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1.GIiRIi$

Bir nitrojen mustard tirevi olan siklofosfamid (2H-1,3,2-
oxazaphosphorine, 2-bis (2-chloroethyl) amino tetrahydro-, 2-oxide)
ilk defa Arnold ve Bourseaux tarafindan 1958’de sentez edilmigtir ve
hélen, kanser tedavisinde bir antineoplastik ajan olarak, organ
transplantasyonundan 8nce ve bazi neoplastik olmayan hastaliklarda
ise immunosupressif bir ajan olarak kullaniimaktadir.

Antikanserojen , kanserojen, immanosapressif ve sitotoksik
dzelliklere sahip bu ilacin etkisini gésterebilmesi igin metabolik ak-
tivasyonu sarttir (Foley ve ark., 1961; Brock ve Hohorst, 1967; Brock
ve ark., 1971; Patel, 1990). Bazi arasgtiricilar siklofosfamid ak-
tivasyonunun sadece karacigerde meydana geldigini, diger organiarda
siklofosfamidin aktive olmadidini ileri siirerken (Foley ve ark., 1961;
Sladek. 1971), baz) arastiricilar da siklofosfamid aktivasyonunun
sadece karacigerde degil, cok az miktarda bobrekde (Brock ve
Hohorst, 1967 ; Gurtoo ve ark.. 1985) va akcigerde (Brock ve Hohorst,
1967; Patel, 1990) meydana geldigini bildirmektedirler.

Mikrozomal karisik fonksiyonlu oksidaziar (MFO) olarak
adlandirilan bir mikrozomal enzim sistemi, bir ¢gok ilaci oldugu gibi,
siklofosfamidi de aktive eder (Sladek, 1971). Bu MFO sistemin, sik-
lofostamidin biyokimyasal aktivasyonundan ve detoksifikasyonundan
sorumlu oldugu ve bu ilacin, metabolize olmadan 6nce inaktif oldugu
veya sitotoksik etkiye sahip olmadigi gosterilmistir (Gershwin ve ark.,
1974; Gurtoo ve ark.. 1985). Metabolik aktivasyon sonucu. siklofos-
famidin iki reaktif sitotoksik metabolit olan akrolein ve fosforamid mus-
tarda metabolize oldugu tespit edilmistir (Berrigan ve ark., 1982;
Gurtoo ve ark.. 1985). Akroleinin, MFO sisteminin 6nemli bir unsuru
olan sitokrom P-450 yi denature ederek, MFO sistemini baskiladigi ve
bu baskilanmadan sorumlu olan akroleinin de idrar kesesinde (Ber-
rigan ve ark., 1982; Gurtoo ve ark., 1985) ve akcigerde (Patel, 1990)
toksisiteye neden oldufu ileri saralmostiar. Ayrica, deneysel bdbrek
yetmezliginin ilag metabolizmasina ait MFO sistemini bozdugu ve



bu sistemdeki hasarin da mikrozomal sitokrom P-450 yi azalttigi belir-
tiimigtir (Gibson, 1985).

Freeman ve Crapo (1982), ilaca maruz kalan organizmalarin
cesitli ¢dzulebilir hicre elemanlarinda, oksidasyon ve reduksiyon
reaksiyonlari sonucu, serbest radikallerin olustudunu ve bu radikal-
lerin yapisal, metabolik ve genetik materyali degistirerek tim biyolojik
olaylari etkiledigini belirtmiglerdir. Bu aragtiricilara goére, hacre
elemanlarini serbest radikal hasarindan korumak igin geligen mekaniz-
malar, bazi durumlarda, toksisite gibi gevresel faktérlerden etkilen-
mektedir. Patel (1990) ise, MFO sistem vasitasiyla olugsan serbest
oksijen radikallerinin ve reaktif siklofosfamid metabolitlerinin, zar
lipidleri ve proteinlerinde peroksidatif bir hasar olusturdugunu ileri
sarmastar.

Siklofosfamidin karaciger vasitasiyla kana gegtigi, kan
dolasimi ile de sistemlerin tamamina dagiidi§i ve kismen dokuda kalan
siklofosfamidin bosaltim organlarindan gegerek atildi§) veya tekrar
karacigerde aktive oldudu bilinmektedir (Sekil:1). Aktive olan metabo-
litler, vicuda ait dokularin timine ya da tamére, yine kan dolagimi
yolu ile ulagmaktadir (Brock ve ark., 1971).

Siklofosfamid verimesi

Bosaltwn organior: |
\drar-Safra

Sekil 1. Siklofostamid metabolizmas!



Steinberg (1984), 6nemli hicre makromolekiillerini ve genel-
likle hizli bélanen 8ldartca hacreleri alkile ve fosforile eden siklofos-
famidin ¢oJalmayan hicrelere karsi da etkili oldugunu belirtmistir.
Arasgtiriciya gore, siklofosfamid hem B hem de T lenfositieri ile olugsan
immin cevabi baskiladigindan, birgok kétacal olmayan iltihabi
hastaliklarda, son bir gare olarak, bu ilaca bagvurulmakta ve béylece
ilacin immin olarak olugsmusg yikimi da gecikmektedir. Ayrica, siklofos-
famidin I6kosit sayisinda bir azalmaya sebep oldudu da bilinmektedir
(Mills ve ark., 1979; Jalil ve ark., 1987).

AntidiGretik hormon gibi bir etkiye sahip olan siklofosfamidin
(Steele ve ark., 1973) verilmesinden sonra 24 saat icinde, intraven6z
olarak fazla miktarda sivi verilmesinin, hastalari idrar kesesi iltihab
riskinden koruduguna ve bu durumda, idrar toplayici sistemde hasar
ve I6semi ihtimalinin ortadan kalktigina inaniilmaktadir (Steinberg,
1984).

Siklofosfamidin in vivo metabolizmasi, in vitro galigsmalarla des-
teklenerek, erkek ve disi siganlarda arastirilmig ve erkek sigan
karacigerinden elde edilen mikrozomlarin, disi sicanlardan elde edilen
mikrozomlara gbre siklofosfamidin metabolize olmasini 6 ile 7 kat daha
hizly katalize ettikleri Sladek (1971) tarafindan go6sterilmigtir. Bu
arastiriciya gore, siklofosfamidin intraperitonal enjeksiyonundan
sonra erkek siganlarin kaninda disilere gore gok daha fazla aktivite
gbsteren hepatik mikrozomal enzim sistemi, ancak enjeksiyondan 60
dakika sonra, her iki cinsiyette de ayn: aktiviteye ulagmaktadir.

Tardiff ve Dubois (1969). nitrojen mustardiarin geng
sigcanlarin karacigerlerinde mikrozomal enzimlerin geligsmesinde X-
Isinlamasina benzer inhibitdor etki gosterdiklerini, ayrica ergin
hayvanlarin karacigerlerinde de mikrozomal enzimlerin aktivitelerinin
azaldigini belirtmiglerdir. Arastiricilara gdre, bu bulgular, hepatik mik-
rozomal enzimler ile zehirsiz hale getirilen ilaglarin toksik etkisindeki
artigin alkile edici ajanlar ile tedavi esnasinda meydana geldigini
gbstermektedir,

Organizmalarin bazi dokularinin siklofosfamide duyarit oldugu
yapilan galigsmalarla ortaya konmustur. Bu ilacin, karaciger (Lavin ve
Koss, 1971a; Bolkent, 1987), idrar kesesi (Philips ve ark., 1961; Slavin
ve ark., 1975), akciger (Gould ve Miller, 1975; Morse ve ark., 1985;
Bolkent ve Ozarslan, 1988;Patel, 1990; Bolkent 1992 ) ve kalp kas!
(Mills ve ark., 1979; Goldberg ve ark., 1986) Gzerine toksik etkiteri
incelenmistir. Ayrica, yapilan galigsmalar, siklofosfamidin, 16semi



(Steinberg, 1984) ve idrar kesesi kanseri (Philips ve ark., 1961; Slavin
ve ark., 1975) olugturma riskini de ortaya koymustur. Normal dokular
Ozerine dedisik tarzlarda etki eden siklofosfamidin, idrar kesesi
kanserine sebep olabildi§i Schmah! ve Habs (1979) tarafindan tespit
edilmistir.

Renal hastaliklarda terapdtik bir ilag olarak da kullanilan sik-
lofosfamidin enjekte edilmesinden G¢ saat sonra, primer metabolitierin
idrardaki konsantrasyonu yaklagik % 30 dur (Brock ve Hohorst, 1967).
Birgcok sitotoksik siklofosfamid metabolitinin atilmas) i¢in esas yolu
idrar tagiyici taballer olusturmaktadir (Lavin ve Koss, 1971b).

Lopes (1967), 52 yasinda ovaryum kanserli bir hastaya
intravendz olarak 6nce 200 mg sonra da peritonal bosluga 400 mg
siklofosfamid verilmesini takiben 38 inci ginde idrarda kan ve protein,
tib(l epitelinde belirgin nekroz bulgulari tespit edildigini belirtmistir.
Arastirici, bu sitotoksik ilacin verilmesinden 6nce ne kliniksel ne de
laboratuvar olarak toksik bulguya rastlanmadigini agiklamisgtir.

Lavin ve Koss (1971b), disi Fischer 344 sicanlara, in-
traperitonal olarak, 200 mg/kg tek doz siklofosfamid verdikten sonra,
10 dakika ile 48 saat arasindaki degisik zamanlarda kestikleri
hayvanlarin boébreklerini, 151k ve elektron mikroskobu ile incelemigler-
dir. Arastiricilar, siklofosfamidin tek dozunun, idrar tagiyici taballerde,
10 dakikadan baglayip 48 saat sonraki zaman dilimine dogru gittikge
artan sekilde, 6zellikle proksimal tubalan epitel hiicrelerinde belirgin
degisikliklere sebep oldugunu, distal tibollerdeki degisikliklerin prok-
simal tabullerdeki kadar belirgin olmadigini ve glomerulusiarda hig¢
hasar g6zlenmedigini belirtmiglerdir.

Hsu ve Tsai (1982), belirli bir sure, intraperitonal olarak, 50
veya 110 mg/kg, tek doz siklofosfamid enjekte edilmis ergin farelerden
yeni dodmus 3, 7, 10, 14 ve 20 ganlak farelerin glomeruluslarinda,
mesangiolizin gesitli kademelerini ve bunu takiben yaygin mesangial
ve segmental skleroz gozlediklerini belirtmektedirler.

Siklofosfamidin ovaryum kanserli hastada olugturdugu bobrek
toksisitesi ve yeni dogmus farelerin glomeruluslari Gzerine etkisi
diginda, sadece Lavin ve Koss (1971b) normal ergin siganlara 200
mg/kg tek doz siklofosfamid uygulamasi sonucu renal tubdllerde
olugan degisiklikierden bahsetmektedirler. Literatlir taramasi sonucu,
yiksek doz ve uzun sure siklofosfamid verilmesinin bébrek Gzerindeki
etkilerinin tam agikhga kavugsmadi§) gézienmigtir.



Glukoz-6-fosfataz (D-Glukoz-6-fosfat fosfo hidrolaz, EC
3.1.3.9) hem hidrolitik ve hem de sentetik aktiviteden dolay!r multi-
fonksiyonel bir enzimdir. Bu enzim, esas olarak, karacigerde ve
bobrekde bulunur, mikrozomlarda yeriegmistir (Baginski ve ark.,
1974). Kan akimina glukoz saglayan hicrelerde , glukoz-6-fosfatin
glukoza hidrolizi glukoz-6-fosfataz ile bagarilir (Lojda ve Schiebler,
1979).

Glukoz-6-fosfatazin ilk yapisal lokalizasyonu Tice ve Barrnett
(1962) tarafindan sigan karacigerinde incelenmistir. Ericsson (1966)
ise, bu enzimi glutaraldehit ile fikse edilmis sigan karaciger
hacrelerinin endoplazmik retikulumunda gbésteren galigsmalaria
mikemmel sonuglar elde etmisgdir.

Proksimal tabal (P), ultrastraktiarel olarak, ¢ segmente ayrilir.
Kivrintili proksimal tabalan basgtangicini ve orta kismini P1 segmenti,
kivrintili proksimal tabalin sonunu ve diaz proksimal tabaldn
baglangicini P2 segmenti, diiz tobulin kalan kismini da P3 segmenti
olusturur (Maunsbach, 1966; Kriz ve Bankir, 1988). Py ve P2 seg-
mentlerinde belirgin bir aktivite gdzlendigi, Ps segmentine ait ilk
hicrelerde ya gok zayif bir sitoplazmik reaksiyon gozlendigi veya hig
reaksiyon gézlenmedigi ve 1g1k mikroskobu ile proksimal kivrintilhh tabal
hiicrelerinde incelenen glukoz-6-fosfataz aktivitesinin muhtemelen en-
doplazmik retikuluma ait olabilecegi belirtilmigtir (Jacobsen ve ark.,
1967; Jacobsen ve Jorgensen, 1973).

Proksimal kivrintili tubal hicrelerinde bu enzimin
ultrastruktirel lokalizasyonu ilk defa Kanamura (1971) tarafindan
gOsterilmistir, Glukoz-s-fosfatai aktivitesinin, hem diz yGzlad ve hem
de granulli endoplazmik retikulum membranilarinin dig ve genellikle i¢
yizeyinde. bu membranlar tarafindan kusatilmig alanlarin iginde, nuk-
leus zarlar arasindaki perinuklear aralikda kuvvetli, firca kenarda ise
zayif bir reaksiyon verdigi tespit ediimistir (Kanamura, 1971). Prok-
simal tabalan ilk iki segmentinde, glukoz-6-fosfatazin meydana gelisi
ile glukoneogenezin nefronun bu kisminda gerceklesgtigi ileri
suralmasgtar (Jacobsen ve Jorgensen, 1973).

Jacobsen ve arkadasglar (1967), 151k mikroskobu ile, birinci
segment hiicrelerinin (P1) sitoplazmasinda ince ad seklinde, gok kigak
grandller; ikinci segment hiicrelerinin (P2) sitoplazmalarinda ise kaba
ad seklinde, buyuk granaller gézlemiglerdir. P1 ve P2 segmentleri
arasindaki bu reaksiyon farkinin, endoplazmik retikulumun geklindeki
farkdan ileri geldigi Kanamura (1971) tarafindan agiklanmistir.



Arastirici , proksimal kivnintili tabal hiicrelerinin gojunda endoplazmik
retikulumun genellikle tobal veya vesikal gseklinde, bazi hiicrelerde ise
sisterna geklinde oldugdunu; tabal ve vesikallere ait reaksiyon
Grondanin ince a§ seklinde, sisternalara ait reaksiyon arinanan ise
kaba ag seklinde oldudunu ortaya koymustur.

Distal kivrintili tabal hicrelerinde de, glukoz-6-fosfataz ak-
tivitesinin yerlesimi proksimal kivrintili tabal hucrelerindekine benzer,
fakat reaksiyon gok azdir (B6ti ve ark., 1982).

Kanamura (1971), glukoz-6-fosfatazin, endoplazmik retikulum
membraniarinin genellikle i¢ ylzeyine yerlestigini ve glukoneogenezin
son basamaginin, bu endoplazmik retikulum membraniarinda
gergeklestigini géstermistir. Arastiriciya gore, bu enzim, glukozun
renal tubuller tarafindan glomerular filtrattan reabsorbe edilmesinden
ve taginmasindan sorumliudur. Arastirma sonuglarina goére, proksimal
tubullerde glukozun reabsorbe oldu§u yer ile glukoz-6-fosfatazin
bulundugu yerin ayni oldudu tespit edilmistir (Bo6ti ve ark., 1982).

Glukoneogenik dokular olan karaciger ve bdbrek korteksinde,
glukoneogenez enzimleri bulunur (Veeraragavan ve ark., 1981). Hem
karaciger ve hem de bobrekde ayni odzelliklere sahip oldugu tespit
edilen bu enzimlerin ayni gen tarafindan kontrol edildigi belirtilmistir.
(Freedland, 1962; Fisher ve Stetten, 1965; Nordlie ve Arion, 1965).
Glukoz-6-fosfatin glukoza hidrolizi sonucu serbest kalan glukoz,
hiicreden kan damari iceren ekstraselliler alanlara yayilir. Boylelikle,
kan glukozu artar. Karaciger ve bir dereceye kadar da bdbrekler kan
sekerine katkida bulunmus olurlar. Renal glukoneogenez, kan glukozu
dustadi zaman artar. Kan sekeri artti§1 zaman, hepatik glukogenoliz-
den dolayi bébreklerde glukoneogenez aracihi§i ile glukoz sentezine
gerek yoktur (Veeraragavan ve ark., 1981). Aragtiricilara gore,
bobrekteki glukoz-6-fosfataz, metabolik fonksiyonda. hepatik enzim-
den farkl bir rol oynayabilir.

Kanserojen, antikanserojen, antimitotik, immunostpressif,
teratojenik, mutajenik ve sitotoksik bir madde olan siklofosfamid,
batian bu o6zelliklerinden dolay) cok farklh amacglar igin
kullaniimaktadir. Bu etkilerin her biri, amaca bagli olarak, farkii doz ve
farkli surelerde ortaya gikmaktadir. Gesitli hastalhiklarda siklofos-
tamidin yararhh oldudu tespit edilmesine ragmen, bu ilacin
kullanilmasindan vazgegilmesinin ana sebebi toksisite riskidir.

Siklotostamidin ergin hayvanlarin renal korpuskuilleri
Ozerindeki etkisi heniiz incelenmemisgtir. Proksimal ve 6zellikle distal



taballer Gzerindeki etkisi ise tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle,
siklofosfamidin bébrek korteksindeki proksimal ve distal kivrintils
taballer ile renal korpaskuller Gzerindeki etkisinin, histolojik ve
sitolojik yonden, aynntili bir sekilde arastinimasinin gerekli oldugu
anlagiimigtir.

Literatdrden bilindigine gore, siklofosfamidin bobrek tobal
epitelinde, glukoz-6-fosfataz aktivitesi Gzerine etkisi henGz incelen-
memistir. Histokimyasal, sitokimyasal ve biyokimyasal bulgularin bir-
birini tamamlayabilecegi ve boylelikle olay hakkinda ¢ok daha
gavenilir sonuglar elde edilecedi duguntlmistir. Bu nedenle boébrekde
sadece yapisal degisiklikler degil, karbonhidrat metabolizmasinda
yani glukoneogenezde anahtar bir enzim olan glukoz-6-fosfataz ak-
tivitesi de histokimyasal, sitokimyasal ve biyokimyasal olarak incelen-
mistir. Bu galigma, batan bu veriler dikkate alinarak, yuksek dozda ve
uzun sureli siklofosfamid uygulamasinin 1gik ve elektron mikroskobu
duzeyinde olugturabilecedi degisiklikleri hem morfolojik ve hem de
enzimatik yonden dederlendirmeyi amacglamistir.



2. MATERYAL VE METOT

Bu caligmada 90 adet erkek, Swiss Black C 57 fare kullanildi.
Deneyler éncesi ve deneyler suresince hayvanlar, pelet yem ve musluk
suyu ile beslendiler. Kullanilan ilacin dozuna bagil: olarak, deney
hayvanlar: iki grup altinda toplandilar. Bu gruplarin her biri 30 deney,
15 kontrol oimak tGzere toplam 45 hayvan igermektedir.

Grup I i olugturan 3 aylik , 20-28 gram agirliginda deney
hayvanlarinin derileri altina, steril saf suda eritilerek hazirlanan % 1
lik siklofosfamid monohidrat (ISOPAC®, Sigma) eriyigi, 125 mg/kg
olacak gekilde, her gin saat 12.00-13.00 arasi, 9 gun slreyle enjekte
edildi. Yukarida belirtilen 6zelliklere sahip kontrol hayvaniarin derileri
altina da, deney hayvanlarina enjekte edilene es miktarda ve sirede
%0,9 luk steril fizyolojik su enjekte edildi.

Grup Il yi olusturan 1.5 aylik, 18-24 gram agirliginda deney
hayvanlarinin derileri altina ise. her gun saat 10.00-11.00 ve 17.00-
18.00 arasi olmak Gzere gunde iki kez, 125 mg/kg olarak, ginde toplam
250 mg/kg siklofosfamid monohidrat, 8 giin sireyle enjekte edildi. Bu
gruba ait 6zellikleri igeren kontrol hayvanlarnn derileri altina da, yine
deney hayvanlarina enjekte edilene es miktarda ve siirede % 0.9 luk
steril fizyolojik su enjekte edildi.

Her grubun 10 deney, 5 kontrol hayvans, histolojik ve sitolojik
metotlar, 10 deney. 5 kontrol .hayvani, histokimyasal ve sitokimyasal
metotiar, diger 10 deney ve 5 kontrol hayvam ise, spektrofotometrik
metot i¢in kullanildilar.

Grup I i olusturan deney hayvanlarn kontrolleri ile birlikte son
enjeksiyondan 1 saat sonra, grup 11 yi olusturan deney hayvanlari ise,
yine kontrolleri ile birlikte son enjeksiyondan 1 giin sonra kesildiler.



Kloroform ile bayiitilan hayvanlarin gok gabuk bigimde gikarilan
bobreklerine agsagida agiklanan metotiar uygutand.

2.1. Histolojik metotlar

Bobrekden alinan doku pargalari Bouin fiksatifi ile fikse edilip
yukselen alkol serilerinden gegirilerek parafine gémdaliduler. S U
kalinhkta alinan kesitlere, Hematoksilin-Eosin (Humanson, 1972),
Periodik-Asit-Schiff (PAS) (Humanson, 1972) ve Gurr'un
modifikasyonu ile Masson'un ugld boyast (Humanson, 1972)
uygulandi. Masson’un Gglad boyasinda kesitler, asit fuksinin % 1 lik
eriyiginde 5 dakika yerine, % 0,1 lik eriyiginde 5 saniye tutuldular. Her
¢ boyama metodunda da dijer kademeler aynen uyguland:. Kesitler
Carl Zeiss Ultraphot II 151k mikroskobunda incelendiler. Fotograt
cekiminde mavi filtre kullamidi.

2.2. Sitolojik metotlar

Bobrek korteksine ait 1 mm® lak doku pargalari Sérensen’in
fosfat tamponu (pH 7.2) ile hazirlanan % 2 lik glutaraldehit (Merck) ile
2 saat fikse edildikten sonra, ayni fosfat tamponu (pH 7.2) ile 1 saat
ytkandilar. Doku pargalari tamponianmis (pH 7.2) % 1 lik osmiyum
tetraoksit (Merck) ile +4 “c de, 1 saat sureyle tekrar fikse edildiler ve
daha sonra ayni fosfat tamponu ile yikandilar. Bu asamaya kadar
uygulanan tam igslemler, buzdolabinda buz dolu bir kabin iginde
yardataldaler. Yakselen alkol serilerinden ve propilen oksitten
gegirilerek suyu ahinan doku pargalan, 1:1 (2 saat) ve 3:1 (1 gece)
epon-propilen oksit agamalarindan gegirilip, Luft’'un (1961) metoduna
gore, epon 812 ye gémualdiler. C. Reichert Om U3 ultramikrotomu ile
alinan 1 % kalinlikta kesitler % 1 lik toluidin mavisi (Bapcroft ve
Stevens, 1982) ile boyandilar. Daha sonra alinan 400-500 A luk ince
kesitler, 300 delikli gridier Gzerine alinip, uranil asetat (Bancroft ve
Stevens, 1982) ve kursun sitrat (Reynolds, 1963) ile boyandilar ve Carl
Zeiss EM 9 S-2 elektron mikroskobunda incelendiler.

2.3. Histokimyasal metot

Glukoz-6-fosfataz fiksasyondan gok gabuk etkilendiginden taze
kryostat kesitlerin gok daha uygun oidugu belirtilmistir (Lojda ve
Schiebler, 1979). Bobrek korteksinden alinan 2-3 mm? 14k parcgaiar, -15
ile -20 °C de, TISSUE-TEK Mikrotom-Kryostatda, Tissue-Tek gomme
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ortaminda hemen donduruldular. 10 # kalinhkta kesitler oda isisinda
kurutuldular. Kesitler kurgun metoduna goére (Bancroft ve Stevens,
1982), asadida konsantrasyonlari ve oranlarn belirtilen Wachstein ve
Meisel inkubasyon ortaminda (pH 6.7), oda isisinda, 15 dakika tutul-
dular.

% 0.125 Glukoz-6-fosfat .. ..... . . . 4ml
Tris-malat tampon (pH 6.7). . . . ... .. 4 mi
% 2 Kurgun nitrat ... ... .. .o ... 0.6 mi
Safsu ......... ... . . 0 1.4 mil

inkubasyonu takiben saf suda iyice yikanan kesitler, % 1 NazS
ile muamele edilip tekrar saf su ile ytkandiktan sonra, % 10 nétral
formalinde fikse edildiler. Bu kesitler saf suda yikanip, fosfat tamponu
(pH 7) ile hazirlanmisg gliserin jelle (Bancroft ve Stevens, 1982)
kapatildilar.

Glukoz-6-fosfataz aktivitesini inhibe etmek igin inkubasyon
ortamina 1 mM CuSOg4, 10 mM ZnClz, 10 mM NaF katildi (Kanai ve ark.,
1986). Bu inhibitor maddeleri igeren inkubasyon ortami ile glukoz-6-
fosfat igermeyen inkubasyon ortami kontrol olarak kullaniidilar.

Histokimyasal metotta kullanilan nétral formalin Merck, diger
kimyasal maddeler Sigma Granudurler.

2.4. Sitokimyasal metot

Bébrek korteksinden alinan 1 mm?3 luk taze doku pargalarn 0;1
M sodyum kakodilat (pH 7.2) ile hazirlanan % 2 glutaraldehitile + 4 C
de, 45 dakika fikse edildiler ve fiksasyonu takiben 0.23 M sukroz igeren
0.1 M sodyum kakodilat (pH 7.2) ile + 4 ‘c de. 1 saat iginde ¢ kez
degistirilerek yikandilar (Kanai ve ark., 1986). Doku pargalarimin bir
kismi, 30 4 kalinlikta kesilebilmeleri i¢in, Tissue-Tek gomme ortami
icinde bloklandilar.

1mm?3 1ok doku pargalar ve 30 i kesitler Wachstein ve Meisel
inkubasyon ortaminda (Bancroft ve Stevens, 1982), oda 1sisinda, 30
dakika sare ile inkaobe edildiler. Saf suda yrtkandiktan sonra
tamponlanmig (pH 7.2) % 1 OsO4 de, + 4 c de, 1 saat, ikinci defa fikse
edildikten sonra, yakselen alkol serilerinde ve propilen oksitte suyu
alinan doku pargalar: ve kesitler, bilinen yol izlenerek, epon 812 ye
gomalddler.
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inkubasyon ortamina ilave edilen inhibitdr maddeler 1mM
CuSO4, 10 mM ZnCl2, 10 mM NaF dir (Kanai ve ark., 1986). Bu inhibitor
maddeleri igeren ve substrat igermeyen inkubasyon ortamlar: yine
kontrol amaci ile kullaniidilar. Doku pargalari ve kesitlerin bir kismi
inhibitdr maddeleri igeren inkubasyon ortamindan 6nce asagida belir-
tilen ve ayn: inhibitdr maddeleri igeren bir 6n inkubasyon ortamina
(pH 7.2) ahindilar (Kanai ve ark., 1986).

0.1 M Sodyum kakodilat (pH 7.2)
0.23 M Sukroz
+
1 mM CuSOg4
10 mM ZnCl2
10 mM NaF

Wachstein ve Meisel inkubasyon ortami (pH 6.7) histokimyasal
metotta belirtilen konsantrasyonlarda ve oranlarda hazirlandi.

Sitokimyasal metotlarda kullanilan kimyasal maddelerin tdmu
Sigma aranadarler.

2.5, Biyokimyasal metot

Mikrozomal sispansiyondaki glukoz-6-fosfataz aktivitesi
Baginski ve arkadaslari (1974) nin 6nerdigi metoda gére olgalda.
Hayvandan gikarilan bdbrek tartiidi ve siratie 4 pargaya aynidi. Bu
pargalar, kandan aritilmak igin 0.25 M sukroz ile iyice yikandiktan
sonra, buz dolu bir kabin igindeki petride ufak pargalara ayrildi.
Pargalanan doku, sogutulmus 3 ml 0.25 M sukroz solusyonu ile, buz
dolu cam kap igindeki cam-teflon *homogenizer*de (Thomas) 5 dakika
homojenize edildi. 1,5 ml lik Eppendorf taplere yerlestirilen
homojenizat sogutulmusg (0-4 °C) Eppendorf santrifdja 415 de 11.000
g de, 30 dakika santrifdj edildi ve tortu atildi. Ust sivi 105.000 g de, 1
saat sire ile Sorval marka ultra-santrifaj OTD 75B de santrifdj edildi
ve Gstteki sivi atildi. Gokelti Gzerine sogutulmus 2 ml sukroz/EDTA
solusyonu eklenip, kisa bir sire bekletildi ve tekrar buz dolu bir beher
igindeki cam-teflon homogenizerde, 5 dakika homojenize edildi.
Homojenizat, Eppendorf tiblere boélunerek, -22 °C lik derin don-
durucuda saklandi ve kullanilacag: zaman buzda eritildi.
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Hem deney hem de kontrol hayvanlarin her biri ve digamlerin
her bir serisi i¢in G¢ 6rnek, bir standart, bir blank (kér) ve bir kontrol
hazirlandi.

Spektrofotometrik analizlere ait batan eriyikler i¢cin deiyonize
distile su kullanild: ve solusyonlar asa§ida belirtilen oranlarda
hazirlandilar.

0.25 M Sukroz

0.25 M/ 1 mM Sukroz/EDTA-Nas

0.1 M Glukoz-6-fosfat
0.1 M Kakodilat tampon (pH 6.5)
1.5 mM Standart fosfat solusyonu

(W/v) %2/ %10 Askorbik asit / trikioroasetik asit
(W/v) % 1 Amonyum molibdat

(W/v) %2 /%2 Arsenit/sitrat

0.1 ml sukroz/EDTA, 0.1 ml glukoz-6-fosfat ve 0.1 mi kakodilat
tampon iyice karistirildi. Bu karisimin Gizerine 0.1 ml drnek (mikrozomal
suspansiyon) ilave edildi ve tekrar karistinldi. Standarta 6rnek yerine
0.1 ml fosfat solusyonu. blanke &rnek yerine 0.1 ml sukroz/EDTA
solusyonu ilave edilip kanstirildi. Batan tibler 37 °c lik su banyosun-
da, 10 dakika inkubasyona maruz birakildi. inkubasyonu takiben batan
tiblere reaksiyonu durdurmak amaci ile 2 ml askorbik asittri-
kloroasetik asit ilave edildi. Reaksiyonu durdurduktan sonra kontrola
0.1 ml drnek ilave edildi ve karistirildi. Batan tubler masa tipi
santritijde, 3000 g de, 3 dakika santrifuj edildi. 1 ml lik Gst sivi temiz
tablere alindi. Bu tublerin Gzerine 0.5 ml molibdat solusyonu ilave
edilip karigtinlidiktan sonra, 1 ml arsenit/sitrat solusyonu katildi ve
tekrar karnigtirildi. 15 dakika beklendikten sonra, spektrofotometrik
6lgamler Schimadzu UV-160 da yapildi.

inkubasyon hacmi : 0.4 mi
Son hacim 1 2.5 ml

Isik yolu :1tcm
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Aktivite, glukoz-6-fosfattan ayrilan inorganik fosfat élgima ile
tayin edildi. Agiga ¢ikan inorganik fosfat amonyum molibdat ile belir-
lendi. Askorbik asit ise indirgeyici ajan olarak kullanildi. 840 nm de
mavi fosfomolibdaz kompleksi olarak tayin edilen, belli bir zaman
biriminde ayrilan fosfat miktarn glukoz-6-fosfataz aktivitesini verdi.

Biyokimyasal metotta kullanilan tim kimyasal maddeler Sigma
aranadarler.

Glukoz-6-fosfatazin volam aktivitesi, 0.1 ml 6rnek ile 10
dakikalik bir inkubasyon zamaninda hesaplandi.

Earnei— Ekontrol X 1500 /i (37 OC)

Volam aktivite =
Estandart t
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3.GOZLEMLER
3.1. Histolojik gézlemler
3.1.1. Kontrol hayvanlara ait gézlemler

Her iki gruba ait kontrol hayvanlarin proksimal tubal,
distal tubil ve renal korpuskil yapilarinda goézlenen 6zelliklerden
asagida bahsedilmektedir.

Proksimal tabdller: Tek tabakali, mikrovilluslu, yiksek
kibik epitelden olusan tdbullerin lumenleri dardir (Sekil:2,3).
Hucrelerin apikalinde, limene bakan yizeyde yer alan firga kenar bin-
lerce uzun mikrovillusun birbirleriyle sikica ve duazenli bir sekilde
siralanmasindan olusmaktadir. Tubul hacrelerinin firca kenarinda ve
bazal membraninda PAS (+) reaksiyon izlenmektedir (Sekil: 5,6).
Tubul hucrelerinin sitoplazmalari eosinofilik reaksiyon gésterir ve
tanecikli goranumdedir (Sekil:4). Bu hucrelerin merkezinde kire sek-
linde bir nukleus yer almaktadir (Sekil:3). Birka¢ tabal lameninde,
sitoplazma artiklari ve atilmis nukleuslar dikkati cekmektedir (Sekil:7).

Distal tabdller: Distal tibul epitelini olusturan hicrelerin
boyu proksimal tabdl hicrelerininkinden daha kisa, sitoplazmalari
daha az eosinofiliktir ($Sekil:4). Bu tubullerin lumenleri oldukca
genigtir (Sekil:2,3). Tabul hucreleri apikal bélgeye yakin kire seklinde
bir nukleus igermektedir (Sekil :3). Hicrelerin sitoplazmalari tanecikli
goérinamdedir (Sekil :4).

Renal korpuskiiller: Bowman kapsulinun parietal
yapraginin ve glomerulus kapilier endotel hicrelerinin bazal
membranlarinda PAS (+) reaksiyon izlenmigtir (Sekil:5,6). Tek tabakal
yassi epitelden olusan parietal yaprak ve oldukga buyuk, ¢ok oOzel
epitel hucrelerinin olusturdugu viseral yaprak arasinda kalan kapsul
aralifi genelde yok denecek kadar dar bir alana sahiptir. Glomerulus
kitlesini olusturan kapiller endotel hucrelerine ait nukleuslar limene
dogru gikinti yapmakta ve bu kapillerlerde eritrositler gdzlenmektedir
(Sekil:7).



Sekil 2-7:
Sekil 2
Sekil 3
$e;<il 4:
Sekil 5-6
Sekil 7

Kontrol hayvanlara ait gekiller.

Bobrek korteksinin genel gérunuma. Yaksek kabik epitel-
den olusan proksimal tabdllerin dar Iomenleri (=), kdbik
epitelden olusan distal taballerin genig limenleri (=) ve
renal korpuskuller (Rk). Hematoksilin-Eosin. X 126

Merkezinde kire seklinde nukleus igeren hicrelerden
olusmus proksimal tabullerin (P) dar limenleri (=),
apikale yakin yine kiure seklinde nukleus igceren
hucrelerden olusmus distal taballerin (D) genis limenleri
(=). Hematoksilin-Eosin. X 326

Eosinofilik reaksiyon gdsteren ve tanecikli sitoplazma
iceren hicrelerden olugsmus proksimal tabdller (P) ve
daha az eosinofilik reaksiyon goésteren ve tanecikli
sitoplazma igceren hicrelerden olusmus distal taballer
(D). Hematoksilin-Eosin. X 500

:Proksimal tabal hacrelerinin firga kenarninda (=) ve bazal

membraninda (A), Bowman kapsalinun parietal
yapraginin (=) ve glomerulus kapiller endotel
hucrelerinin (A) bazal membranlarinda PAS (+) reak-
siyon. PAS. X 320, X 500

: Limenlerinde sitoplazma artiklari ve atilmig nukleus

iceren proksimal tabul (P), kapiller endotel hucreleri (=),
kapsial arahi§i (<), parietal yaprak (A) ve viseral yaprak
(A) hicreleri. Masson'un ugli boyasi. X 500
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3.1.2. 125 mg/kg slklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina
alt gézlemler

Proksimal tabdller: Tabul hiacrelerinin firga kenari
genelde dizgin bir yapiya sahip olmakla beraber, bazi tabillerde yer
yer pargalanma ve bozulmalar gézlenmektedir (Sekil :10). Hucrelerin
firga kenarinda ve bazal membranlarinda g6zlenen PAS (+) reaksiyon
kontrollardakiyle benzerlik g6stermektedir (Sekil: 11,12). Bazi
taballerin geniglemis limenlerinde sitoplazma artiklari ve atilmig nuk-
leuslar ($ekil :10), tabal hacrelerininin bazilarinda da piknotik nuk-
leuslar gdzienmektedir ($ekil:13). Bazi proksimal tabal hacreleri
yapisal bakimdan belirgin degisiklikler gésterirken bazilari da kontrol-
lardakine yakin bir durum géstermektedir (Sekil:8).

Distal tabdller: Bazi distal tubal hicrelerinde, piknotik
nukleuslar ve apikal membranda pargalanmalar gézlenmektedir
($ekil:10). Taballerin lamenlerinin genellikle sitoplazma artiklar ve
atilmig nukleuslar igerdikleri dikkati gekmektedir (Sekil:9).

Renal korpiskiller: Bowman kapsulandn parietal
yapragininin ve glomerulusun kapiller endotel hicrelerinin bazal
membranlarindaki PAS (+) reaksiyon genellikle kontrollardaki ile ben-
zerlik gostermektedir (Sekil: 11,12). Birkag Bowman kapsalanin parie-
tal yapragindaki pargalanmanin disinda (Sekil:13), gerek Bowman
kapsitlinde gerekse glomerulusda higbir yapisal degisiklik
godzlenmemektedir.

3.1.3. 250 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina
alt gézliemler

Proksimal taballer: Proksimal tibil hicrelerinde firga
kenarin devamliliginin bazi bdlgelerde yer yer apikal membranin kopup
ayrilmas: sonucu izlenemedigi (Sekil:15) ve lumenin daha genis bir
goéranum aldi§: dikkati gekmektedir (Sekil:14). Firga kenarda bazi
bdlgelerde PAS (+) reaksiyonun azaldi§) gézlenmektedir (Sekil:
17,18). Pek gok tubulin genislemis lumeni sitoplazma artiklari ve
atilmig nukleuslar igermektedir (Sekil:16). Hucreler genellikle apikal
bolgelerinde irili ufakli gok sayida vakuol igerirler (Sekil:19). Baz
tubul hicrelerinde ise piknotik nukleuslar gézlenmektedir (Sekil:17).



Sekil 8-13:

Sekil 8
Sekil 9
Sekil 10
Sekil 11,12:
Sekil 13

125 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina
ait sekiller

: Bdbrek korteksinin genel géranama. Proksimal tubuller

(=), distal tuballer (=) ve renal korpuskaller (Rk).
Hematoksilin-Eosin. X 126

:Lumenlerinde sitoplazma artiklari ve atilmis nukleuslar

iceren proksimal (P) ve distal (D) tuballer. Hematoksilin-
Eosin. X 320

:Bazi proksimal tabll hucrelerinde yer yer pargalanmig,

bozulmus firga kenar (=), proksimal taballerin
genislemis lumenlerinde sitoplazma artiklari ve atilmig
nukleuslar (A). Bazi distal tabul hucrelerinde piknotik
nukleuslar (A) ve apikal membranda pargalanma
(»).Hematoksilin-Eosin. X 500

Proksimal tubtl hticrelerinin firga kenarinda (-) ve bazal
membraninda (»), Bowman kapsulunun parietal
yapraginin (A) ve glomerulusun kapiller endotel
hiucrelerinin bazal membranlarinda (A) PAS (+) madde.
PAS. X 320, X 500

:Proksimal tubal hucrelerinde piknotik nukleuslar (-) ve

Bowman kapsialinian parietal yapraginda paél"(;alanma (A).
Masson'un ugli boyasi. X 500






Distal taballer: Distal tiballerin lumenlerinde genellikle
sitoplazma artiklari ve atilmis nukleuslar gbézlenmektedir (Sekil:16).
Tuabdl hicreleri gogunlukla apikal bélgelerinde gok sayidairi vakuoller
icermekte, dolayisiyla sitoplazma ¢ok az bir bélgede gézlenmektedir
(Sekil:19). Birgok hicrede apikal membranda pargalanma ve nukleus-
da piknotik bir géranum dikkati cekmektedir (Sekil:16).

Renal korpiaskidller: Bowman kapsalanan parietal
yapragininin ve glomerulusun kapiller endotel hucrelerinin bazal
membranlarindaki PAS (+) reaksiyon genellikle kontrollardaki ile ben-
zerlik goéstermektedir (Sekil:17,18). Parietal ve viseral yaprak arasini
olusturan kapsul aralig! dikkati cekecek derecede geniglemistir
(Sekil:14,19). Bazi glomerulus kitlelerine ait hicrelerin sayica
azaldigi, bazilarinin ise oldukga hasar gérdugu ve sanki kaybolmakta
oldugu go6zlenmistir (Sekil:15). Bowman kapsilinin parietal yapragi
ise izlenemeyecek kadar bozulmustur (Sekil:15,17).

3.2. Sitolojik gézlemler
3.2.1. Kontrol hayvanlara ait gézlemler

Her iki gruba ait kontrol hayvanlarin proksimal tabul, dis-
tal tibul ve renal korpiskil yapilarinda gézlenen 6zelliklerden agagida
bahsedilmektedir.

Proksimal tibdller: Mikrovilluslar arasinda yer alan,
sitoplazma igine dogru ilerleyen, u¢ kisimda genisleyen ve "apikal
kanalcik® adini alan tap seklinde invaginasyonlar ve yine bu
kanalciklarin uglarinda *endositotik vesikuller* gézlenmektedir
(Sekil:22). Bunlari sinirlayan membran, plazma membram ile devamh
ve belirgin bir yizey 6rtisi olusturmaktadir (Sekil: 21). Kanalciklarin
uglarinda olusan vesikil gérinumandeki bu yapilarin genelde yogun
madde birikimi ile 6rtala yizeyler igerdikleri, birkag apikal kanalcigin
hicre yuzeyine acgildig: (Sekil:22) ve plazma membraninin dig
ylzeyinin de bu yogun materyali igcerdigi dikkati cekmektedir
(Sekil:21,22).

Hacrelerin merkezinde kure seklinde bir nukleus yer
almaktadir (Sekil: 20, 23). Bazal membran katlanmalari arasina
yerlesmis oval, kuresel ve uzun gomak seklinde mitokondriyumlar
gbzlenmektedir (Sekil 20,23). Sayica az olan koyu hicreler yogun
sitoplazma ve bol mitokondriyum igermektedirler (Sekil : 21).



Sekil 14-19:

Sekil 14
Sekil 15
Sekil 16
Sekil 17,18:
Sekil 19

250 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina
ait sekiller

:Bobrek korteksinin genel gériunumi. Geniglemis limen

iceren proksimal tabualler (=), distal tabuller (=),
genislemis kapstil arali§i (<) ve renal korpuskuller (Rk).
Hematoksilin-Eosin. X 126

:Bazi proksimal tibil hicrelerinde apikal membranda

parcalanma (-), hicreleri sayica azalmig veya oldukga
hasar gérmus renal korpuskiller (Rk) ve Bowman
kapsulunian parietal yapraginda bozulma (A). Hematok-
silin-Eosin. X 320

:Genislemis proksimal tubul lumeninde (=) ve distal tabal

lumeninde (=) sitoplazma artiklari ve atilmig nukleuslar,
distal tubul hicrelerinde apikal membranda pargalanma
(A) ve piknotik nukleuslar (4). Hematoksilin-Eosin. X 500

Yer yer apikal membranin kopup ayrilmasi sonucu
devamliligi gézlenemeyen firca kenarda azalmis PAS (+)
reaksiyon (=), Bowman kapsulunun parietal yapraginda
(»)ve glomerulusun kapiller endotel hucrelerinde (A)
PAS (+) reaksiyon. Piknotik nukleuslar (A) iceren prok-
simal tabul hacreleri ve bozulmus parietal yaprak (J).
PAS. X 320, X 500

:Genellikle apikal bolgelerinde iri vakuoller igeren prok-

simal (A) ve distal (A) tubul hucreleri ve genislemis
kapsul aralig! (). Masson'un ugla boyasi. X 500






Tabal hacreleri iyi gelismig grandllo endoplazmik
retikulum, lizozom, Golgi aygiti ve rozet seklinde kimelenme yapan
polizomlar igermektedirler (Sekil:22).

Distal taballer: Distal tabidl hacrelerinin bazal
katlanmalari arasinda oval, kiiresel ve uzun ¢omak seklinde
mitokondriyumlar yerlegmistir (Sekil 24,27). Bu hucreler kiresel veya
oval bir nukleus (Sekil 24), Iumene bakan apikal membranlarinda prok-
simal tabal hacrelerininkine gore az sayida mikrovillus icerirler ve yine
granilla endoplazmik retikulum, rozet seklinde kimelenmis polizomlar
(Sekil:25) ve Golgi aygiti (Sekil:26) da rahatga gdzlenmektedir.

Renal korpuskiller: Kapiller endoteli ¢cok sayida por
icermektedir (Sekil:28). Kapiller lumeninde yogun olarak boyanan
eritrositler yer almaktadir (Sekil: 27). Bowman kapsalund olusturan
parietal yaprak ile viseral yaprak arasinda 'kapsul arahg”® yer ahir
(Sekil:27). Viseral yaprag: olusturan podositlerin hicre govdesinden
cikan gok sayida uzanti "primer uzanti®, primer uzantilardan gikan gok
daha kiguk *sekonder uzantilar® ise "pedisel® olarak adlandirihir.
Podositler, primer ve sekonder uzantilar araciliy: ile birbirleriyle ve
glomerulusa ait kapillerler ile gok yakin iligki kurarlar. Podosit
uzantilarinin ve glomerulus kapillerlerinin ortak bir bazal laminalari
vardir ve bu bazal lamina, lamina lusida tabakasi ile bu tabakalar
arasinda yer alan lamina densadan olusur (Sekil:28).




Sekil 21
Sekil 22
Sekil 23

:Endositotik vesikialleri sinirlayan membranin plazma

membrani ile devamliligi (=), plazma membraninin dig
yuzeyinde yodun madde (=), nukleus (N), granalla en-
doplazmik retikulum (Ger), mikrovilluslar (Mv), bir agik
hiucre (A) ve yodun sitoplazma igeren bir koyu (K)
hicrede ¢ok sayida mitokondriyum (M). X 14800

‘Apikal kanalciklar (=) ve endositotik vesikiller (A), tap

seklinde uzantilarda ve plazma membraninin dig
ylzeyinde izlenen yodJun madde (A), hiicre ylizeyine
agilan apikal kanalciklar (=), granalli endoplazmik
retikum (Ger), rozet seklinde kimelenmis polizomlar (—),
Golgi aygiti (G) ve lizozomlar (Ly). X 14800

:Bazal membran katlanmalari arasina yerlesmis

mitokondriyumlar (M) ve kiiresel bir nukleus (N). X 14800
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Sekil 24-26 : Kontrol hayvanlara ait distal tabul hiicreleri

Sekil 24
Sekil 25
Sekil 26

: Kuresel nukleus (N), bazal katlanmalar arasina yerlesmisg

mitokondriyumlar (M) ve lizozomlar (). X 6400

:Enine ve boyuna kesitlerde granullu endoplazmik

retikulum (Ger), polizomlar (A) ve apikal membranda mik-
rovilluslar (Mv). X 14800 '

:Golgi aygiti (G) ve bazal katlanmalar arasina yerlesmis

mitokondriyumlar (M). X 14800






Sekil 27,28: Kontrol hayvanlara ait Bowman kapsiulid ve glomerulus.

Sekil 27

Sekil 28

‘Kapsil aralig: (<), kapiller (K) iginde yodun olarak

boyanmis eritrositler (E), parietal yaprak epiteli (=) ve
podositler (p). X 6400

‘Kapiller endotelinde porlar (>), podosite ait primer

uzantilar (A) ve sekonder uzantilar ya da pediseller (A),
podositlerin primer ve sekonder uzantilar araciligi ile bir-
birleriyle ve kapillerler ile iligskis’ (=), podosit
uzantilarinin ve glomerulus kapillerinin ortak bazal

laminalari (=), lamina densa (—) ve lamina lusida (J). X
14800
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3.2.2. 125'an g siklofosfamid uygulanan deney
hayvanlarina ait gdézlemler

Proksimal tabuller: Pekgok tubulde belirgin
hiicresel degisiklikler olmasina ragmen ($ekil:29,37,39), bazi tubal
hicrelerinde fazla hasar goézlenmemistir (Sekil:38). Bazi hucrelerde
apikal membranin pargalanmasi sonucu firga kenar yer yer kesintiye
ugramigtir (Sekil:29).

Hicrelerin nukleus membraninda invaginasyonlar barizdir
ve bazi nukleuslar piknotik bir yapiya sahiptir (Sekil:34). Nukleus
membraninin bazen yer yer, bazen de tumunde i¢ ve dis membranlar
net olarak gézlenememektedir (Sekil:36).

Sayica artan mitokondriyumlarin gogunda dejenerasyon
gdzlenmistir (Sekil:29,31,33,36). Bu mitokondriyumlarda, ozellikle ig
ve dig membran arasinda sisme (Sekil:36) veya i¢ bbdlgede krista
igermeyen transparan bir bdlge mevcuttur ($ekil:31). Bu
mitokondriyumlar solgun matriks ve genellikle periferde kisa kristalar
icerirler. Mitokondriyumdan sitoplazma yénine dogru genigslemis
yapilarin gevresinde, mitokondriyum membranlari bazen yer yer iz-
lenebilmekte, bazen de yalnizca sitoplazmik materyal ile birlikte
devam etmektedirler (Sekil 36).

Hucre iginde, yogun bir halka ile gevrili lipid damlalarinin
mitokondriyumlar ile yakin iliskide olduklari gdézlenmistir. Bu lipid
damlalarinin mitokondriyum iginde oldugunu sdylemek gok gugtir.



Sekil 29-36: 125 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina

Sekil 29

Sekil 30

ait proksimal tubdl hacreleri.

:Yer yer kesintiye ugramis firga kenar (=), sayica artmig

mitokondriyumlarda (M) dejenerasyon, i¢ ve di$ membran
arasinda gigsme (A). X 6400

:Mitokondriyum-lipid iliskisi (=), apikal kanalciklarla

buydk vakuollerin siki iligkisi (—), otofajik vakuol (Ov)
olugumu, sismis granilli endoplazmik retikulum (Ger). X
14800
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Sekil 31 :Mitokondriyum-lipid iligskisi (=), mitokondriyumlarin ig
boélgesinde krista icermeyen transparan boélgeler (A),
lizozom (Ly) ve otofajik vakuol (Ov) olusumu. X 14800

Sekil 32 :Mitokondriyum-lipid iligkisi (=) ve apikal kanalciklar ile
buyik vakuollerin siki iligkisi () ve bir lizozom (Ly). X
31300
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Sekil 33

Sekil 34

:Bir kismi gsismis matriks (a) ve diger kismi yogdun matriks

(b) iceren mitokondriyumilar, agik hicre (A) ve koyu
matriksli, bol mitokondriyum iceren yogdun sitoplazmaya
sahip koyu hicre (K), mitokondriyum i¢ ve digs membran
arasinda sgisme (=), mitokondriyum membraninin
pargalanmasi sonucu gézlenen mitokondriyum-sitoplaz-
ma iligkisi (=), rozet seklinde kiimelenmis polizomlar (A),
diz yazla endoplazmik retikulumda artig (Der) ve perok-
sizomlar (P). X 14800

tAcik (a) ve koyu (b) renk matriks iceren mitokondriyum-

lar, piknotik bir nukleus (N) ve diz yuziu endoplazmik
retikulumda artis (Der), otofajik vakuol olusumu (Ov). X
14800






Sekil 35

Sekil 36

:Mitokondriyum icinde halka diziligli-elektron yogun

membranimsi yapilar (=). X 31300

1g ve dig membranin net olarak izlenemedigi bir nukleus

(N), i¢c ve dis membran arasi sismis ve sitoplazma y6niine
geniglemis yapilar iceren ve membrani yer yer izlenebilen
mitokondriyumlar (M), sismis granalld endoplazmik
retikulum sisternalari (Ger). X 31300
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Lipid ile iligkili olan bu mitokondriyumlarin membranlari yer yer,
kristalar ise genellikle izlenememisgtir (Sekil:30,32).

Siklofosfamid uygulanan hayvanlarin proksimal tabal
hicrelerinin mitokondriyumlar: icinde halka diziligli-elektron yogdun
membranimsi yapilar gézlenmistir (Sekil:35)..

Daha elektron yogun sitoplazmik matriks; daha yogun,
daha kagik ve invaginasyon gosteren nukleus iceren koyu hucreler
sayica artmistir (Sekil:33). Bu hacrelerde, baz mitokondriyumlarin bir
kismi sigmis matriks igerirken, diger kismi yogun bir matrikse sahiptir
(Sekil:33,34).

Granillu endoplazmik retikulum sisternalarinda bazi
bolgelerde sigme ve vesikil sekline donusdm gozlenmektedir (Sekil
30,36). Rozet seklinde kimelenmisg polizomlar dikkati cekmisgtir
(Sekil:33). Duz yazla endoplazmik retikulum miktarinin (Sekil 33),
lizozom (Sekil:31,32) ve peroksizomlarin (Sekil:33) sayisinin arttigi ve
ayrica da otofajik vakuol olusumu gozlenmisgtir (Sekil:30,34). Apikal
kanalciklarin geniglemis olan ug¢ kisimlarinin sayica artan bayuak
vakuoller ile birlestikleri gézlenmektedir (Sekil:30,32).

Distal tabdller: Tubul hacrelerinin apikal bolgelerine
yakin bir konumda yer alan bazi nukleuslarin membranlarinin tamamen
veya yer yer net olarak izlenemedigi gozlenmektedir (Sekil:37,39).

Bu tubul hiicrelerinde de mitokondriyum dejenerasyonu
izlenmisgtir (Sekil:37,38,40). Mitokondriyumlarin dig kompartimaninda,
disa dogru ¢ikinti yapan vesikuallerin onemsenecek derecede
buyiyerek mitokondriyuma degisik bir gérinam kazandirdiklari tespit
edilmistir (Sekil:40). Agik ve elektron yogun sitoplazmali koyu hucreler
gdzlenmektedir (Sekil:37).

Granulla endoplazmik retikulum sisternalarinin bazi
bolgelerde sistigi (Sekil:40) ve duz yuzld endoplazmik retikulum
vesikillerinin arttigi izlenmektedir (Sekil:38). Lizozomlarin ($ekil:37)
ve rozet seklinde kameler olusturan polizomlarn (Sekil:39) arttig) da
gozlenmektedir.



Sekil 37-40 :125 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina

Sekil 37

Sekil 38

ait distal tabal hacreleri.

:Net olarak izlenemeyen nukleus membrani (),

mitokondriyum (M) dejenerasyonu, sayica artmig lizozom-
lar (A), agik (A) ve koyu (K) hicreler. X 6400

:Mitokondriyum (M) dejenerasyonu ve diz yazlo endoplaz-

mik retikulumda (Der) artis. X 14800






Sekil 39

Sekil 40

‘Net olarak izlenemeyen ic ve dis nukleus membrani (),

rozet seklinde kimelenmis polizomlar (A). X 14800

‘Mitokondriyum (M) dejenerasyonu, digsa dogru gikints

yapan vesikuller igeren mitokondriyumlar (M), sismis
granulld endoplazmik retikulum (Ger). X 14800






Sekil 41,42

Sekil 41

1125 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina

ait Bowman kapsuli ve glomerulus.

:Glomerulus kapillerleri ile podosit pedisellerinin ortak

paylastigi bazal laminada yer yer bozulmalar (=). X 6400
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Renal korpaskdaller: Glomerulus kapillerleri ile podosit
pedisellerinin ortaklaga paylastiklari bazal laminada bozulma ve yer
yer yapisal sigkinlikler veya kalinlagmalar izlenmistir (Sekil 41,42).
Trilaminar yapiya ait lamina densanin genislemesinden dolayi lamina
lusida tabakalarinin daraldigi ve pekgok bélgede net olarak
gb6zlenemedigi tespit edilmistir (Sekil 42).




Sekil 42 : Yer yer yapisal siskinlikler veya kalinlagsmalar gosteren

bazal lamina (=), net olarak izlenemeyen trilaminar yap:
(=). X 14800
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3.2.3. 250 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina
ait gézlemler.

Proksimal taballer: Tabdl hicrelerinin nukleus membran-
larinda invaginasyonlara rastlanmistir (Sekil: 43, 46). Bazi durumlar-
da, bu nukleuslarin piknotik bir gérinim kazandiklari gézlenmistir
(Sekil:46). Bu grubda da, i¢ ve dis nukleus membranlarinin yapisinin
tamayle veya yer yer net olarak izlenemedikleri dikkati cekmektedir
(Sekil:48).

Mitokondriyumlarda dejenerasyon oldukga artmistir. Hem
mitokondriyumlarin orta bélgelerinde ve hem de sitoplazmaya dogru
¢ikint1 yapan bélgelerinde krista igermeyen, geniglemig transparan
bolgeler mevcuttur (Sekil:43,44). Mitokondriyum matriksindeki
graniller kontrollar ile kargilastirildiginda dikkati gekecek kadar
artmistir (Sekil:48). Halka diziligli-elektron yogun membranimsi yapilar
iceren mitokondrilere bu grubda da rastlanmistir (Sekil:46).

1. grubda gozlenen mitokondriyum-lipid iligkisine bu grubda
daha az rastlanmaktadir (Sekil:48). Daha elektron yogun sitoplazmik
matriks, daha kigik ve yogun nukleus, gok sayida mitokondriyum
iceren koyu hiicrelere bu grubda daha sikhikla rastlanmigtir (Sekil:46).

Bazi hiicrelerde vakuolizasyonda, peroksizomlarda
(Sekil:44,49) ve otofajik vakuolde (Sekil:45) artis gozlenmisgtir.
Granilli endoplazmik retikulum sisternalarinda sisme ($ekil:47) ve
duz yuzla endoplazmik retikulum vesikillerinde gruplagmalar, serbest
ribozomlarda ve sitoplazmik membranims: yapilarda bir artig dikkati
cekmistir (Sekil:46).




Sekil 43-49 :250 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina
ait proksimal tabul hicreleri.

Sekil 43 :Nukleus membraninda invaginasyon gézlenen piknotik
bir nukleus (N), krista icermeyen transparan bélgeler
iceren mitokondriyumlar (M) X 6400

Sekil 44 Geniglemis transparan bélge iceren mitokondriyumlar
(M), artmig vakuolizasyon (A), peroksizomlar (A), X 6400
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Sekil 45

Sekil 46

:Otofajik vakuol (Ov) olusumu. X 31300

:Nukleus membraninda invaginasyon gézlenen piknotik

bir nukleus (N), koyu hiicre (K), artmis duz yozld en-
doplazmik retikulum gruplasmalari (Der) ve sitoplazmik
membranimsi yapilar (=), halka diziligli-elektron yogun
membranimsi yapilar igeren mitokondriyumlar (M) ve ser-
best ribozomlar (A). X 14800






Sekil 47 :Sismis granalla endoplazmik retikulum sisternalari (Ger).
X 14800

Sekil 48 :Net olarak izlenemeyen nukleus membrani (-), artmis
mitokondri granilleri (A), mitokondriyum-lipid iligkisi
(=). X 14800
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Sekil 49 :Sayica artmis peroksizomlar (P). X 31300



Distal taballer: Bu tabal huocrelerinin apikal
membranlarinda yer yer bozulup pargalanmig kisimiar dikkati gekmistir
(Sekil:51). Bazi hicrelerin nukleus membranlari net olarak
gozlenememistir (Sekil:52). Mitokondriyum dejenerasyonu ve diz
yuzli endoplazmik retikulum olugsumu artmigtir (Sekil:50, 52). Az mik-
tarda granulla endoplazmik retikulum ve rozet seklinde kimelenen
polizomlar igeren hiicreler goézlenmistir (Sekil:52).

Renal korpaskuller: Kapsial araliginin kontrollar ile
karsilastirildiginda oldukga genislemis oldugu tespit edilmistir
(Sekil:54). Glomerulus kapilleri ile podosit pedisellerinin ortak olarak
kullandiklari bazal laminanin bozuldugu ve yer yer kalinlastig: izlen-
mistir (Sekil:53,55). Lamina densanin geniglemesinden dolay lamina
lusida tabakalari daralmis ve bu nedenle de trilaminar yap! net olarak
izlenememektedir (Sekil:55).



Sekil 50-52: 250 mg/kg siklofosfamid uygulanan derey hayvanlarina

Sekil 50
Sekil 51
Sekil 52

ait distal tiubal hicreleri.

PArtmis mitokondriyum (M) dejeneresyonu X 6400
:Pargalanmig apikal membran (=). X 6400

:Net olarak izlenemeyen nukleus membran: (=),

mitokondriyum (M) dejenerasyonu, artmis diz yazlu en-
doplazmik retikulum (Der). az miktarda granulltd en-
doplazmik retikulum (Ger) ve rozet seklinde kimelenen
polizomlar (A). X 14800






Sekil 53-55 :250 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina
ait Bowman kapsuali ve glomerulus.

Sekil 53 :Bazal laminada bozulma ve yer yer kalinlagma (-=). X
6400

Sekil 54 *Genislemis kapsal araligi (€>). X 6400






S$ekil 55 :Net olarak izlenemeyen trilaminar yapi (=). X 14800
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3.3. Histokimyasal gézlemler

3.3.1. Kontrol hayvanlara ait gézlemler

Glukoz-6-fosfataz aktivitesi, proksimal kivrintili tabal
hicrelerinde kuvvetli olarak gdzlenmesine ragmen, distal kivrintili
tabul hucrelerinde gok zayiftir. Renal korpiskile ait hacrelerde ise
aktivite yok denecek kadar azdir (Sekil:58).

Proksimal kivrintili tibil hicrelerininin sitoplazmalarinda
glukoz-6-fosfataz aktivitesi nokta veya ig seklinde sitoplazmanin
hemen hemen tamaminda kuvvetli, firga kenarda ise hafif bir reaksiyon
gostermistir (Sekil:59).

1 mM CuSO4, 10 mM ZnClz ve 10 mM NaF igeren in-
kubasyon ortami (Sekil:57) ile substrat icermeyen ($ekil:56) in-
kubasyon ortamlari kontrol olarak kullaniimigtir. Bu preparatlarda,
enzim aktivitesi inhibe edildigi igin ya hig gdzlenmemistir ya da ¢ok az
birkag granile rastlanmistir. Bu nedenle de, substrat igeren in-
kubasyon ortamindaki reaksiyon Grantntn glukoz-6-fosfataza ait
oldugu dogrulanmaktadir (Sekil:56,57).



Sekil 56

Sekil 57
Sekil 58
Sekil 59
Sekil 60
Sekil 61
Sekil 62,63

:Kontrol olarak kullanilan ve substrat igcermeyen ortamda

inkibe edilmis proksimal tubuller (P). X 320

:Kontrol olarak kullanilan ve inhibitér maddeler iceren or-

tamda inkibe edilmis proksimal tiibiller (P). X 320

:Kontrol hayvanlara ait proksimal tubullerde glukoz-6-fos-

fataz aktivitesi (), distal tubillerde (=) ve renal
korpuskiule ait hiicrelerde (A) belirsiz aktivite. X 50

:Kontrol hayvanlarin proksimal tabullerinde glukoz-6-fos-

fataz aktivitesi. Nokta ve ig seklinde aktif grandller (=)
ve firga kenarda hafif reaksiyon (=), distal tubillerde
(D) ve renal korpiiskiilde (Rk) belirsiz aktivite. X 320

1125 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina

ait proksimal tabuallerde glukoz-6-fosfataz aktivitesinde
azalma (-), ve aktivitenin korundugu birkag tubul (=). X
50

1125 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina

ait proksimal tubillerde azalmis glukoz-6-fosfataz ak-
tivitesi (-»). X 320

1250 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina

ait proksimal tubullerde azalmig glukoz-6-fosfataz ak-
tivitesi (=). X 50, X 320
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3.3.2. 125 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina
ait gbézlemler

Proksimal kivrintili tabullerde glukoz-6-fosfataz aktivitesinin
azaldig: gozlenmisgtir. Birkag tibalde ise aktivitenin korunmakta
oldugu tespit edilmistir (Sekil:60). Aktif granaller sayica azaldidi igin
daha az sitoplazmik reaksiyon gézlenmistir. Distal kivrintili tabullerde
ve renal korpuskilerde aktivite belirgin olmadigi igin bir
degerlendirme yapilamamistir (Sekil:60,61).

3.3.3. 250 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina
ait gézlemler

Bu grubda da, proksimal kivrintili tubdllerde glukoz-6-fos-
fataz aktivitesi oldukga azalmistir. Distal kivrintili tiballerde ve renal
korpuskillerde ise degerlendirilebilecek bir aktivite gézlenememistir
(Sekil:62,63). Proksimal kivrintili tibal hacrelerinde aktif granaller
oldukga azalmis ve sitoplazmik reaksiyonun gok zayif oldugu izlen-
mistir (Sekil:63).

3.4. Sitokimyasal gézlemler
3.4.1. Kontrol hayvanlara ait gézlemler

1 mM CuSO4 ve 10 mM ZnClz ve 10 mM NaF igeren ve
substratsiz inkubasyon ortamlarinda, bébrek korteksine ait yapilarda
son drdn birikimi ya hic ya da ¢ok daha az gézlenmistir. Bu nedenle,
enzim aktivitesi hem kontrol amac ile kullanildigindan ve hem de
kontrol ve deney hayvanlara ait yapilarda higbir fark
gozlenmediginden sadece birer resim konulmustur ($Sekil:64,65,66).

Glukoz-6-fosfataz aktivitesi igin reaksiyon aranu, en belirgin
sekilde, proksimal kivrintili tabal hicrelerinde gézlenmektedir
(Sekil:67). Distal kivrintili tabal hicrelerinde reaksiyon gok zayiftir
(Sekil:72). Renal korpuskile ait hicrelerde ise reaksiyon hemen
hemen hi¢ yoktur (Sekil:74).

Glukoz-6-fosfataz reaksiyonu en kuvvetli sekilde endoplazmik
retikulumda ve nukleus zarinda gozlenmistir (Sekil:69). Ayrica, bazal
laminada, bazal katlanmalarda ve firga kenarda da reaksiyon tespit
edilmistir (Sekil:70,71). Hicre igi diger sitoplazmik organellerde ve
nukleusun igcinde ise hig reaksiyon gdzlenmemigtir.



Sekil 64 :Kontrol olarak kullanilan ve inhibitér maddeleri iceren
ortamda inktbe edilmis proksimal tabil hiicresi. X 14800

Sekil 65 :Kontrol olarak kullanilan ve inhibitér maddeleri iceren
ortamda inkube edilmis distal tubil hiacresi. X 14800
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Sekil 66 :Kontrol olarak kullanilan ve inhibitér maddeleri iceren
ortamda inkibe edilmis podosit ve glomerulus. X 14800
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Glukoz-6-fosfataz aktivitesi, hem granalli ve hem de diiz yizla
endoplazmik retikulumda mevcuttur. Reaksiyon Gruni endoplazmik
retikulum membranlarinin Gzerinde, genislemis membranlarda i¢
ylzeye bitigsik ve genellikle de membranlarin icindeki alanlarda hap-
sedilmis olarak g6ézlenmistir (Sekil:68). Bazi hucrelerde ise, reaksiyon
Grinid endoplazmik retikulum sisternalarinda yogun birikimlere neden
olmustur (Sekil:67). Aktif granuller genellikle nokta nokta ya da yogun
birikimler halindedir (Sekil:68,69). Genellikle, proksimal kivrintili tubal
hicrelerinin cogunda, endoplazmik retikulumun tabdl ve vesikil sek-
linde olmasina ragmen, bazen bunlarin sisternal bir gérandm aldiklari
da izlenmektedir (Sekil:68,69). Bazi durumlarda, granulli endoplazmik
retikulumun dig yazandeki birikimler ve ribozomlar yaklasik ayni
buyukltkte olduklarindan birbirlerinden gucliukle ayirt edilebilmek-
tedirler (Sekil:69). Son arin birikimlerinin ribozomlara yakin bir
konumda yerlestigi gézlenmistir.




Sekil 67-71
Sekil 67
Sekil 68

:Kontrol hayvanlarin proksimal tibdl hicrelerinde glukoz-

6-fosfataz aktivitesi

:Proksimal kivrintili tabul hicresinde endoplazmik

retikulumdaki yogun glukoz-6-fosfataz birikimi (=): X
14800

"Endoplazmik retikulum membranlari Gzerinde (A), ic

ylzine bitisik (A) ve icinde (=) glukoz-6-fosfataz ak-
tivitesi. X 31300






Sekil 69

Sekil 70

Sekil 71

:Nukleus membraninin bir béliminde glukoz-6-fosfataz

aktivitesi (=). X 31300

:Firca kenarda reaksiyon drini (). X 31300

‘Bazal laminada (BL) ve bazal katlanmalarda son drin

birikimi (=). X 31300
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Sekil 72, 73: Kontrol hayvanlarin distal tabal

hicrelerinde glukoz
- 6 - fosfataz aktivitesi

Sekil 72 © Distal kivrintily tabal hicresinde zayif glukoz-6-
fosfataz aktivitesi (»). X 14800
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Bazal laminada ve bazal membran katlanmalarinin dig yaziande
ve apikal membranin olusturdugu firga kenarda daha az olmakla
beraber belirgin bir reaksiyon mevcuttur (Sekil:70,71). Nukleus
membraninda ise, reaksiyon Grinid perinuklear aralikta yerlesmistir.
Son Grun genellikle nukleus membraninin bir béliminde veya
membranin timande aralikli izlenmisgtir (Sekil:69).

Distal kivrintili tibal hiicrelerindeki glukoz-6-fosfataz aktivitesi
proksimal kivrintili tibidl hicrelerindekine benzer yerlesim
gostermektedir, fakat aktivite cok daha zayiftir (Sekil:72,73). Podosit-
lerde ve glomerulusa ait hiicrelerde ise bu azalma gok daha ileri bir

dazeydedir (Sekil:74).




Sekil 73 ‘Kontrol hayvanin distal kivrintili tabal hicresinde zayif
glukoz-6-fosfataz aktivitesi (=Y. X 31300

Sekil 74 ‘Kontrol hayvanin podositinde ve glomerulusa ait
hicresinde zayif glukoz-6-fosfataz aktivitesi. X 31300






Sekil 75-77

Sekil 75

:125mg/kg siklofosfamid uygulanan hayvanlara ait prok-

simal tubul hicrelerinde glukoz-6-fosfataz aktivitesi.

: Nukleus membraninin tamaminda veya bir kisminda reak-

siyon drind (=). X 14800
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3.4.2. 125 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina ait
gbzliemler

Glukoz-6-fosfataz aktivitesi genellikle proksimal kivrintihi
tabul hicrelerindeki granalli endoplazmik retikulumda belirgin olarak
azalmistir ($ekil:76,77). Reaksiyon dGrand nukleus membraninin
tamaminda veya yalnizca bir bélgesinde izlenmisgtir ($Sekil:75,76). Mik-
rovilluslardaki, bazal lamina ve bazal membran katlanmalarindaki reak-
siyon dikkati cekecek kadar azalmistir (Sekil:76). Granalla
endoplazmik retikulumun dig yiziandeki birikimler ve ribozomlar bazen
guclukle ayirt edilebilmigtir (Sekil:77).

Distal kivrintili tibil hicrelerinde, podositierde ve glomerulusa
ait hucrelerde reaksiyon Grind ¢ok zayif oldugu igin kontrol ve deney
hayvanlarina ait yapilar incelendiginde bir karsilastirma yapmak
mimkian olamamistir.




PeKil 76

Sekil 77

:Proksimal kivrintili tabal hicrelerinde azalmis glukoz-6-

fosfataz aktivitesi. Nukleus membraninin bir bélgesinde
reaksiyon arana (-), mikrovilluslarda (Mv), bazal
laminada (A) ve bazal katlanmalarda (=) azalmis reak-
siyon. X 14800

:Granallu endoplazmik retikulumda azalmis glukoz-6-fos-

fataz aktivitesi (=). X 31300
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Sekil 78, 79 : 250 mg/kg siklofosfamit uygulanan hayvanlara ait

Sekil 78

proksimal tabul hiicrelerinde glukoz - 6 - fosfataz
aktivitesi

:Proksimal tabul hucresinde glukoz-6-fosfataz ak-

tivitesi.Ozellikle endoplazmik retikulum membranlarinda
(=) ve mikrovilluslarda (Mv) azalmis glukoz-6-fosfataz ak-
tivitesi. X 14800



3.4.3. 250 mg/kg siklofosfamid uygulanan deney hayvanlarina
ait gézlemler.

Bu grubda da, proksimal kivrintili tibal hiicrelerinde
6zellikle endoplazmik retikulum membranlarinda glukoz-6-fosfataz ak-
tivitesi belirgin olarak azalmigtir (Sekil:78,79). Pekgok hiicrenin nuk-
leus membraninda reaksiyon goézlienememistir (Sekil:78).
Mikrovilluslarda, bazal laminada ve bazal membran katlanmalarinin dig
yizinde az miktarda reaksiyon darandnin yer aldig: tespit edilmistir
(Sekil: 78).

Daha énce belirtilen nedenlerden dolayi, distal kivrintili tabdl
hicrelerinde, podositlerde ve glomerulusa ait hicrelerde bir
degerlendirmeye gidilememistir.




Sekil 79: Proksimal tabal hacresinde endoplazmik retikulum
membranlarinda (=) ve mikrovilluslarda (Mv) azalmig
glukoz-6-fosfataz aktivitesi. X 14800
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3.5. Blyokimyasal gézlemler.

Mikrozomal stspansiyondaki glukoz-6-fosfataz aktivitesinin
kontrollar ile karsilagtirnldiginda, belirgin olarak baskilandig tespit
edilmigtir. Spektorofotometrik 6lgimlerden elde edilen degerlere gore
volum aktivite (U/I) hesaplanmisgtir.

Her iki grubda da, siklofosfamidin glukoz-6-fosfataz ak-
tivitesinde belirgin bir azalmaya sebep oldugu gésterilmistir
(Sekil:80). Grup I de, glukoz-6-fosfataz aktivitesinin kontrol hayvanlar-
da 360.54+18.29 iken, siklofosfamid uygulananlarda 237.62+51.93 e
dastiga tespit edilmistir. Grup 11 de ise, kontrol hayvanlara ait mik-
rozomal suspansiyonda enzim aktivitesi 380.96+36.97 iken, siklofos-
famid uygulananlarda 297.91+46.13 e dustagu saptanmistir (Tablo).
Her iki gruba ait veriler student t-testi ile degerlendirildiginde
istatistiki yonden anlaml bulunmustur (p<0.001).
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KONTROL GRUBU  EXXJ DENEY GRUBU

Sekil 80:Sikiofosfamid uygulamasindan sonra mikrozomal
sUspansiyondaki glukoz-6-fosfataz aktiviteleri.

UYGULANAN | KONTROL DENEY
DOZ (mg/kg) (u/n) (U/1)

125 360.54 + 18.291237.62+51.93] < 0.001

250 380.96+36.97297.91+46.13 [ < 0.001

+ standart hata

Tablo: Siklofosfamidin glukoz-6-fosfataz aktivitesi Gzerine
etkileri.
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4. TARTISMA

Siklofosfamidin biyolojik olarak aktif bilegiklere yikiminin,
genellikle, karacigerde (Foley ve ark., 1961; Brock ve Hohorst, 1967;
Gurtoo ve ark., 1985), cok az miktarda da bébrekte (Brock ve Hohorst,
1967; Gurtoo ve ark., 1985) meydana geldigi bildirilmistir. idrar
tagiyici tuballer, sikiofosfamidin ve onun bir gok sitotoksik metabo-
litterinin atilmasi igin esas yolu olusturmaktadir.

Proksimal tubal hacrelerinde gézlenen degisikliklerin siklofos-
famid metabolitierinin sitotoksik etkisi sonucu meydana geldigi tanmin
edilmektedir (Lavin ve Koss, 1971b). Lavin ve Koss (1971a), ayni
deneysel sartlar altinda, renal ve hepatik degigikliklerin ayni zamanda
ya da renal degisikliklerin daha 6nce meydana geldigini goéziemisler-
dir. Bu arastiricilara gére, renal tabtllerdeki yapisal bozukluklar
hepatik degisgikliklerin sonucu degildir. Bu galismada renal tiballerde
gozledigimiz degigikliklerin, ayni deneysel sartlar altinda ve ayni
zamanda, hepatositierde gozledigimiz (Bolkent, 1987) yapisal degisgik-
liklerden farkli olmasi ya da benzerlik géstermesi, Lavin ve Koss'un
(1971b) da ileri sﬁrdﬁgﬁ gibi, renal degisikliklerin hepatik degisgiklik-
lerin sonucunda olugmadigini dusindirmektedir.

Bu calismada goézledigimiz peroksizomlarda sayica artma,
mitokondriyum-lipid iliskisi, halka diziligli-elektron yogun
membranims: yapilar iceren mitokondriyumlar gibi yapisal degisiklik-
lerin hepatositlierde g6zlenmemesi (Bolkent, 1987) karacigerin, ilacin
bu etkilerinden korundugu anlamina gelmez. Karaciger ve bbdbrekte
hidrojen peroksit metabolizmasi ile ilgili oldugu tahmin edilen bazi
enzimleri igeren peroksizomlarin, yapilan histokimyasal ve
biyokimyasal incelemeler sonucu yapisal veya enzimatik bir fark
gostermedikleri tespit edilmistir ( Afzelius, 1965; de Duve ve Baud-
huin, 1966; Shnitka, 1966; Beard ve Novikoff, 1969). Lavin ve Koss
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(1971b), bébrek tubullerindeki peroksizomlarin sayica arti§
g6stermesinden dolayl, karaciger ve bobrek peroksizomlarinin sik-
lofostamide ve onun metabolitlerine ayn: sekilde tepki
gostermediklerini ileri sirmektedirler. Arastiricilar, izledikleri bu
durumun farkli bir enzimin varligina bagh olup olmadigim veya
karaciger peroksizomlarinin ilacin etkisinden korunup korunmadigini
belirtmek igin baska c¢aligsmalara gerek duyulduunu
vurgulamaktadiriar. Lavin ve Koss’un (1971b) da belirttigi gibi, hepatik
dokudan farkli renal dokuda g6zledigimiz peroksizomlarda sayica artig
gibi yapisal degisiklikler, muhtemelen karacifer hasarinin sekonder
bir sonucu degil de, siklofosfamid metabolitlerinin direkt sitotoksik
etkisi sonucu olusgabilir.

Steinberg (1984), gunliuk sikiofosfamid tedavisinin lenfoma ve
Idsemiye yol agabilen kromozom anomalileri ve idrar kesesi ile ilgili
enfeksiyonlarin gézlenebilme olasihginin hastay: hergin riske attigini
ve bu ilacin 3 ile 4 haftada bir kez bir yil sare ile verilmesinin bu riski
kisitladigini belirtmektedir. Lane (1959), tek doz, intraperitonal olarak
farelere, 600-750 mg/kg siklofosfamid enjeksiyonunu takiben ayni gan
% 100 oraninda, 480 mg/kg siklofosfamid enjeksiyonundan 1-2 gin
sonra % 100 oraninda, 375 mg/kg sikiofosfamid enjeksiyonundan 3-8
gin sonra % 80 oraninda, 300 mg/kg siklofosfamid enjeksiyonundan
3-21 giin sonra % 80 oraninda 8lime rastlandidini, 240 mg/kg siklofos-
famid enjeksiyonundan sonra ise hi¢ 6lum olayina rastlanmadigim
belirtmistir. Evans ve arkadaslari (1984) ise, farelere 500-600 mg/kg
siklofosfamid enjekte edilmesinden 48 saat sonra hayvanlarin hepsinin
o6ldugunu, bu doz 8 ya da 12 saatlik araliklarla bege bélinerek 100 er
mg/kg verildiginde akut 6lim oraninin oldukg¢a indirgendigini, 24 saat-
lik araliklara bdlandiaginde ise dlumlerin ortadan kalktigini
belirtmiglerdir. Bu galismada, deney olarak kullandigimiz hayvanlarda
6lim oranit % 25-30 olmustur. Hem ginde bir kez 125 mg/kg ve hem de
sabah 125 mg/kg , aksam 125 mg/kg olmak Gzere ginde toplam 250
mg/kg sikiofosfamid verilen grubda, 6lGm oraninin hemen hemen bir-
birine yakin oldugu bulunmustur. Bu sonug, her iki gruba ait deney
hayvanlarinin ilaca dayanma giicinan birbirlerine yakin oldugunu
gostermektedir.

Lavin ve Koss (1971b), ¢caligsmalarinda siganlara tek doz, 200
mg/kg siklofosfamid enjeksiyonundan sonra 10 dakika ile 48 saat
arasinda bu ilacin etkilerini aragtirdiklarinda énemli yapisal degisiklik-
ler gordiklerini belirtmiglerdir. Bu ¢alismada ise, kisa surede gozienen
dedisikliklere dayanarak, dzellikle kanser arastirmalarinda, sitostatik
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olarak, genellikle, tedavi amac: ile yiitksek dozda ve bélaonerek
kullanim dikkate alinarak doz-sare ayarlamas: yapilmistir. Ayrica,
deney hayvanlarinin mamkin oldugu kadar yaksek doza dayanikhihg:
da dikkate alinmigtir.

Bu aragtirmada, en 6nemli morfolojik degisiklikler proksimal ve
distal tabal hacrelerinin plazma membranilarinda, nukleuslarinda,
mitokondriyumlarinda ve endoplazmik retikulumlarinda g&6zlenmigtir.
Hem proksimal ve hem de distal tiibillere ait bazi hacrelerin apikal
membranlarinda pargalanmalar, bu taballerin l[Omeninde de atiimig
sitoplazma artiklari ve nukleuslar dikkati gekmektedir. Membranin
yapisal batanluogant bozan dedisikliklerin, distal ve 6zellikle prok-
simal tobal hiicrelerinde reabsorsiyon ve tagima iglemlerinde
fonksiyon bozukluklarina neden olabilecedi dasunualmektedir. Bilindigi
gibi, aminoasitler, glukoz, su, Na*, HCO3™, bazi vitaminler ve anor-
ganik iyonlar sdzantiiden kivrintili proksimal tabal hGcrelerine reab-
sorbe olurken; metabolik artikiar, boya maddeleri ve ilaglar da
sGzintiye geri verilmektedir. Su, Na~, CI~ ve HCOs™ suzdantaden
kivrintili distal tibal hicrelerine reabsorbe olurken K* , H* ve NH4*
da stzintluye katiimaktadirlar (Leeson, 1988; Telford, 1990). Aktif
olarak reabsorbe olan bu maddelerin miktari, tagima sisteminin hizina,
bu hiz da tasiyici ya da ézel enzim miktarina baghdir (Guyton, 1986).
Dolayisi ile reseptdr etkilegimindeki, tagima ve enzim miktarindaki her
degdisikligin reabsorbe edilecek madde miktarini da etkileyebilecegdi
dusanialmektedir.

Patel (1990), sikiofosfamidin ve reaktif metabolitierinin
membran elemanlar ile reaksiyona girerek, 6zellikle lipid tabakasinin
fiziksel &6zelligini degistirdigini ya da membran lipidleri ve protein-
lerinde peroksidatif bozulmaya neden oldugunu ve bu bozulmanin da
ylizey membran fonksiyonlarini etkileyerek sitotoksisiteye neden olan
bir seri olaylari baslattigini belirtmektedir. Aragtiriciya gére, biyolojik
membranlarin yapisal ve fonksiyonel batanlagana dizenleyen ¢ift lipid
tabakasinin akiskanhgindaki degigiklikier sonucu, membrana baglh en-
zimlerin aktivitesi, reseptoérlerin etkisi, permeabilite, tagsima,
farklilagma ve membran sinyal iletimi gibi membrana bagl bir ¢ok
fonksiyon da zarar g6rmektedir. Ornegdin mitokondriyumlarda muh-
temelen serbest radikal Gretimi ile hiicre hasari s6z konusu olabilmek-
tedir (Brenner ve Rector, 1986b). Patel'in (1990) belirttigi,
siklofosfamid ile olusmus pulmoner toksisitenin bir belirtisi olan bu
membran fonksiyon bozukluklarinin, siklofosfamid uyguladidimiz
hayvanlarin bdbrek tubil hucrelerine ait membranlar i¢gin de sbz
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konusu oldugu ve bdzellikle reabsorbsiyon ve tagima iglemierinde
fonksiyon bozukluklarina neden olabilecedi dagsintlmektedir.

PAS reaksiyonu, bilindigi gibi doku karbonhidratlarinin
varhgini gésteren bir indikatdrdiar (Bancroft ve Stevens, 1982). PAS
(+) maddelerin yapilarindaki ve miktarlarindaki degisiklikler rengin
siddetini degistirebilir (Dahlquist ve ark., 1965). Reaksiyon ile geligen
rengin siddeti dokudaki glukoz gibi reaktif yapilarin miktarina bagh
olacaktir. Hicre yGzey 6rtisdni olusturan materyaldeki yapitagtarinin
miktarinin azalmasi veya kimyasal yapisinin bozulmasi zayif PAS (+)
reaksiyonunun nedeni olabilir.

Isik mikroskobu ile bazi nukleuslarda piknotik bir géranim ayirt
edilirken, elektron mikroskobu ile incelendiginde bazi hicrelerde
yodun kromatin ve bazen yer yer, bazen de tumiyle net olarak iz-
fenemeyen i¢ ve dis nukleus membranlar g6zlenmigtir. Nukleus
membranindaki bu degisikligin nukleus-sitoplazma iligkisinin
bozulmasina yol agacag! ve hicrenin nekroza gitmesiyle ilgili
olabilecegdi dustntimektedir.

Siklofosfamid uygulanan hayvanlarin proksimal tabal
hicrelerinin mitokondriyumlarinda géziledigimiz halka diziligli-elektron
yodun membranimsi yapilarin varligi daha énce belirtiimemistir.
Reynolds (1960), karbon tetrakiordr verilmesinden sonra,
mitokondriyumlarda benzer bir degisim go6zledigini, fakat
mitokondriyum morfolojisinde izlenen boyle bir dedisimin dnemi
hakkinda bir bilgiye sahip olunmadigini belirtmigtir. Ghadially (1988a)
ise, gesgitli toksik ilaglarin verilmesinden sonra, zaman zaman elektron
yodun, membranimsi halka seklinde diziligler igeren mitokondriyum-
lara rastlandigini, bu halka geklinde dizilen membranims: yapitann
miyelin sekillere dontGgimindn arttigini ve bu durumun dejenerasyon
olayinin bir isareti oldugunu belirtmektedir. Bu yodun, osmiyofilik,
yaprak sekilli veya halka dizilisli membranlarin gelismesi ve béyie or-
ganellerin miyelin sekiller iceren lizozomal cisimlere dénag@miénin
mitokondriyum kaybina yol agti§i da Ghadially (1988a) tarafindan ileri
surulmektedir. Miyelin benzeri sekiller, gesitli uyaranlar aitinda
gozlenebilen mitokondriyum fosfolipid membran dejenerasyonu ofarak
kabul edilirler. Miyelin sekillere benzeyen bu konsantrik duzenlemeter
a¢ birakilmig, hem ag birakilmis hem de ins@lin verilmis ve higbir gey
uygulanmadan beslenmis sigcanlarin karaciger huacreletinin
mitokondriyumliarinda gozlenmistir (Beux ve ark., 1969). Bu gahgmada
da mitokondriyumlarda goziedigimiz halka diziligli-elektron yodun
membranimsi yapilarnin, Ghadially’'nin (1988a) de belirttigi gibi, bir
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dejenerasyon belirtisi oldugu ve bunlarin lizozomal cisimlere
dénidgimi sonucu mitokondriyum kaybinin meydana gelebilecegi
dasandalebilir,

Bu galigsmada, mitokondri i¢g ve dis membranlarn arasindaki
bbélgede genigsleme, matriksinde transparan bir bdlge igeren
mitokondriyumlarda ise genellikle periferde oldukga kisa kristalarin
yer aldigininin izlenmesi, hiicresel ATP'nin esas kaynag: olan bu or-
ganellerde metabolik aktivitenin azaldigini dasanddrmektedir. Sik-
lofosfamidin, mitokondriyum morfolojisinde bu tir patholojik
degigikliklere sebep oldugu ve bu degisiklikierin de hicre solunumu
igcin gerekli olan fonksiyonlari ve enerji tretimini engelledigi tahmin
edilmektedir. Bilindigi gibi, krista sayisi ile mitokondriyumun oksidatif
etkinligi arasinda bir uygunluk vardir. Ghadially (1988a), toksik et-
kilere maruz kalan hicrelerde hticre igi sivi birikiminin hicresel os-
motik kontrol mekanizmalarinin yetersizligi ile ilgili olduunu, bu
hasarin ve mitokondriyum gismesinin ATP uretimini baskiladigini ve
hdcre membranindaki ATP’ye bagli aktif sodyum iletiminde de
yetersizlige neden oldufunu agiklamistir. Bilindigi gibi, proksimal
tabalan esas fonksiyonlarindan biri, tdbul laGmeninden sodyum
iyonlarinin aktif emilimidir. Sodyum iyonlarinin secici reabsorbsiyonu
enerji gerektiren bir iglemdir ve bu olay hlcre ylizeyinde meydana gelir
(Striker ve ark., 1968). Hicre enerjisinin asil kaynagd: mitokondriyumiar
oldufgu igin, gézlenen yapisal bozuklukiar enerji tGretiminde ve
dolayisiyla sodyum iyonlarinin reabsorbsiyonunda bir azalmaya sebep
olabilir.

Hanaki ve arkadasglari (1990), intraperitonal olarak, 4 gin
sireyle ginde 100 mg/kg siklofosfamid verilen siganlarin kalp kasini
kontrollar ile kargilastirdiklarinda, mitokondriyum solunum zincirin-
deki NADH-sitokrom c reduktaz ve sitokrom c oksidazin belirgin olarak
azaldigini ve dolayisi ile mitokondriyum solunum fonksiyonunun
azaldigini goziemiglerdir. Bu arastiricilara gore, siklofosfamid ile
olugan kardiotoksisite mitokondriyum fonksiyon kaybi ile yakindan
iligkilidir. Bizim galigmamizda go6zlenen yapisal degisiklikterin de
mitokondriyumlarda fonksiyon bozukluklarina neden olabilecegi ve bu
durumun enerji Gretimini engelleyebilecedi dusuniimektedir.

Hicre iginde elektron yodun bir halka ile gevrili lipid
damlalarinin mitokondriyumiar ile siki iligkide olduklarnn: ve bazi
elektron mikrograflarinda, bu lipid damlalarinin mitokondriyum iginde
yer aldigini agiklamanin gug oldufunu belirtmigtik. Ghadially (1988a),
lipid damlaciginin mitokondriyum membrantnin derin gékuntiasa iginde
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yer alabilecegini ve bdyle bir lipid damlaciginin kesit dizlemine gére
mitokondriyum igindeymis gibi gérulebilecedini belirtmektedir. Palade
ve Schidlowsky’a (1958) gdre, mitokondriyumlar trigliserit metabo-
lizmasinda kullanilan bir gok enzimi igerdikieri igin, bu enzimlerin
lipidik substratlar ile yakin iliski kurduklarini agiklamiglardir. Siklofos-
famid etkisiyle, ilk defa, bdbrekte proksimal tabal htcrelerinde
izledigimiz lipid-mitokondriyum iliskisi, mitokondriyumlardaki yag
asidi oksidasyonu ile saglanan hicrese! enerjinin kaynak olarak lipid-
leri kullanilabilecegi ihtimali, Palade ve Schidlowsky’n,in (1958)
agiklamalar: ile paralellik gdstermektedir.

Siklofosfamid enjekte edilen hayvanlarin, proksimal tibul koyu
hicrelerinde, krista ile tamami iki ayrt kompartmana ayrildigi izlenimini
veren bazi mitokondriyumlarin bir kisminin sigsmig bir matriks, diger
kismin normal durumda fakat oldukga yodun bir matriks igerdigi
gdzlenmigtir. Deney hayvanlarimizda rastlanan bu degisiklik,
patholojik sartlar altinda ortaya c¢ikan Trump ve Ginn'in (1968) de
belirttigi gibi, mitokondriyumun bir krista ile iki kompartimana
ayrilmasi) durumuna bluytk bir benzerlik gostermektedir.

Gok fazla miktarda su ve iyon gegisi olan dokularin mito-
kondriyumlarinda kalsiyum, magnezyum, fosfor, inorganik materyal,
lipid v.b. igeren ve osmiyofilik olan grandllerin arttig: Ghadially
(1988a) tarafindan agiklanmistir. Arastiricinin patholojik ve deneysel
sartlar altinda goézlendigini belirttigi bu granuliere, bizim
caligmamizda, nekroza giden hiacrelerin mitokondriyumlarinda
rastlanmasi, canlida siklofosfamidin nekroza uygun bir ortam
olusturdudunu bir kere daha vurgulamaktadir.

Apikal vesikiller apikal vakuolleri olugsturmak igin birbirleri ile
veya daha 6nceden var olan apikal vakuoller ile kaynagir ve bu apikal
vakuoller daha sonra hiicre merkezine dogru hareket edip sindirilecek
materyalin sindirimi i¢in gerekli olan asit hidrolazlan igeren lizozomlar
ile kaynasir (Brenner ve Rector, 1986a). Bu apikal vesikullerin vakuol-
lerle birlegmesi bu galigmada da gdzlenmistir. Tabul hacrelerinde, igik
mikroskobu ile genellikie apikal bdigelerde gesitli buyhkiikte olduklan
gozlenebilen vakuollerin, elektron mikroskobu ile incelendiginde en-
doplazmik retikulum vesikalleri ile i¢ ve dig mitokondri membranian
arasindaki genislemelerden ibaret olduklari tespit edildi. Bu
¢aligsmada, granulli endoplazmik retikulumda izledigimiz geniglemeler
ve diz yazlid endoplazmik retikulumun yer yer kimeler olusturmasi
Lavin ve Koss (1971b) tarafindan da belirtilmistir Hicre igine fazia
miktarda su ve eriyik halinde maddelerin girmesi, granulli ve daz yazla
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granilia ve diiz ytzla endoplazmik retikulum gibi membran igeren
kanal ve vesikdllerin geniglemelerine yol acgar.

Granalla endoplazmik retikulumun 6nemli bir fonksiyonu plaz-
ma proteinlerinin sentezidir. Ribozomlar seyreklegip, granalla en-
doplazmik retikulumdan sitoplazmik matrikse gegip, sitoplazmada
serbest olarak bulunduklarinda protein sentezi bloke olur ve bdylece,
yeni membranlarin ve plazma proteinlerinin sentezi gergeklegsemez.
Siklofosfamid uygulamasindan sonra bobrek tabdl hacrelerinde en-
doplazmik retikulumda bu yénde gbézledigimiz degigiklikler, bu
hacrelerdeki protein sentezininin inhibisyona ugradigini dasan-
dirmektedir.

Smuckler ve Benditt (1963), toksik bir madde olan karbon
tetraklorir uygulanmig siganlarin karaciger hicre fraksiyonu
calismalarinda polizom kimelenmelerinde azalma ve onlarla ilgitli
amino asit baglanma kapasitesinde dusis oldugunu belirtmiglerdir. Bu
galismada, siklofosfomid uygulamasini takiben izlenen benzer polizom
azalmasinin ve serbest ribozomlarin buytk bir artis gdéstermesinin ayni
nedeniere bagl olarak meydana gelebilece§ini digunddrmektedir.

Ghadially (1988a), ilagla stimile edilen enzim Gretiminin mor-
folojik bir ifadesi olarak kabul edilen diiz yGzli endoplazmik retikulum
hipertrofisinde, ilk safhada mikrozomal protein fraksiyonunda artigsdan
ve ilag metabolize edici enzimlerin olugsumundan, ikinci safhada kisa
veya oldukga uzun sirebilen ilag toleransindan, tglnca safhada ilag
metabolize edici enzimlerin azalmasindan ve duz yazld endoplazmik
retikulumun hicre sitoplazmasinda stkica gruplagmalarindan bahset-
mektedir. Bu arastirici, granalla ve diaz yazlia endoplazmik retikulum-
lardaki bu morfolojik degisikliklerin ilaca, doza, miktara, verilme
sikligina, yasa ve cinsiyete gore degisebildigini de belirtmektedir.
ilaglarin zehirsiz duruma getirilmesi ile ilgili olan duz ytzIi endoplaz-
mik retikulumun en karakteristik enzimlerinden biri glukoz-6-fosfatin
glukoza defosforilasyonunu katalizleyen glukoz-6-fosfatazdir (Karp,
1984). Bizim galismamizda, toksik hasara bir cevap olarak
g6zledigimiz duz yazli endoplazmik retikulum kiimelenmeleri
Ghadially’'nin (1988a) belirttigi tguncih safhaya uymaktadir. Bu son
safhada metabolize edici enzimlerin azalmas: da glukoz-6-fosfatazin
azalacagina bir isaret olabilir. Ayrica, bu enzimin aktivitesinin azaldigi
da bu galigmada tespit edilmigtir.

Kontrollar ile kargilastirildiginda, deney grubunda arttigs tespit
edilen koyu hicreler, daha elektron yo§un sitoplazmik matriks ile daha



yodun, daha kugik ve invaginasyon gbsteren nukleus igermektedirler.
Acik hiicrelerin kughlerek ve yogunluklar artarak koyu hGcreleri veya
koyu hacrelerin siserek ve yogunluklari azalarak agik hacreleri
meydana getirebilecekleri ileri sarilmasg, fakat koyu hacrelerdeki or-
ganellerin gérianama dikkate alindiginda bu hacrelerin agik hacrelere
donusebilecedine pek ihtimal verilmemistir (Steiner ve Baglio, 1963;
Herdson ve ark., 1964a). Koyu ve agik hicre olayinin, toksik ajanlar ile
meydana gelen patholojik bir degisiklik olabilecedi ya da érnegin
hepatositlerin hidratasyon ve fonksiyonel durumlarindaki farklardan
ileri gelebilecedi seklinde yorumlanmigtir (Herdson ve ark., 1964b;
Witzleben, 1966). Bizim calismamizda da rastlanan koyu hacrelerin,
genellikle metabolik olarak inaktif veya 6lmekte olan veya 6lmasg
hucreler olabilecegi dustinulmektedir.

Suzuki ve Mostofi (1966), intraperitonal gliserin enjeksiyonunu
takiben, kivrintili proksimal tibald déseyen koyu epitel hacrelerin
sayica arttigin), bu hacrelerin yogun, kiagik ve ince uzun oldugunu
sitoplazmik organellerin ve nukleuslarin sikica paketlendigini,
mitokondriyumlarin genellikle kiguk, yodun, bazalmas oldugunu, nuk-
leusun kiacuk ve girintili ¢ikintili oldugunu, sitoplazmik polizomlarin
sayica azaldidini, serbest ribozomlara rastlandigini ve bu bulgularin
zarar gormas hucrelerin karakteristik degisiklikleri olduklarini
belirtmislerdir. Herdson ve arkadaslart (1964c) thiohydantoin ile
sican karacigerinde gozlenen koyu hacrelerde organellerin yigigim
gosterdigini agik hiicrelerde ise daginik oldugunu tespit etmisglerdir.
Bizim caligmamizda da deney hayvanlarinda gézlenen sayica artmig
koyu hacrelerin 6zellikleri, bu arastiricilarin belirttigi 6zellikler ile
blaylk bir benzerlik gostermektedir.

Bu galismada, siklofosfamidin renal korpuskiller Gzerine etkisi
incelendiginde, kapiller ile podositlerin ortaklasa paylastiklar bazal
laminada lamina densanin daha elektron yogun bir géranam aldigi ve
bu nedenle de, lamina lusidanin bazi bélgelerde ayirt edilemedigi
gbzlenmistir. Renal glomerulus gibi. su ve eriyebilen madde degisim-
inin sdratle meydana geldidi yapilarda, kapillerlerin bazal lamina-
larinin segici bir filtrasyon membrani olarak rol oynadiklari
bilinmektedir. Bu durumda, bu tiir bir morfolojik degisikligin shdzalme
fonksiyonunu engelleyici ya da azaltici bir rol oynayabilecedi dusu-
nialmektedir.
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Bu aragtirmada, hem hidrolitik ve hem de sentetik aktiviteden
dolay! multifonksiyonel bir enzim olan glukoz-6-fosfatazin, deney
grubuna ait hayvaniarin proksimal tibil hicrelerinde belirgin sekilde
azaldi§ tespit edilmigtir. Bébrek korteksi homojenatiarinda plazma
membran: pargalari (membran kalinhi§: ~100 Ao) Gzerinde belirgin
kursun fosfat birikimi mevcut olmadi§i, endoplazmik retikuluma ait mik-
rozomal vesijkillerin (membran kalinhdi ~60-70 Ao) ic ydzeyinde ise
kurgun fosfat birikiminin gok belirgin oldugu belirtilmigtir (Jakobsson
ve Ericsson, 1969). Hem her iki tip endoplazmik retikulum ve hem de
nukleus membraninda glukoz-6-fosfatazin varli§i gosterilmistir
(Kanamura, 1971). Bu c¢aligmada, glukoz-6-fosfatazin nukleus ve en-
doplazmik retikulum membranlarinda ¢ok yogun, firga kenarda ve
bazal membran katlanmalarinda az yoJun reaksiyon vermesi, yukarida
adi gegen arastiricilarin bobrek kivrintili proksimal tabal hicrelerinde
glukoz-6-fosfatazin yerlesimine ait agiklamalari ile buytk bir benzerlik
gOstermektedir.

Rhodin (1958), mikrovillusiarin reabsorbe edilen glukozun fos-
forilasyonu ile ilgili 6zel enzimatik aktiviteye sahip bir enzim sistemini
icerdiklerini belirtmisdir. Nordlie ve Soodsma (1966), giukoz-6-
fosfatazin diyabetik hayvanlarin proksimal tibal hacrelerinde, glukoz
reabsorbsiyonu ve tagsima fonksiyonu ile ilgili olabilecegini ve béylece,
bobrek glukoz-6-fosfatazinin metabolik fonksiyonda hepatik enzimden
farkli bir rol oynayabilecegini ileri sirmisglerdir. Bu arastiricilara gore,
hicrenin luminal membranina yakin glukozun fosforilasyonu ve ayni
hicrenin bazal kismina yakin seker fosfatin hidrolizi, glukoz-6-fosfataz
ile kataliz edilir; sentez reaksiyonu glukoz konsantrasyonu yiuksek ve
pH asidik iken gergeklesir; glukoz-6-fosfatin hidrolizi ise kanin pH sina
yakin yani daha ytksek bir pH ile basarlir; fosforil verici kaynak,
hicrenin bazal bdlgesinde yer alan mitokondriyumlardaki ATP ile den-
gede tutulur. Hem karaciger ve hem de bobrekteki fosfotransferaz ve
fosfohidrolaz aktivitelerinin diyabette belirgin olarak artmasi ve
insalin verilerek azalmasi glukoz-6-fosfatazin ortak bir genetik kontrol
altinda oldugunu kanitlar ( Fisher ve Stetten, 1965; Nordlie ve Arion,
1965). Kanamura (1971) ise, normal hayvanlanin da proksimal tuabal
hicrelerinde bu enzimin, glukoz reabsorbsiyonu sirasinda glukoz-6-
fostatin hidrolizinden sorumiu oldugunu belirtmektedir. Bu arasgtirici,
glomerular stazantaden glukozun reabsorbsiyonu ile ilgili olan bu en-
zimin yeri ile glukozun reabsorbisyon yerinin ayni oldugunu da
belirtmigtir. B6ti ve arkadaglari (1982), glukoz-6-fosfatazin, normal
gartlar altinda, bobrekte ya glukozun reabsorbsiyonu ve taginmasinda
ya da glukoz-6-fosfatin hidrolizinde yer alabilecedini belirtmektedirler.
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Veeraragavan ve arkadaglan (1981), hem karacijerde ve hem
de bébrekte glukoneogenezde yer alan glukoz-6-fosfatazin, proksimal
tiballerden kana glukoz salinmasina yardim ettigini ve kan glukoz
konsantrasyonundaki artisin glukoz-6-fosfataz aktivitesi ile kontrol
edildigini belirtmiglerdir. Aragtiricilara g6re, glukoz-6-fosfatin hidrolizi
sonucu serbest kalan glukoz, hicreden ekstrasellular alanlarda yer
alan kapillere geger ve kan glukozuna devaml bir kaynak olusturur.
Bbéylece karacigerin yanisira bir dereceye kadar da bdbrekler kan
sekerine katkida bulunmus olurlar (Kanamura, 1971; Veeraragavan ve
ark., 1981). Kan glukozu diistaga zaman renal glukoneogenezin arttigs,
kan glukozu artti§1 zaman da, muhtemelen hepatik glukogenolizden
dolayi, bébreklerde glukoneogenez aracihidi ile glukoz sentezine gerek
duyulmadi§ belirtilmistir (Veeraragavan ve ark., 1981). Ross ve
arkadaglari (1986), glukoneogenezin kan glukozuna katkisinin normal
sartlar altinda % 5-25, aglik ve diyabette hemen hemen % 50 civarinda
oldugunu ileri sirmaslerdir. Bu arastiricilar, enerji gerektiren iglemler
olan sodyum reabsorbsiyonu ile glukoneogenezin proksimal
tuballerdeki enerji igin rekabet ettiklerini de belirtmiglerdir. Oysa, Kida
ve arkadaslar (1978), bdbrek glukoneogenezinin kan glukozunun
korunmasindaki fizyolojik &énemini incelemigier ve diyabet, aglik ve
asidosis gibi anormal metabolik durumlarda siganlarda
glukoneogenezin belirgin olarak arttigini tespit etmiglerdir.

Nefronda glukoneogenezin, proksimal tabulde gergeklestigi ve
kivrintili kisimdan diiz kisma dogru gidildikge azaldig: tespit edilmistir
(Schmidt ve Guder, 1976). Patholojik sartlar altinda rejenerasyon igin
gerekli enerjinin saglanmasinda bu enzimin, glukoz tuketiminde bir rol
oynayabilecedi ileri saralmastar (Bo6ti ve ark., 1982). Bizim
galismamizda ise, proksimal tabil hicrelerinin mitokondriyumlar: say!
bakimindan azalmis olmasa da fonksiyon bakimindan yetersiz
olacaklarindan, bébrek tabil hiicrelerinin optimum fonksiyonlarn igin
metabolik enerji saglanmasinda glukoz aretimi gerekli olabilir.
Bilindigi gibi, enerji gerektiren tasima iglemleri i¢in gereken enerjinin
¢odu solunum ile saglanir. ATP azaldi§i zaman enerji gerektiren bir
islem olan glukoneogenez de azalir (Ross ve ark., 1986). Fakat,
glukoz-6-fosfataz aktivitesindeki azalma sonucu optimum sartlar igin
s6z konusu olan glukoz uretimi ve kana glukoz verimi tam anlamiyla
gergeklesemeyecegdinden kan glukoz konsantrasyonu belli bir
seviyede tutulamayabilir.

Glukoz-6-fosfatazin endoplazmik retikulum membranlarinin ig
ylzunde yer aldifi, glukoneogenezin son basamaginin endoplazmik
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retikulumda basarildigl ve glukoz-6-fosfatin hidrolizi ile olugan
glukozun endoplazmik retikulum membranlari ile gevrelenmis alana
serbest birakildifi tespit edilmistir (Kanamura, 1971). Normal sartlar
altinda, bébregin, kan glukoz konsantrasyonunun korunmasinda
6nemli bir rol oynamadi§i da belirtilmigtir (Schmidt ve Guder, 1976).
Sigan bobredinde laktat, piravat, trikarboksilik asit siklusuna ait
yapilarin ve amino asitlerin glukoza doéniagima igin optimum sartlar
arastinilmig ve a¢ kalmanin glukoneogenik kapasiteyi artirdigr tespit
edilmigtir(Krebs ve ark., 1963).

Boti ve arkadaglan (1982), glukoz-6-fosfataz aktivitesinin civa
klorit verilmesinden iki gin sonra hasar go‘rmﬁ§ taballerde azaldigini
ve 4 gin sonra da, rejenere olan ve nekrotik olmayan tabidllerde
arttigint gézlemisglerdir. Bu arastiricilar, civa klorit ile olugsmug nekroz-
dan sonra, sigan bébredinin proksimal tabalanan ilk kisminda
glukoneogenez olayinin gok daha yuksek oldugunu ve sadece
patholojik sartlar altinda enzimin rejenerasyon igin gerekli enerjide
6nemli bir fonksiyona sahip oldugunu ve glukoz toketiminde de bir rol
oynayabilecegini ileri sirmaglerdir. Yine ayni aragtiricilar, glukoz alimi
ve dretiminin bébregdin farkli kisimlarinda birlikte meydana
gelebildigini ve dengenin idrar atilimina bagh olabilecegini
belirtmiglierdir. McCann (1962), glukozun proksimal taballerde
olustugunu ve burdan salindigini, renal glukoz metabolizmasi ile
ditresis arasinda 6nemli bir iliski oldugunu, glukoz alimi ve aretiminin
ayni zamanda meydana geldigini ve bébrek glukoz metabolizmasinda
dengenin idrar atilimi ile iligkili oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica,
glukoz alimi ve Gretiminin gartiara bagh olarak dedigebilecegi de
agiklanmigtir (Nordlie ve Soodsma, 1966). Glukoz metabolizmasinin,
sodyumun bébrek tarafindan geri emiliminde 6zel bir rol oynadi§: ve
glukozun maksimal Na* reabsorbsiyonu igin gerekli oldugu tespit edil-
mistir (Trimble ve Bowman, 1973).

de Duve ve Baudhuin (1966), hucre ekonomisinde
peroksizomlarin muhtemel rolinden bahsetmis ve yardimci solunum
mekanizmasinin varhigini kabul etmigtir. Bu ileri stirilen mekanizmada,
katalaz katalitik kapasiteden ziyade peroksidatif bir rol oynamaktadir.
Peroksizomlarin glukoneogenez gibi gesitli hiicre fonksiyonlari ile ilgili
oldugu belirtilmistir ( Brenner ve Rector, 1986a). Kristic (1984) ise,
peroksizomlarin glukoneogenezde enerji materyali olarak lipidierden
a-keto asit Gretimi ile ilgili oldugunu belirtmigtir. DOz yGzld endoplaz-
mik retikulumun gogaldig: bolgelerde peroksizomlarin yeriestidi ve
bunlarin g¢ok yakin iligkide oldugu g6ézlenmigtir (Claude, 1969). Bizim



galismamizda diz yGzla endoplazmik retikuluma parelel olarak pe-
roksizomlarda go6zledigimiz artig glukoneogenez ile ilgili olabilir.

Bu galigmada, karbonhidrat metabolizmasinda anahtar bir
enzim olan glukoz-6-fosfatazin azalmasi biyokimyasal metotia da
gbsterilmigtir. Bilindigi gibi, enzim seviyesinin dugmesi enzim sen-
tezinin hizinin yavaglamasina veya enzim yikim hizinin artmasina
baghdir.

Her iki grubda da, glukoz-6-fosfataz aktivitesi anlaml bir
sekilde azalmasina ragmen, grup II'de bu aktivite kaybinin grup I'e
gbre biraz az oldugu tespit edilmistir. Bu durum iki gsekilde
aciklanabilir. Birincisi, aktivitedeki degisikligin son enjeksiyondan
sonraki sGreye bagh olabilecegidir. Gunkid, grup I son enjeksiyondan-
dan bir saat sonra, grup II ise son enjeksiyondan 1 giin sonra kesil-
migtir. Son enjeksiyondan sonra hayvanlarin kesimine kadar olan
devrenin kisa veya uzun olmasi bu farka neden olabilir. Grup I ve II
de, glukoneogenik aktivite protein sentezinin ve dolayisiyla glukoz-6-
fosfatazin inhibe olmasi nedeni ile azalabilir ve kana glukoz verimi tam
olarak gergeklesemez. Grup II de son enjeksiyondan 1 gun sonra,
hepatik glukogenoliz veya glukoneogenez veya kismen de bobrek
glukoneogenezi ise karigabilir. Her iki olasilikda grup II deki enzim
aktivitesindeki kaybin daha az olmasina agiklik getirmektedir.

Sonug olarak, siklofostamidin bébrek tiiblal epitelinde glukoz-
6-fosfataz aktivitesini azalttid: tespit edilmistir. ilacin bobrekte bu
enzim Gzerine etkisi daha 6nceden incelenmemis olup yapilan his-
tokimyasal, sitokimyasal ve biyokimyasa! galigmalardan elde edilen
bulgularin birbirini destekledidi gdzlenmistir. Hucrelerin metabolik
fonksiyonlarinda oldukga 6nemli de§isikliklere yol agan yapisal
dedisiklikler ve glukoz-6-fosfataz aktivitesindeki azalma, bu tar
ilaglarin gok daha dikkatle kullanimini gerektirmektedir.

ilacin yararl etkilerinin oldukg¢a uzun slrmesi ve toksisitenin
¢ok az olmasi siphesiz arzu edilen bir durumdur. Ancak, bu, siklofos-
famidin baz| hastaliklarda kisa bir stre kullanimi ile bagaritmaktadir.
Oysa, uzun sareli kullanimda enfeksiyon olasihigina kargt ilag dozunun
ayarlanmasi sbz konusudur.

Siklotostamid gibi antikanser ilaglari dederlendirirken, sadece
terapotik etkilerini degil, aynt zamanda muhtemel toksik ve kar-
sinojenik etkilerini de dikkate almak gerekir. Hayvanlarda deneysel
olarak olusturulmus bobrek toksisitesi ile ilgili ayrintili bir ¢aligma
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olmadigindan, bu galigma ile siklofosfamid uygulanmasinda dikkate
alinmasi gereken hususlar saptanmigtir.

Bu galigma ile siklofosfamidin enzim aktivitesini nasil etki-
ledigi ve metabolik fonksiyonda ne gibi degisikliklere yol agacagi
tespit edilmistir. Siklofosfamid, toksisite ve glukoz-6-fosfatazin birbir-
leri ile iligkilerinin tespiti bu tur ilaglarin gok daha dikkatle kullanimini
gerektirir,



5.0ZET

Siklofosfamid, hem neoplastik ve hem de neoplastik olmayan
pekcok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullaatlan bir ilagtir.
Terap6tik olarak kullanilan bu ilacin proksimal tabdllerde, distal
taubuallerde ve renal korpuskullerde belirgin yapisal degigiklere sebep
oldugu go6zlenmisgtir. Bu ilacin 6zellikle proksimal tabal hicrelerinde
toksik etki gbésterdigi ve nekroza sebep oldudu tespit edilmigtir.

Yoksek doz ve uzun sareli siklofosfamid uygulamasinin etkileri
hem yapisal ve hem de enzimatik yénden incelenmigtir. 1g1k mikros-
kobu seviyesinde, proksimal ve distal tibdl hacrelerinin apikal
membraninin pargalanmasi sonucu, tubdl limeninde sitoplazma
artiklari ve atilmis nukleuslar gézlenmistir. Bazi tabal hdcrelerinde
piknotik nukleusliar mevuttur. Grup II'de, proksimal tabal hicrelerinin
yer yer tahrip olmus firga kenarlarinda PAS (+) reaksiyon azalmistir.
Tubdl hacrelerinin 6zellikle apikal bolgelerinde degigik baytkliklerde
vakuoller yer almaktadir. Kapsial arahiinin dikkat cekecek derecede
genisledigi, glomerular kitlenin bataniaganan bozuldugu ve
kaguldugl, parietal yapragin bozuldugu dikkati ¢ekmigtir.

Elektron mikroskobu dizeyinde ise, nukleus membraninda
bozulma, mitokondriyumiarda gsisme, mitokondriyum-lipid iligkisi ve
mitokondriyum iginde halka diziligli-elektron yogun membranimsi
yapilar, sayica artmig koyu hicreler, bir kismi gigmis diger kismi yogun
matriks igeren mitokondriyumlar, gsismig granalld endoplazmik
retikulum sisternalar), artmis ve gruplasmig diz ydziik endoplazmik
retikulum vesikdlleri, sayica artmig peroksizomlar gdzienmistir.
Glomerulus kapillerleri ile podosit pedisellerinin ortaklaga
paylastiklari bazal laminada bozulma ve yer yer yapssal gigkinlikler
veya kalinlagmalar izlenmigtir.

Siklofosfamidin, 6zellikle proksimal tuobal hicrelerindeki
glukoz-6-fosfataz aktivitesi Ozerine etkisi de hem histokimyasal ve hem
de sitokimyasal yonden incelenmis ve bu aktivitenin azaldigi tespit
edilmistir. Ayrica, glukoneogenezde anahtar bir enzim olan glukoz-6-
fosfatazin aktivitesi bobrek dokusuna ait mikrozomal sispansiyonda
da Olgiimas ve glukoz-6-fostatazdaki aktivitenin azalmas: istatistiki
yonden aniamh bulunmugtur.
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Glukoz reabsorbsiyonu ve tagimasinda ya da glukoz-6-fosfatin
hidrolizinde yer alabilecegi dastndlen bu enzimin aktivitesindeki azal-
ma glukoneogenez aktivitesini azaltabilir. Bu azalmadan dolayi, kana
glukoz verilmesi gergceklegsemeyeceginden kan glukoz konsantrasyonu
belli bir seviyede tutulamaz.

Bu ¢aligmada histokimyasal, sitokimyasal ve biyokimyasal bul-
gular birbirini desteklemektedir. Hicrelerin metabolik fonksi-
yonlarinda oldukga 6nemli yapisal de§isikliklere yol agabilen bu
vapisal degigiklikler ve glukoz-6-fosfataz aktivitesindeki azalma, sik-
lofosfamid gibi sitotoksik ve kanserojen ilaglarin kullaniminda dikkate
ahinmahidir.



6.SUMMARY

Cyclophosphamide is a drug widely used in the treatment of
many diseases both neoplastic and non-neoplastic. It has been noted
that this drug used for therapeutic purposes produces marked struc-
tural alterations in the proximal tubule, in the distal tubule and in the
renal corpuscles. It has been established that this agent exerts a toxic
effect especially on the cells of proximal tubule and leading to
necrosis.

In the present study, the effects to cyclophosphamide ad-
ministered in large doses for along period were investigated both from
the enzymatic and structural viewpoints. At the light microscope level,
cytoplasmic debris and extruded nuclei were observed in the lumen of
the tubule as a result of disintegration of the apical membrane of the
cells of the proximal and distal tubules. Certain cells of the tubule
contain picnotic nucleus. In group II, PAS (+) reaction is decreased
at some sites of the partly destroyed brush border of the proximal
tubule cells. Vacuoles of various sizes are found especiaily in the
apical region of the tubule cells. It was observed that the capsular
space was markedly widened, the glomerular mass had lost its in-
tegrity and become smaller and the parietal layer was damaged.

While at the electron microscopic level, it was observed that
the nuclear membrane was destroyed and that mitochondria became
swolien. Also, a relationship between the mitochondria and lipids was
observed, as well as the presence of electron dense membranous
structures with a circular arrangement, increased numbers of dark
cells, mitochondria some of which are swollen, others with a dense
matrix, dilated cisternae of rough endoplasmic reticulum, increased
grouped vesicles of smooth endoplasmic reticuium and increased num-
bers of peroxisomes. Destruction and thickening or structural swell-
ings at places in the basal lamina shared by glomerular capillaries and
pedicels of the podocytes.

The effect of cyclophosphamide on the activity of glucose-6-
phosphatase was investigated both histochemically and cytochemi-
caly in the proximal tubule cells and a decrease in this activity was
noted. Furthermore, the activity of glucose-6-phosphatase which is a
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key enzyme in gluconeogenesis, was measured in the microsomal frac-
tion of the renal tissue and the decreased in the glucose-6-phos-
phatase activites was found to be statistically significant. A decrease
in the activity of this enzyme which is thought to play a part in glucose
reabsorbtion and transport or in hydrolysis of glucose-6-phosphate
may cause a decrease in the gluconeogenesis activity. As a result of
this decrease, glucose cannot be released into the circulation and
blood-giucose concentration cannot be maintained at a defined level.

in the present study, histochemical, cytochemical and
biochemical findings support each other. These structural changes
which may caused relatively important alterations in the metabolic
function of the cells as well as a decreased in the glucose-6-phos-
phatase activity should be taken into consideration in the use of
cyclophoshamide and carcinogenic and cytotoxic drugs of this type.
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