmayan
farelerin bobrek dokularinda ekstraseluler matriks birikimi, glomeriiloskleroz (Zang vd.
2008), intersitisyal fibrozis ve tiibiiler atrofi (Zang vd. 2010) gibi ciddi bobrek hasarinin
gelisebildigi ortaya konmustur. Parikalsitol ile tedavi edilen sigan bdbreklerinde renin
anjiotensin sisteminin inhibe edilerek tiibiilointerstisyel ve glomeriiler hasarin azaldigi

gosterilmistir (Freundlich vd. 2008).

Renal iskemi-reperfiizyon hasari olusturmadan 6nce D vitamini kullandiginda tiibiiler
hiicre nekrozunun azaldigi ve tiibiiler hiicre proliferasyonunun arttigi gosterilmistir

(Kim vd. 2005).

D vitamininin biyoaktif TGF-betal seviyeleri ve sinyalizasyon sisteminin diizenleyerek
ve immiinomodulatér fonksiyon gosterek bobrek naklinde kronik rejeksiyonunun

gelisimini degistirebilecegi ifade edilmistir (Aschenbrenner vd. 2001).

D vitamini ile ilgili yapilan ¢alismalarda CCl, nefrotoksisitesine karsi D vitamininin
etkisi ile ilgili yeterli kaynaga rastlanmamistir. Cesitli hayvan modellerinde yapilan

bobrek ile ilgili calismalarda D vitamini ve analoglarinin etkileri incelenmistir. Schwarz
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vd. (1998), siganlarda glomeriiloskleroz tizerine 1,25 (OH),Dj3 etkisini incelemislerdir. 8
ve 16 hafta boyunca hergiin 30ng/kg 1,25 (OH);D3 uygulanmasinda glomeriiler
hacmin 6nemli 6l¢iide azaldigini gostermislerdir. Benzer sekilde, Hirata vd. (2002),
siganlarda D vitamini analogu olan 22-Oksa-kalsitriol’iin  bobrekteki — etkisi
incelemislerdir. Bu analogun glomerulosklerozisi onemli o&lgiide inhibe ettigini

saptamiglardir.

Iskemi-reperfiizyon hasar1 olusturulmadan 7 giin énce 0.5 pg/kg dozunda D vitamini
intraperitonal olarak 6n tedavi amagli uygulandiginda kan tire ve serum kreatinin
diizeylerinin azaldig1 tespit edilmistir (Kim vd. 2005). Sinanoglu vd. (2012), iskemi-
reperfiizyon hasarindan sonra bdobrek fonksiyonlarinda D  vitamininin etkisini
incelemislerdir. Siganlara bir hafta 6nce 0.5ug/kg D vitamini 7 giin boyunca
intraperitonal olarak enjekte etmislerdir. D vitamininin yiikselmis serum iire ve
kreatinin diizeyini onemli olgiide azalttigini gostermislerdir. Benzer bir ¢alismada
parikalsitol tedavisinden iki hafta sonra kreatinin konsantrasyonunun azaldigi
bildirilmistir (Freundlich vd. 2008). Hur vd. (2013), gentamisin kaynakli akut bobrek
hasar1 olusturulmus deneysel sican modelinde D vitamininin etkisini arastirmislardir.
Siganlara 8 giin boyunca 0.4mcg/kg subkutan olarak 1a, 25 (OH),D3; her giin
vermiglerdir. Ancak diger arastiricilarin bulgularindan farkli olarak D vitamini
tedavisinin artmis {ire ve kreatininin diizeylerini etkilemedigini saptamiglardir. Nefritik
sicanlarda yapilan benzer bir ¢alismada 250 ng/ kg dozda D vitamini uygulanmasindan
sonra iire ve kreatinin diizeylerinde degisiklik tespit edilmemistir (Panichi vd., 2001).
Calismamizda D vitamini, 0.5 ng/kg dozunda 10 ve 12 hafta boyunca intraperitonal
olarak hergiin enjekte edilmistir. D vitamini verilmesinin bir kisim arastiricilarin

bulgularina benzer sekilde serum iire diizeylerini azalttig: tespit edilmistir.

Hur vd. (2013), gentamisin ile indiiklenen bdbrek hasarinda glutatyonunun diisiik
seviyede bulundugunu gostermislerdir. D vitamini tedavisi ile glutatyon seviyesinde
anlamli artis oldugu saptanmistir. Calismamizda benzer sekilde D vitamini tedavisi

CCl4 toksikasyonu ile uyarilan diisiik GSH diizeyini arttirmistir.
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Histopatolojik olarak Kim vd. (2005), arastirmalarinda D vitamini ile muamele edilmis
siganlarin bobrek dokusunda proksimal tiibiil hiicrelerinin iskemi-reperfiizyon grubu ile
karsilastirildiginda, daha az nekroza ugradigini ortaya koymuslardir. Panichi vd. (2001),
D vitamininin nefrit durumundaki morfolojik degisiklikleri inhibe ettigini
gostermislerdir. 250 ng/kg dozunda D vitamini ile tedavi edilen si¢anlarda
glomerullerde polimorfoniikleer hiicre birikiminin azaldig1 gozlenmistir. D vitamini ve
analoglarinin  (parikalsitol) renal interstisyel fibrozis ve inflamasyonu azaltmada
koruyucu bir etkiye sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Tian vd. 2007, Tan vd. 2009).
Ayrica D vitamininin tip | kollajen ve trombospondin-1 ekspresyonu baskiladigi da
gosterilmistir (Li vd. 2005). Calismamizda D vitamini ile tedavi edilen CCl, si¢anlarin
bobrek dokusundaki degeneratif degisikliklerin, interstisyel inflamasyon ve kollajen lif

artisinin azaldigi gézlenmistir.

Renal proksimal tiibiiller toksik substratlara kars1 olduk¢a duyarlidir. Bu tiibiiller fazla
miktarda mitokondri igerir (Isaka vd. 2011). Mitokondriyal hasar mekanizmasinin, akut
bobrek zedelenmesi sirasinda tiibiiler hiicre nekrozu ve apoptotik siiregte 6nemli rol
oynadigr ileri siiriilmistiir (Brooks vd. 2009). D vitamini ile tedavi edilen siganlarda
nefrit sicanlara gore apoptotik hiicre sayisinin azaldigi gézlenmistir (Panichi vd. 2001).
Proapoptotik faktor Kaspaz-3 apoptoz mekanizmasinda onemli rol oynamaktadir
(Kunduzova vd. 2003). Iskemi-reperfiizyon hasar1 ile ilgili yapilan bir calismada
iskemi-reperfliizyon grubunda tiibiiller ve glomeriillerde orta ve yogun derecelerde
kaspaz-3 immunoreaktivitesi saptanmigtir. Ayni ¢aligmada 7 giin boyunca intraperitonal
olarak 0.5 pg/kg dozunda D vitamini verildikten sonra tiibiiller ve glomeriillerde zayif
veya orta derecede kaspaz-3 immiinoreaktivite gozlenmistir (Sinanoglu vd. 2012).
Calismamizda 0.5 pg/kg dozunda D vitamininin intraperitonal olarak 10 ve 12 hafta
uygulandigr gruplarda CCl, grubu ile kiyaslandiginda zayif kaspaz-3 immiinreaktivitesi
saptanmigtir. Bu sonug, D vitamininin bobrek toksisitesine karsi antiapoptotik bir role

sahip oldugunu diistindlirmiistiir.

Sonug olarak; bu ¢aligmada CCl, ile kronik bobrek hasari olusturulup bu biyolojik
ajaninin nefrotoksik etkisi saptanmistir. Melatonin ve D vitamininin hem koruyucu hem

de iyilestirici etkileri biyokimyasal, histokimyasal ve immiinohistokimyasal
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parametrelerle tespit edilmistir. Melatonin ve D vitamini tedavisinin, CCl,’e bagh
bobrek fonksiyon bozukluklarini engellemesi, lipit peroksidasyonunu azaltmasi,
antioksidan aktiviteleri arttirmasi, histopatolojik degisiklikleri azaltmasi, kollagen lif
birikimi ve artisin1 inhibe etmesi ve kaspaz-3 bagimli hiicre apoptozunu 6nlemesiyle
bobrek hastaliklarinin tedavisi i¢in yeni terapotik hedeflerin olugturulmasia 6nemli
katkilar saglayabilecegi diisiiniilmiistiir. CCly ile olusturulan nefrotoksisiteye karsi
melatoninin ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Ancak kaspaz-3 aktivitesine bakilmamustir.
Calismamizda diger ¢alismalardan farkli olarak kaspaz-3 enzim aktivasyonu
bakimindan melatoninin CCly ile indiiklenmis nefrotoksisiteye karsi antiapoptotik etkisi
de tespit edilmistir. Deneysel olarak CCly ile olusturulmus nefrotoksisiteye karst D
vitamininin etkisi ile ilgili ¢alismalara rastlanmamistir. Bunun i¢in D vitamini ile ilgili
elde ettigimiz bulgular orjinal olup klinik diizeyde bobrek hastaliklarinin tedavisi ile
ilgili ileri asamalarda yapilacak c¢alsmalar igin baslangic teskil edebilecegi ileri

surtlebilir.
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