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OZET

Antrasiklin grubunda yer alan doksorubisin, yapilan farkli ¢alismalarda deney
hayvanlarinda 6nemli nefrotoksisiteye neden olmakta ve insanlarda da benzer toksik
etkileri olabilmektedir. Bu ¢alismada doksorubisin uygulamasi ile bobrek dokusunda
meydana gelen apoptotik degisiklikler ve benfotiaminin anti-apoptotik etkisinin
incelenmesi amagland1.

Calismada 24 adet eriskin Wistar Albino tipi erkek sican kullanildi. Deney
hayvanlar1 her grupta 6 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. 14 giinliikk deney
siresince Grup [’e herhangi bir uygulama yapilmadi Grup [I’'ye 10 mg/kg
intraperitoneal (i.p) tek doz doksorubisin, Grup III’e 10 mg/kg ip tek doz
doksorubisin ile birlikte benfotiamin 70 mg/kg/giin oral ve Grup IV’e ise sadece
benfotiamin 70 mg/kg/giin oral olarak uygulandi.

Deney sonunda sicanlar dekapite edilerek bobrek dokular1 ¢ikartildi. Rutin
151k mikroskobu takibi yapilarak dokular parafin bloklara gémiildii. Bloklardan
alman kesitlere bax ve kaspaz-3 immunohistokimyasal boyamalar1 yapildi. Elde
edilen bulgular incelenerek fotograflandi.

Immiinohistokimyasal boyamanm 151k mikroskobu altinda incelenmesi
sonucu; kontrol grubu ile karsilastirildiginda doksorubisin grubunda bax ve kaspaz-3
immiinreaktivitesinde belirgin bir artis varken, doksorubisin grubuna goére
doksorubisint+benfotiamin grubunda ise belirgin olarak azalma izlendi. Doku
malondialdehit (MDA) seviyeleri ise immiinohistokimyasal bulgularla paralellik
gostermekteydi.

Bu ¢alisma ile doksorubisinin bobrek dokusunda meydana getirdigi apoptotik
degisiklere kars1 benfotiaminin anti-apoptotik o6zellik gosterdigi ve antioksidan
etkiye sahip oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, bobrek, apoptozis, benfotiamin.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF BENFOTIAMIN
ON THE ALTERATIONS WHICH REVEALED WITH APPLICATION OF
DOXORUBICIN IN THE RAT KIDNEY TISSUES

Doxorubicin is an antracycline and shown to have nephrotoxic effects in
different studies conducted in animal models and also in humans it is thought to have
similar effects. In this study, we aimed to investigate the apoptotic changes in the
kidney tissue with doxorubicin treatment and the anti-apoptotic effects of
benfotiamine.

In this study, 24 adult male Wistar Albino rats were used. Animals were
divided into 4 groups as 6 animals in each group. During the 14-day experiment
period, no application was executed to Group I. A single dose of doxorubicin in dose
of 10 mg/kg (i.p) was administered to Group II; Group II received oral
benfotiamine 70 mg / kg / day in addition to doxorubicin and to Group IV only 70
mg / kg / day benfotiamine was given orally.

At the end of the experiment the rats were decapitated and kidney tissues
were removed. Routine light microscopy follow-up were performed and tissues were
embedded in paraffin blocks. Bax and caspas-3 immunohistochemical stainings were
performed to tissue sections from the blocks. The findings examined and
photographed.

Light microscope examination of immunohistochemical stained specimens
revealed marked increase of bax and caspase-3 immunoreactivity in doxorubicin
group in comparison with control group and significant decrease was observed in
doxorubicin + benfotiamine group. Tissue MDA levels were in accordance with the
immunohistochemical findings.

This study showed that doxorubicin induced apoptosis in kidney tissue and
benfotiamine had anti-apoptotic and antioxidant effects against the effects of
doxorubicin.

Keywords: Doxorubicin, kidney, apoptosis, benfotiamine.



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI

ONAY SAYFASI

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

TABLO LISTESI

SEKIL LISTESI

KISALTAMALAR LISTESI

1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Bobrek Anatomisi
1.1.1.1. Bobregin Yerlesimi, Sekil ve Biiyiikligt
1.1.1.2. Bobregi Distan Saran Yapilar
1.1.1.3. Bébreklerin ¢ Yapisi
1.1.1.4. Bobreklerin Damarlar1 ve Sinirleri
1.1.2. Bobrek Embriyolojisi
1.1.2.1. Pronefroz
1.1.2.2. Mezonefroz
1.1.2.3.Metanefroz
1.1.3. Bobrek Histolojisi

1.1.3.1.Nefron
1.1.3.2. Bobrek Cisimcikleri ve Kanin Siiziilmesi
1.1.3.3. Proksimal Kivrintili Tiibiil
1.1.3.4. Henle kulpu
1.1.3.5. Distal Kivrintili Tiibiil
1.1.3.6. Toplayici Tiibiil ve Kanallar

1.1.4. Bobreklerin I¢ Yapist

1.1.5. Bobrek Fizyolojisi
1.1.5.1. Bobregin Fonksiyonlar1

1.1.5.1.1. Kan Basincinin Diizenlenmesi

vi

ii
iii

iv

vi
viii

ix

O o0 0 9 O O N bk W W NN N =

e e e e e T e e
A W DN == O O



1.1.5.1.2. Idrar Olusmasi 15

1.1.6. Doksorubisin 16
1.1.6.1. Doksorubisin’in kimyasal yapisi 16
1.1.6.2. Doksorubisin’in farmakokinetigi 17
1.1.6.3. Doksorubisin’in etki mekanizmasi 17
1.1.6.3.1. Yiiksek afinite ile DNA’ya baglanma 17
1.1.6.3.2. Membranlara baglanarak membran akiskanligini ve iyon
transportunu degistirme 18
1.1.6.3.3. Oksijen radikali ve semikinon serbest radikali olusturma 18
1.1.7. Apoptozis 21
1.1.7.1. Apoptozisin regiilasyonu 21
1.1.7.2. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Y 6ntemler 23
1.1.7.3. Kaspaz-3 Yontemi 23
1.1.8. Benfotiamin 23
2. GEREC VE YONTEM 28
2.1. Deney Hayvanlari 28
2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi 29
2.3. Orneklerin Almmasi 29
2.4. Immiinohistokimyasal Inceleme 29
2.5. MDA diizeyinin saptanmasi 31
2.6. Istatistiksel analiz 31
3. BULGULAR 32
3.1. Malondialdehit (MDA) diizeyi 312
3.2. immiinohistokimyasal Bulgular 32
3.2.1. Bax Immiinreaktivitesi 32
3.2.2. Kaspaz-3 Immiinreaktivitesi 35
4. TARTISMA 39
5. KAYNAKLAR 44

6. OZGECMIS 54

vii



TABLO LiSTESI

Tablo 1. Apoptozisin yer aldig1 patofizyolojik durumlar

Tablo 2. Apoptozisin saptanmasinda kullanilan yontemler
Tablo 3. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin bilesenleri
Tablo 4. immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Tablo 5. Immiinohistokimyasal boyanma yayginligmin derecesi

Tablo 6. MDA diizeyleri

viii

23
23
28
30
31
32



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

SEKIL LISTESI

Bobrek kan akimi

Doksorubisinin kimyasal yapisi

Daunorubisinin kimyasal yapis1

Benfotiaminin kimyasal yapis1

Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda + 1 yaygmliginda bax
immiinreaktivitesi.

Benfotiamin verilen gruba ait bobrek dokusunda +1 yayginliginda
bax immiinreaktivitesi.

Doksorubisin verilen gruba ait bobrek dokusunda +3 yaygmliginda
bax immiinreaktivitesi.

Doksorubisin + benfotiamin grubuna ait bobrek dokusunda +2
yaygmnliginda bax immiinreaktivitesi.

Bax negatif kontrol.

Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda +1 yayginliginda Kaspaz-3
immiinreaktivitesi

Benfotiamin verilen gruba ait bobrek dokusunda +1 yayginliginda
Kaspaz-3 immiinreaktivitesi

Doksorubisin verilen gruba ait bobrek dokusunda +3 yayginliginda
Kaspaz-3 immiinreaktivitesi.

Doksorubisin + benfotiamin grubuna ait bobrek dokusunda +2
yaygmliginda Kaspaz-3 immiinreaktivitesi.

Kaspaz-3 negatif kontrol.

X

16

17

24

33

33

34

34
35

36

36

37

37
38



ADH
AGE
AIDS
ATP
CAT
DNA
GFR
GSH
GSH PX
i.P

Lv
MDA
NADPH
NF-KB
NO
PKC
RNA
ROS
SOD

VCAM-1

KISALTMALAR LiSTESI

: Antiditiretik hormon

: Ilerlemis glikasyon son iiriinleri

: Acquired Immune Deficiency Syndrome
: Adenozintrifosfat

: Katalaz

: Deoksiriboniikleik asit

: Glomeriier filtrasyon orant

: Glutatyon

: Glutatyon peroksidaz

: Intraperitoneal

: Intravensz

: Malondialdehit

: Nikotinamid adenozin diniikleotid fosfat
: Niikleer faktor kappa-B proteinleri

: Nitrik oksit

: Protein kinaz C

: Riboniikleikasit

: Reaktif oksijen tiirleri

: Siiperoksit dismutaz

: Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1



1. GIRIS

Bobrekler, karin boslugunun arka iist tarafinda retroperitoneal olarak
yerlesmis, sag ve sol olmak iizere omurganin iki yaninda bulunan fasulyeye
benzeyen koyu kahverengi ve gevrek yapida olan organlardir (1). Bobregin temel
fonksiyonu, inen aortadan dallanan bobrek arterlerinden gelen kami siizmektir (2).
Kapillerlerden siizerek meydana getirdikleri idrar ile, kandan zararli metabolizma
driinlerini uzaklastirr, idrarin yogunluk ve yapisini degistirmek suretiyle de
organizmanin su ve elektrolit metabolizmasimi, asit-alkali dengesini ayarlarlar (3).
Calismada kullanilan doksorubisin kanser tedavisinde kullanilan etkili ve yan etkileri
fazla olan bir kemoterapotik ajandir (4). Calismalarda ortaya ¢ikan bulgular
doksorubisine bagl toksisitenin patogenezinde; antioksidan enzimlerde azalmanin,
serbest radikal olusumunun ve lipid peroksidasyonunda artmanin rol oynuyor
olabilecegini desteklemektedir. Doksurubisin bdbrekte tiibiillerde atrofi ve
glomertiler kapiller permeabilitede artis meydana getirmektedir (5).

Doksorubisin toksisitesinde oksidan hasarin 6nemli rolii vardir. Doksorubisin
gibi ajanlarin etkisiyle oksijen radikalleri daha fazla {retilerek hiicrelerin
membranlarinda, organellerinde ve hatta genetik materyalinde oksidan hasara yol
acmaktadirlar. Bu hasarin en iyi gostergeleri, protein oksidasyonunun ve lipid
peroksidasyonunun gdsterilmesidir. Antioksidan enzimlerden katalaz (CAT) ve
siiperoksit dismutaz (SOD) oksijen radikallerini ortamdan uzaklastirmada ve bu
hasar1 engellemeye c¢alisan 6nemli olan endojen kaynaklardir. Normalde oksidan
sistem 1ile antioksidan sistem arasinda bir denge vardir. Doksorubisin bu dengenin
oksidan maddeler lehine bozulmasina yol acar. Oksidan sistemin farkli kaynaklar1
vardir. Bunlardan biri nitrik oksitdir (NO). NO hem kendisi radikal iiretici hemde
serbest radikalleri siiptiriicti olabilir. NO siiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek bir
radikal olan peroksinitrite dontislir. Peroksinitrit hem ortamdan siiperoksit anyonunu
uzaklastirmis olur hem de hasar yapici bir radikal olmus olur. Bir digeri MDA dir ve
lipit peroksidasyonunun gostergesidir. Diger bir radikal kaynagi da miyeloperoksidaz
sistemi ve notrofillerdir. Miyeloperoksidazin inflamatuvar cevaplarda iiretimi artar
ve hipoklorit radikalini iireterek hiicre hasarina yol acabilir (6).

Baz1 caligmalar benfotiaminin reaktif oksijen triinleri lizerinde baskilayici

ozellikte oldugunu gostermistir (7, 8).



Indirgenmis olan glutatyon (GSH) hiicre icerisindeki oksidan ajanlarm
etkisini azaltmaktadir ve hiicre i¢inde etkin gorev alan proteinleri oksidasyon
reaksiyonuna kars1 koruyarak antioksidan 6zellik gostermektedir. Bunun sonucunda
GSH molekiilii oksitlenir. GSH molekiiliiniin fonksiyonunu yerine getirebilmesi i¢in
yeniden rediikte edilmesi gerekir. Bu amagla nikotinamid adenozin dintikleotid fosfat
(NADPH) kullanilmaktadir. NADPH iiretiminde pentoz fosfat yolu dnemlidir. Bu
yolakta tiamin etkili gorev aldig1 i¢in antioksidan olarak kabul edilmektedir (9, 10).

Benfotiamin yagda ¢6ziilebilen bir tiamin formudur ve S-Benzoylthiamine-0-
monofosfat olarak taninan essiz agik tiyaol-halkali bir yapiya sahiptir ki bu yap1 onun
dogrudan barsak duvarmi gegebilmesini ve kolaylikla hiicre membranina ve hiicre
icine ge¢mesini saglar. Bu yap1 nedeniyle benfotiamin, S-acyl tiamin grubunun
tiirevi olarak da tanimlanmustir (11, 12).

Bagka bir tanima gore Bl vitamininin yagda eriyen formuna benfotiamin
denir. Normal suda c¢oziilebilen Bl vitaminine tiamin, 6zel yagda c¢oziilebilen
B1 vitaminine ise benfotiamin denilir (13).

Bu c¢alismada Doksorubisin uygulanmasmin sican bodbrek dokusunda
meydana getirdigi degisiklikler {izerine benfotiamin’in koruyucu etkilerinin
incelenmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma ile elde edilecek bulgularin, benfotiaminin
hasar iizerindeki etkinligini ortaya koyarak, klinik ¢aligmalara 1s1k tutabilecegi

diistincesindeyiz.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Bobrek Anatomisi
Bobrekler, filtrasyon, rezorpsiyon ve ekskresyon fonksiyonlar: ile giinde
kendilerine gelen 1700 L kandan 2-2,5 litre idrar olusturduklarindan ‘idrar tireten

organ’ anlaminda ‘organa iiropoetica’ olarak adlandirilir (14).

1.1.1.1. Bobregin Yerlesimi, Sekil ve Biiyiikliigii

Karm boslugunun arka iist tarafinda, periton gerisinde (retroperitoneal)
yerlesmis olan bobrekler, sag ve sol olmak {izere iki tanedir. 130-150 gr agirliginda,
fasulyeye benzeyen koyu kahverenginde ve gevrek yapida (karacigerden daha sertge)
bir organdir (1) . Ortalama agirlig1 erkeklerde 150 gram, kadinlarda 135 gramdir. Sag

bobregin iist ucu, T12 vertebra seviyesinde, sol bobregin iist ucu ise T11 vertebra
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seviyesindedir. Alt u¢lar1 L3 vertebra seviyesinde olup crista iliaca’dan yaklasik 2,5
cm yukaridadir. Karaciger nedeni ile sag bobrek, soldakinden 2 cm daha asagidadir
(15). Sag bobregin On yiizii; suprarenal bez, karacigerin sag lobu, kolon ascendens,
fleksura koli dekstra, duodenumun ikinci parcasi (pars descendens) ve jejunum
krvrimlari ile komsudur. Sol bobregin 6n yiizii; suprarenal bez, dalak, mide, pankreas
govdesi, splenik damarlar, flexura koli sinistra, kolon descendensin baslangici ve
jejunum kivrimlart ile komsuluk yapar. Bobreklerin ist-ic yiizleri glandula
suprarenalisle komsudur (15). Arka yiiz hafif konvekstir, diyafragma, m. psoas
major, m. quadratus lumborum, m. transversus abdominis, v.a.n. subcostalis, n.

iliohypogastricus ve n. ilioinguinalis’le komsudur (15, 16).

1.1.1.2. Bobregi Distan Saran Yapilar

Her bir bobrek, ti¢ katmanli bir destek ve ortii dokusu ile sarilmistir. Bu
olusumlar derinden yiizeye dogru fibroz kapsiil, adipoz kapsiil ve renal fasyadir (1,
14,16).

Fibroz kapsiil: Bobregi distan sarar (1). Saglam, genisleme kabiliyeti az, bag
dokusundan yapilmis ve sadece bobrege ait bir fibroz doku katmanidir (14, 16).

Her bir 6n arka yiizlerini hilum da dahil olmak iizere tamamen Orter. Fakat
bobrek dokusuna tamamen yapigsmadigindan kolayca altindaki dokudan siyrilabilir
(1).

Adipoz kapsiil: Fibroz kapsiiliin dis tarafinda bulunan yag tabakasidir (1).
Bobregi darbelere karsi korur (14). Yag dokusu hilus renalisten igeri girerek sinus
renalis’de bulunan olusumlarin arasindaki bosluklar1 doldurur (16).

Renal fasya: Adipoz kapsiiliin dis tarafindadir (1). Karin duvarindaki ekstra
peritoneal yag dokusunun yogunlasmasi ile olustugu kabul edilir (14). Renal fasya ve

adipoz kapsiil, bobregi adrenal bezle beraber sarmustir (1).

1.1.1.3. Bébreklerin I¢ Yapisi

Bir bobregin frontal (koronal) kesiti yapilirsa iki kisimdan meydana geldigi
gortliir: 1-Medulla renalis, 2-Korteks renalis (1).

Medulla renalis (Bobrek medullasi): En i¢te bulunan sinus renalis ile
distaki korteks renalis arasinda yer alir. Kirmizimtirak renkte ve ¢izgilidir. Tepeleri

sinusa tabanlar1 ise kortekse uzanan 8-18 kadar koni goriiliir. Bunlara renal piramitler



denir. Bu piramitlerin tepeleri (papilla renalis) sinusta yer alan kiiciik kalikslere
(calices minores ) girer. Renal papillalarin iginde porus denilen bir takim delikler
bulunur (1). Renal piramitler, nefronun distal borucuklar1 ile toplayici borularni
icerir. Piramidal borucuklarm ig¢lerinde bulunan filtre edilmis materyaldeki suyun
geri emilimini (reabsorbsiyon) saglayarak idrar1 konsantre ederler. Toplayici borular
daha biiyliik olan duktus papillaris (bellini kanali)’lere, duktus papillaris’ler de
piramitleri tepesindeki foramen papillaris’ler araciligi ile kiigiik kalikslere agilirlar
(14).

Korteks renalis (bobrek korteksi): Renal piramitlerin tabani ile bobrek
kapsiilii arasindaki dis kisimdir. Sarmmtirak kirmizi renktedir. Korteks piramitlerin
etrafin1 sararak bobrek sinusuna dogru uzanir (1). Korteks renalis mengeini nefrojen
dokudan alir ve idrar yapan olusumlari ihtiva eder (16). Cok sayida diiz ve kivriml
borucuklar, kan damarlar1 ve gozle goriilebilen sferik yapilar (corpusculum
renale)’dan olusur. Korteksin bobrek kapsiiline yakin olan dis kismimna zona
eksterna, malpighi piramitlerine yakin olan i¢ kismina zona interna denir. Malpighi
piramitleri arasinda da daha koyu renkli kortikal bir doku bulunur. Piramitleri
birbirinden ayiran bu kolonlar bertin kolonlar1 (columnae renales) olarak adlandirilir
(14) .

Bobrek lobulusu: Piramitlerin tabanlarindan korteks i¢ine dogru bir takim
uzantilar olur. Bunlara stria medullaris ad1 verilir. iki stria medullaris arasinda kalan
korteks bolimiine bir bobrek lobulusu denir. Her bobrek lobulusu ortasinda
interlobuler arter ve ven bulunur (1). Bir renal piramid ve etrafin1 saran kortikal
cevhere topluca lobus renalis denir ve sayilar1 8 ila 18 arasindadir (1, 14).

Nefron: Bobregin en kiigiik fonksiyonel iinitesidir. U¢ kisimdan meydana

gelir: Glomeriil, Bowman kapsiilii ve bobrek tiibtilleri (1).

1.1.1.4. Bobreklerin Damarlar ve Sinirleri

Kalp atiminin % 20-25’ini kullanan bobrekler dakikada 1,2 litre, giinde ise
yaklasik 1700 litre kan alir. Kanimiz giinde 340 kez bobreklerden gecerek zararli atik
maddelerden armdirilir. Bu islem esnasinda 1700 litre kanin onda bir1 kadar
(vaklasik 170 litre) glomeruler filtrat, glomeruler filtratin yaklasik %1°1 kadar
(1,7-2 litre) idrar olusur (14). Bobrekler, L1 - L2 vertebralar aras1 discus seviyesinde,

aorta abdominalisten ayrilan a.renalisler tarafindan beslenir (15). Aorta
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abdominalisten baslayan bobrek arterleri, birgok dallanmadan sonra vas afferens
olarak glomeriil i¢ine girerler buradan vas efferens olarak c¢ikan damarlar, renal
vende toplanarak sonunda v.cava inferior’a acilirlar (1). Bu dallanma soyle

Ozetlenebilir.

Aort Rena Segmental Lobet Interiobe Arkuat Interfobller Afferent
o artes arter arter arfer arter arter arierio
V
omery
; | lor
eritublie
. Renal Interlober  Arkuat Interlobiler apilere .
ava - yen * ven * ven T Gan  * ¢ artecio

inferior Ve Vals

Sekil 1. Bobrek kan akimi

Bobreklerin lenf damarlarmin pek ¢ogu kan damarlar1 ile beraber hilus
renalise dogru ilerleyerek sonunda nodi lymphatici lumbalese dokiiliirler. Bobregin
yiizeyel lenf damarlar1 ile fibroz kapsiile ait olan lenf damarlar1 adipoz kapsiile ait
olan lenf damarlar ile birleserek komsu lenf nodlarma dokiiliirler. Pleksus renalisden
cikan sinir dallar1 arteria renalisi takip ederek bobregin renal parankiminin icine
sokulur ve nefronlarn hiicrelerine kadar giderler (16). Parasempatikleri n.vagustan,
sempatikleri n. splanchnicus minor ve n.splanchnicus minimus araciligiyla Th10 -

Th12 ve L1 segmentlerinden gelir (1).

1.1.2. Bobrek Embriyolojisi

Urogenital sistem, dorsal aortammn her iki tarafindaki iirogenital kabart:
denilen longitiidinal bir mezoderm (intermediyer mezoderm) kabartisindan gelisir.
Urogenital kabartmn {iriner sistemi olusturacak olan bdliimiine nefrojenik kabart1 ad1
verilir (15). Gebeligin 4. haftasinda, embriyonun enine kivrildigi dénemde, ara
mezoderm genital kabartinin hemen lateralinde yer alan segmental olarak
diizenlenmis nefrotomlar1 olusturmak {izere ardisik somitlerden ayrilir (17, 18).

Nefrojenik kordon (nefrojenik kabarti) *un servikal ve yukar1 torasik bolgeleri
nefrotom olarak bilinen segmental hiicre topluluklarint olusturur (18, 19). Yani bu
yorede ara mezoderm segmentlidir. Nefrojenik kordonun, asagi torasik, lumbar ve

sakral yoreleri ise segmentsizdir. Sirasiyla segmentli yorede pronefroz, segmentsiz



yorelerde ise mezonefroz ve metanefroz gelisir (18). Insanlarda intrauterin yasam
boyunca kranialden kaudale dogru, birbirinden farkli ii¢ bobrek sistemi pes pese ve
kismen de st iiste binecek sekilde olusur (20).

* Pronefroz

* Mezonefroz

* Metanefroz

Bu sistemlerden birincisi rudimenter ve islevsizdir; ikinci sistem intrauterin
yasamin erken doneminde kisa siire fonksiyon gorebilir; {iclincii sistemden ise kalic1

bobrekler meydana gelir (20).

1.1.2.1. Pronefroz

Pronefroz gegicidir ve islev gdrmez (18). Insan embriyosunda dérdiincii
haftanin basinda, pronefroz servikal bolgedeki 7-10 adet solid hiicre toplulugu
tarafindan temsil edilir (20). Pronefrik duktus, kaudal olarak uzanir ve kloaka’ya
acilir. Rudimenter olan pronefroza ait yapilar, kisa bir siire i¢inde dejenerasyona
ugrarlar ancak, pronefrik duktuslardan cogunlugu, belirli bir siire kalir ve bir sonraki

bobrek sisteminde bunlardan yararlanilir (19).

1.1.2.2. Mezonefroz

Ikinci olarak gelisen bu sistem, pronefroza gore daha iyi gelismistir. Kalic
bobrekler gelisene kadar embriyoda gecici olarak gorev yapar (15, 18). Dordiincii
haftanin baslarinda, yani pronefrik sistemin regresyonu sirasinda, mezonefroza ait ilk
bosaltim tiibiilleri belirmeye baslar. Bu tiibiiller boyca hizla uzarlar, S seklinde bir
halka halini alirlar ve medial uzantilarmin ucunda bir glomerulus elde ederler.
Burada tiibiiller Bowman kapsiiliinii olustururlar. Kapsiil ve glomeriil birlikte renal
korpuskiilii meydana getirirler. Tiibiiliis lateralden, mezonefrik veya wolffian kanal
olarak bilinen longitudinal toplayict kanala girer (20). Ikinci aym ortasinda,
mezonefroz orta ¢izginin iki yaninda biiyliik oval organlar olarak dikkati cekerler
(18). Bu sirada, gelismekte olan gonadda mezonefrozun medialinde yer aldigindan,
bu iki organ tarafindan olusturulan doku kabarikligina tirogenital sirt ad1 verilir.

Kaudaldeki tiibiiller farklilasmaya devam ederken kranial tiibiiller ve

glomeriillerin ¢ogunlugu dejenere olarak ikinci aym sonunda tiimiiyle yok olur.



Erkeklerde kaudal tiibiillerin bir kismi ve mezonefrik kanal genital sistemin

olusumunda yer almak iizere sebat ederken kizlarda tiimiiyle kaybolur (20).

1.1.2.3. Metanefroz

Kalic1 bobrekler besinci haftanin basinda gelisimine baslarlar ve yaklagsik dort
hafta sonra fonksiyonel hale gelirler (15, 19). Kalic1 bobrekler mezoderm kaynakli
iki farkli kokene sahiptirler (17, 19).

» Metanefrik divertikiil (lireterik tomurcuk)

« Intermediyer mezodermin metanefrik kitlesi (metanefrojenik blastem)

Metanefrik divertikiil mezonefrik duktusun kloakaya giris yerine yakin, disa
dogru yapmis oldugu bir divertikiildiir. Metanefrik mezoderm ise nefrojenik
kordonun kaudal kismindan koken almaktadir (19). Metanefrik divertikiil (iireter
tomurcugu); mezonefrik kanaldan disa dogru bir biiyiime ile olusur. Ureterler, pelvis
renalisler, kaliksler ve renal toplayict sistem gelisir. Metanefrik mezoderm
(metanefrojenik blastem)’den bobregin yapisindaki nefronlar gelisir (15).

Toplayic1 sistemin gelismesi: Ureter tomurcugu metanefrik doku igine
penetre olur. Penetresyonun ardindan iireter tomurcugu genisleyerek primitif renal
pelvisi olusturur ve gelecekteki major kaliksleri olusturmak iizere kranial ve kaudal
parcalara ayrilir. Kalikslerin her biri metanefrik dokuya penetre olurken iki yeni
tomurcuk olusturur. Bu tomurcuklarda 12 ve daha fazla sayida tiibiil olusturana kadar
bolinmeye devam ederler. Bu sirada 5. ayin sonuna kadar periferde de bir miktar
tiibiil daha olusur. Ikinci jenerasyondaki tiibiilller genisleyerek, iic ve dordiincii
jenerasyona ait tiibiilleri absorbe ederek renal pelvisin minor kalikslerini olustururlar.
Gelisimin daha sonraki evrelerinde, 5. ve takip eden jenerasyonun toplayic tiibiilleri
hatir1 sayilir sekilde uzarlar ve minor kalikslerin tepesinde birikerek renal piramitleri
meydana getirirler (20).

Nefronun geligmesi: metanefrik blastem dokusu i¢cinde dallanarak yayilan
yeni olugsmus toplama borularinin distal son kisimlar1 metanefrik bir doku sapkasi ile
ortiiliidiir. Bu metanefrik doku sapkas1 i¢cindeki hiicreler tiibiillerin indiikleyici etkisi
ile renal vezikiil olarak bilinen kiiciik kesecikleri olustururlar; daha sonra bunlardan
da S big¢imli kiictik tiibiiller meydana gelecektir. S’nin bir ucundaki cebin i¢ine dogru
biiyliyen kapiller damarlar glomertile farklanirlar. Bu tiibiiller glomeriilleriyle birlikte

nefronu veya bosaltim birimini olustururlar. Her nefronun proksimal ucu, glomeriil
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tarafindan derin sekilde yaylandirilmis bowman kapsiiliinii olustururlar. Tiibiiliin
distal ucu ise bowman kapsiiliinden toplayict kanallara gegisi saglayacak sekilde
toplayici kanallardan biriyle iliski kurar.

Bosaltici tiibiillerin uzamaya devam etmesi ile proksimal kivritili tiibiiller,
henle kulpu ve distal kivrintili tiibiiller meydana gelir (18, 20).

Kalic1 bobrekler, 9. haftadan baglayarak, fotal hayat boyunca idrar1 aktif
olarak olustururlar. Glomeriil filtrasyonu 9. haftada baslar. Ancak filtrasyon hizi
dogumdan sonra artar. Idrar amniyon bosluguna salinir ve amniyon sivist ile karigir.
Bu idrarla karigik amniyon sivisindan ergin fotiis hergiin birkag litre yutar. Sivi, fotiis
barsaklarindan emilir, artik {irtinler fotiisiin kan dolagimina oradan da temizlenmek
icin plasenta membrani1 aracilifi ile anne karnina tasmir. Dogumdan sonra,
interstisyel dokunun artmasinmn yani sira, 6zellikle kivrintili proksimal tiibiiliislerin
ve henle kulpunun uzamasi sonucu bobrek hacmi artar. Bugiin prematiire bobrekler
disinda nefron olusumunun dogumda sona erdigi bilinmektedir. Bobreklerin islevsel

olgunlasmasi dogumdan sonra olmaktadir (20).

1.1.3. Bobrek Histolojisi

Her bir bobregin i¢ biikey yapili i¢ kenarinda sinirlerin girdigi, kan ve lenf
damarlarmin girip ¢iktig1 ve iireterin ¢iktig1 yer olan hilusu ile dis biikkey dis kenar1
vardir. Ureterin genislemis {ist kism1 olan bdbrek pelvisi, iki ya da ii¢ biiyiik major
kalikse boliinmiistiir. Her major kaliksten birkac kii¢iik mindr kaliks dallanir. Bobrek
dista korteks ve icte medulla olmak iizere iki boliime ayrilabilir. Insanda bdbrek
medullast 10-18 adet konik ya da piramidal sekilli yapilar olan meduller
piramitlerden olusur. Her bir mediiller piramidin tabaninda kortekse uzanan birbirine
paralel tiibiil demetleri olan, mediiller 1sinlar ¢ikar. Her bobrek 1-4 milyon nefron
icerir. Her nefron genislemis bir boliim olan renal cisimcik, proksimal kivrimli tiibiil,
henle kangalinin ince ve kalin uzantilari ve distal kivrimli tiibiilden ve toplayici tiibiil

ve kanallardan olugsmaktadir. Nefron bobregin islevsel birimidir (2).

1.1.3.1. Nefron
Bobrek parankiminin fonksiyon ve yapi birimi nefrondur. Nefron gectigi
bolgeye gore diiz veya kivrintili seyreden uzun bir borucuktur. Tek katli epitelden

yapilt olan ve bes boliimde incelenen bu tiipgiikler glomeriil denen kilcal damar



yumagini saran yuvarlak sekilli bir genislemeyle kor olarak baglar. Bowman kapsiilii
denen bu cift yaprakli zar glomeriilii ¢evreleyerek birlikte nefronun birinci pargasi
bobrek cisimeigini (malpighi) yapar. Bobrek cisimcikleri 150-250 pm ¢apta diizensiz
kiire seklinde yapilardir. Nefronun ikinci pargast proksimal tiip¢iik (tubulus
proksimalis) adin1 alir; kivrintili (pars kontorta) ve diiz (pars rekta) bolgeleri vardir.
Nefronun iiglincii bolgesi ince (ara) pargasidir. Nefronun distal tiipglik
(tubulis distalis) olarak adlandirilan dordiincii parcasmin da kivrintili, makula densa
ve diiz boliimleri vardir. Proksimal tiipciigiin diiz inen parcasi, ince parca ve distal
tiipcligiin diiz ¢ikan parcasi birlikte Henle kulpu olarak adlandirilir. Besinci ve son
kistm olan baglayici tiipgiik toplama borucuklar: ile baglantiyr saglar. Bobrek
cisimcigi ile proksimal ve distal tiipgiiklerin kivrintili kisimlari1 sadece kortekste

bulunur. Henle kulpu ise medullada ve medulla uzantilarinda bulunur (3, 21).

1.1.3.2. Bobrek Cisimcikleri ve Kanin Siiziilmesi

Her bobrek cisimciginin ¢ap1 yaklagik 200 pm’dir ve kapiller bir yumak olan
glomeriilden olusmustur. Bu yumak Bowman kapsiilii olarak adlandirilan iki tabakali
epitelden bir kapsiille sarilmistir. Kapsiiliin i¢ tabakasi (viseral tabaka) glomeriiliin
kapillerini dis taraftan sarar. Dis tabaka bobrek cisimciginin dis taraftaki sinirini
olusturur ve Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakas1 adin1 alir. Bowman kapsiiliiniin
iki tabakasi arasinda, kapiller duvarimdan ve visseral tabakadan siiziilen sivinin
toplandig1 idrar boslugu bulunmaktadir. Her bobrek cisimciginde getirici (afferent)
arteriyollerin girdigi ve gotiiriicti (efferent) arteriyollerin ¢iktig1 bir damar kutbu ve
proksimal kivriml tiibiillerin basladigi bir idrar kutbu bulunur. Bowman kapsiiliiniin
pariyetal tabakasi ince bir retikiiler lif tabakasi ve bazal lamina ile desteklenen tek
kath yass1 epitelden olusur. Idrar kutbunda epitelyum, proksimal tiibiil i¢in tipik olan
tek kath prizmatik yada tek katli kiibik epitele degisir. Embriyonik gelisim sirasinda
viseral tabaka biiyiikk Ol¢iide degisime ugrar. Visseral tabakadaki hiicrelerin
govdelerinden birka¢ birincil uzant1 sekillenir ve bu hiicreler ayakli hiicreler
(podosit) admi alwr. Her bir primer uzanti ayak¢ik (pedisel) denen glomeriiliin
kapilerlerini saran ¢ok sayida ikincil uzanti olusturur (2).

Pencereli glomeriil endoteli, ortak bazal lamina ve podositlerin ayakgiklar

hep birlikte bobrek cisimciginin siiziici duvarini olustururlar; su ve iyonlarin



gecmesine izin verirken hiicrelerin ve biiylik protein molekiillerinin gegisini

engellerler (21).

1.1.3.3. Proksimal Kivrintih Tiibiil

Bobrek cisimciginin idrar kutbunda, Bowman kapsiiliiniin pariyetal
yapragmin tek katli yassi epiteli proksimal tiibiillerin kiibik yada algak prizmatik
epiteli ile devam eder. Bu kisim distal kivrimli tiibiillerden daha uzundur ve bu
yiizden korteks igindeki bobrek cisimciklerinin yaninda daha sik goriiliir. Proksimal
kivrimli tiibiillerin hiicreleri ¢ok sayidaki uzamigs mitokondriyumlar1 nedeniyle
asidofilik sitoplazmaya sahiptir. Hiicrenin tepesinde firgamsi kenar1 olusturan
yaklagik 1 mm uzunlugunda, ¢ok sayida mikrovillus bulunur. Hiicrelerin biiyiik
olmas1 nedeniyle her enine kesitte ii¢ ile bes adet kiire biciminde ¢ekirdek bulunur
(2).

Uriner sistemin plazma ultrafiltrati, aktif ve pasif mekanizmalarla, siiziilmiis
su, glukoz, Na', K', CI, ve diger katilarn %70 kadarmin geri emildigi proksimal
kivrntili tiibiillere aktarilir. Proksimal kivrintih tiibiiller iyonlarm, Mg™ a bagiml
Na', K" aktive olmus pompa ile aktif trasportu i¢in adenozintrifosfat (ATP) saglayan
hiicre zar1 kivrimlar1 arasinda yerlesik olan uzun mitokondriyonlar i¢erir. Bunun yani
sira endositoz ve kiiclik proteinlerin aminoasitlere yikimi i¢in gerekli olan apikal
tiibiilovezikiiller ve lizozomlar ihtiva ederler. Ure ve glukozun hiicre zarmi gegme
hareketi bir transprot proteini (tasiyici protein) ile gergeklestirilir. Geri emilen
materyal peritiibiiler kapiller aga girer (22). Proksimal kivrintili tiibiil suya ¢ok
gecirgen oldugundan, su osmoz ile siki baglantilar arasinda (paraseliiler yol) yan
hiicreler aras1 bosluga gecer. Hiicreler arasi boliimdeki hidrostatik basingtaki bir artig

swv1 ve katilar1 kapiller ag icine dogru hareket etmeye zorlar (22).

1.1.3.4. Henle kulpu

Henle kulpu, proksimal kivrintili tiibiillere yapica ¢ok benzeyen bir kalin inen
kol, bir ince inen kol, bir ince ¢ikan kol ve bir kalin ¢ikan koldan olusan U seklinde
bir yapidir (2). Proksimal tiipiin inen diiz kismindan sonra gelen bo liimiidiir.

Bobregin medulla kisminda bulunur. Proksimal tiipiin tek katl kiibik epiteli

birden henle kulpunun tek katli yass1 epiteline degisir (21).
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Henle kulpu siiziilmiis suyun % 15 kadarin1 ve NaCl, K', Ca™ ve HCO3™ ’mn
% 25 kadarini geri emer. Cikan kol suya gegirgen olmadigindan siiziilen suyun geri
emilimi, ¢ogunlukla inen kolda, tiibiiler ve interstisyel sivi arasindaki osmotik

gradyanla gerceklestirilir (22).

1.1.3.5. Distal Kivrintih Tiibiil

Henle kangalinin ¢ikan kalin kolu kortekse girer; belli bir yolu katettikten
sonra blikliimlenir ve distal kivrimli tiibiilleri olusturur. Bu tiibtil ¢ikan kol gibi tek
katlr kiibik epitelle doselidir (2). Distal kivrimli tiibiiller proksimal kivrimli
tiibiillerden firgamsi kenarlarmin ve apikal kanallarinin olmamasi ve hiicrelerin daha
kiigiik olmas1 ile ayrilir. Distal kivrimhi tiiblildeki hiicreler iyon gegisinde islev
gosteren daha incelikli bazal membran girintilerine ve bunlara eslik eden
mitokondriyumlara sahiptir. Distal kivriml tiibiiller kortekste izledikleri yol boyunca
kendi nefronlarma ait bobrek cisimciginin damar kutbu ile temas halindedir. Bu
yakin temas noktasinda distal tiibiil aferent arteriyol gibi farklilagir. Distal kivrimli
tiibiil hiicreleri bu jukstaglomeriiler bolgede genellikle prizmatik hale doniisiir ve
cekirdekleri de bir araya toplanir. Cogu hiicrelerin bazal boliimiinde Golgi kompleksi
bulunur.

Mikroskobik orneklerde cekirdeklerin yakin yerlesimi yliziinden daha koyu
renkli goriinen bu distal tiibiil segmenti makiila densa olarak adlandirilir. Makiila
densa hiicreleri tiibiil i¢i sividaki kloriir iyon igerigine ve su hacmine duyarhdir,
dolasima renin salgisin1 baglatan molekiiler sinyaller iiretirler.

Distal kivrimli tiibiillerde aldosteron yogunlugu yeterince yiiksek oldugunda
iyon degisimi gergeklesir; sodyum emilir, potasyum iyonlar1 disar1 verilir. Bu
diizenek viicudun toplam su ve tuz igerigini etkiler. Distal tiibiil ayn1 zamanda
tiibiildeki idrara hidrojen ve amonyum iyonlarmi salar. Bu etkinlik kandaki asit baz

dengesinin korunmasinda ¢ok dnemlidir (2).

1.1.3.6. Toplayici Tiibiil ve Kanallar

Distal kivrintili tiibiillerden gegen idrar, birbirlerine baglanarak daha biiyiik,
diiz toplayict kanallar1 olusturan toplayict tiibiillere bosalir. Bu kanallar meduller
piramitlerin ucuna yaklastikca genisler. Kiiciik toplayici tiibiiller kiibik epitelle

doselidir ve ¢aplar1 ortalama 40 mm’dir. Bu tiibiiller medullanin derinliklerine dogru
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indik¢e hiicrelerin boyu prizmatik olana kadar uzar. Piramitlerin ucuna yakin
boliimlerinde toplayict kanalin ¢ap1 200 um’ye ulasir. Toplayici tiibiiller ve kanallar
kat ettikleri biitiin mesafe boyunca alisilmis boyalarla zayif boyanan hiicrelerden
olusmuslardir. Sitoplazmalar1 az sayida organel igerir ve elektron gecirgendir.
Kortekste bulunan toplayici kanallar, her mediiller 1sm1 bosaltan birkag kiigiik
toplayic1 tiibil araciligi ile dik agilarla birbirine baglanir. Medullada idrar
yogunlastirma isleminde en Onemli rolii toplayict kanallar oynar. Toplayict
kanallarin epiteli arka hipofiz tarafindan salgilanan arginin vazopresin yada
antidiliretik hormona (ADH) tepki verir. Eger su alimi smirli ise, ADH salgilanir ve
toplayict kanallarin epiteli glomeriil siiziintiisiinden emilip kan kapillerlerine
aktarilan ve boylece viicutta tutulmus olan suya gegirgen hale gelir. ADH varliginda,
limen zarmnda yer alan zar ici tanecikler su emilimi i¢in kanallar olusturabilecek

sekilde toplanirlar (2).

1.1.4. Bobreklerin i¢ Yapisi

Her bobrek, icte medullaya (6z) ve dista kortekse (kabuk) sahiptir. Korteks, i¢
ve dis bolgelere ayrilir. Medulla, medulla piramitleri olarak adlandirilan ve tabanlari
korteks medulla sinirinda yerlesik olan koni bi¢iminde kiitlelere ayrilir. Bir medulla
piramiti onu kaplayan korteks bolgesi ile birlikte bir bobrek lobunu olusturur. Bir
bobrek lobunun smirlarmi metanefrik blastemdeki pirimitif loblarin kaynagma
bolgelerinden arta kalan yapilar olan bobrek siitunlar: (bertin siitunlari), olusturur.
Her bobrek lobunun tepesi bir minor kaliksle ¢evrelenen bir papillada sonlanir. Her
minor kaliks bir papilladan gelen idrar1 toplar. Minor kaliksler, major kaliksleri,

ardindan pelvisi olusturmak i¢in birlesirler (22).

1.1.5. Bobrek Fizyolojisi

Bobreklerin en dnemli fonksiyonlarindan biri disaridan alinan veya viicutta
metabolizma sonucu olusan atiklardan viicudu kurtarmaktir. Oldukga kritik olan
ikinci gorev, viicut sivilarinin hacim ve bilesimini kontrol etmektir. Su ve biitiin
eloktrolitlerin viicuda giren (sindirilmeye veya metabolik yapiya bagli) ve viicutta
aciga cikan (atilana veya metabolik tiiketime bagli ) miktarlar1 arasindaki denge,

onemli Olgiide bobrekler tarafindan saglanir. Bobreklerin bu diizenleyici gorevi
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hiicrelerin, degisik aktivitelerini gerceklestirebilmeleri i¢cin gerekli ¢evrenin sabit
tutulmasini saglar.

Bobrekler, en 6nemli gorevlerini plazmayi filtre ederek ve filtrattan viicudun
ihtiyacina gore maddeleri degisik hizda uzaklastirarak yaparlar. Son olarak,
bobrekler gerekli maddeleri kana geri dondiiriirken istenmeyen maddeleri idrarla
atarak filtrattan dolayis1 ile kandan uzaklastirirlar. Bobrekler ayrica su ve elektrolit
dengesinin  diizenlenmesi, viicut sivilarinin  osmolalitesinin  ve elektrolit
yogunlugunun diizenlenmesi, asit baz dengesinin diizenlenmesi, yabanci maddelerin
ve metabolik atiklarin atilmasi, arteryel kan basincinin diizenlenmesi, hormonlarin
salgilanmasi, metabolize edilmesi, atilmasi ve glukoneogenez gibi dnemli gorevleri

de yerine getirmektedir (23).

1.1.5.1. Bobregin Fonksiyonlar
Bobregin baglica fonksiyonlar: sunlardir;

e Viicut sivilarinin igeriginin korunmasi: Bobrekler, viicuttaki sivi voliimiinii,
ozmolaritesini, elektrolit icerigini ve konsantrasyonunu, asiditesini diizenler.
Bu diizenlemeyi, idrarla atilan su ve iyon miktarin1 degistirerek saglarlar.
Idrarla atilan miktarlar1 degistirmek yoluyla konsantrasyonlar1 korunan
elektrolitler arasinda sodyum, potasyum, kloriir, kalsiyum, magnezyum ve
fosfor sayilabilir.

e Metabolik son iiriinlerin ve yabanci maddelerin viicuttan uzaklastirilmast:
Basta iire olmak tizere sayisiz metabolizma iiriinii ile ¢esitli toksin ve ilaglar
ekskrete edilir.

e Enzimlerin ve ¢esitli hormonlarin sentez ve sekresyonu:

a) Renin anjiyotensinojenden anjiyotensin olusumunu katalize eden,
jukstaglomeriiler aparatin graniiler hiicreleri tarafindan salgilanan bir enzimdir.

Anjiyotensin potent bir vazokonstriiktor enzim olup, tuz dengesi ve kan
basinci diizenlenmesinde dnemli katkilarda bulunur.

b) Renal kortikal interstisyel hiicreler tarafindan olusan eritropoetin, kemik
iligindeki eritrosit olgunlagmasini uyarir.

c¢) Vitamin Dj;’iin en aktif formu olan 1,25- Dihidroksivitamin Ds, proksimal
tiip epitelyum hiicrelerince olusturulur. Bu steroid hormon viicuttaki kalsiyum ve

fosfor dengesinin saglanmasinda 6nemli rol oynar.
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. Insiilini pargalar (pankreasta yapilan insiilinin yaklasik % 20’si renal tiibiiler
hiicrelerde parcalanir).

. Prostaglandinleri yapar. Prostaglandinler, viicutta pek ¢ok dokuda bulunur.
Renal medulla PGA, ve PGE, yapar, bunlar vazodilatator etkiye sahiptir (24,
25).

1.1.5.1.1. Kan Basincinin Diizenlenmesi

Bobreklerde bulunan bu sistem kan basincini, kan hacmini ve glomeriil
kapillerleri i¢indeki basinci diizenler ve dolayli olarak glomeriil filtrasyon hizinin
diizenlenmesi yOniinde calisan bir sistemdir. Jukstaglomeriiler aparat nefronlarin
glomeriil yumagina yakm bir yerinde yerlesmistir (25, 26). Jukstaglomeriiler aparat;
jukstaglomeriiler hiicreler, distal tiiplin makula densasi ve ekstraglomeriiler
mezengial hiicreler tarafindan olusturulur (21). Nefronlarda distal tiipiin kiigiik bir
boliimii afferent ve efferent arteriyoliin arasindaki bir bolgeden geger ve
arteriyollerle komsu halde bulunur. Distal tiipilin afferent arteriyole degdigi bolgede,
hem arteriyol hiicreleri hemde tiibiil hiicreleri degisime ugramistir (25). Bu bdlgedeki
tiibiil hiicrelerine makula densa, afferent arteriyoliin orta tabakasindaki degismis diiz
kas hiicrelerine ise jukstaglomeriiler hiicreler denilmektedir (2).

Jukstaglomertil hiicreler renin denilen proteolitik bir enzim salgilar. Makula
densa hiicreleri ise distal tiibiill icinden gecen svinn Na' ve CI iyon
konsantrasyonuna duyarlidir. Bobrek arterinin daralmasi veya arteriyel kan
basmcinim diismesi sonucu GFR ’nin azalmas: distal tiibiilden gecen sivida Na" ve CI°
azalmasina neden olur. Bu durum makula densa hiicrelerini uyarir. Makula densa
hiicreleri de jukstaglomeriil hiicrelerinden renin salgilanmasina neden olur. Renin
kanda bulunan ve bir polipeptid olan Angiotensinojene etki ederek Anjiotensin I
olusturur. Anjiotensin I de bobreklerde ve akcigerlerde bulunan konverting enzim
aracilig1 ile Anjiotensin II’ye ¢evrilir. Anjiotensin II kuvvetli vazokonstriktor etkiye
sahip bir maddedir. Efferent arteriyolii kasarak glomeriil kapillerlerindeki basinci
yiikseltir. Anjiotensin Il ayni zamanda sistemik dolasimdaki arteriyolleri de kasarak
kan basincii yiikseltir. Anjiotensin II bu etkilerine ek olarak adrenal korteksten
aldosteron salgisini uyararak su ve tuz tutulmasini artirir, hipotalamusa etki ederek
ADH salgisin1 ve susama hissini uyarir. Biitiin bunlarin sonucunda kan basinci

yiikseltilip ekstraselliiler sivi hacmi artirilmis olur (25, 26).

14



1.1.5.1.2. idrar Olusmasi

Nefronlarda idrar olusmasinda ii¢ agsama vardir;

m Filtrasyon

m Geri emilme (reabsorbsiyon)

m Salgilama (ekskresyon = sekresyon)

Filtrasyon = Idrar olusumunun ilk basamagidir. Afferent arteriyol ile
glomeriil kapiller yumaga ulasan kanin proteinleri ve hiicreleri digindaki tiim
elemanlar1 bowman kapsiilii i¢ine siiziiliir. Siiziintiinlin igerigi proteinler disinda
hemen hemen plazmanin yapisi ile esdegerdir. Glomeriil kapillerlerindeki filtrasyon
hiz1, birim zamanda siiziilen plazma miktar1 olarak tanimlanir. Birimi ml / dk’dir ve
glomertiiler filtrasyon oram1 GFR seklinde gosterilir. GFR nin normal degeri
125 ml/ dk’dir. Buradan anlasilan normalde bobreklerin 1 dakikada 125 ml plazmay1
filtre ettikleridir. Siizlintiiniin % 99’u tiibiiliisleri gecerken geri emilerek tekrar kana
verilmektedir. Filtrasyon isleminin olabilmesi i¢in kandan siiziilecek maddelerin
glomertiiler kapiller membran adi verilen {i¢ tabakadan ge¢mesi gerekir. Bu ii¢
tabakay1 soyle siralayabiliriz. (1) kapiller endoteli, (2) bazal membran (3) kapiller
bazal membranin dis yiizeyini ¢evreleyen epitelyal hiicre (podosit) tabakas1 (23, 26,
27).

Reabsorbsiyon = Filtrat igindeki su ve suda erimis maddeler basit diflizyon ve
aktif tasinma gibi bilinen tasmmma yontemleri ile Once tiibiiliis epitel hiicrelerine
buradan da kana geri emilirler. Maddelerin geri emilmeleri organizmanin
gereksinmesi dogrultusunda diizenlenmektedir. Geri emilimin % 90’1 proksimal
tiibiiliis bolgesinde yapilmaktadir. Bu bolgede geri emilen maddeler, yarattiklar:
ozmotik giic ile bir miktar suyun da geri emilimini saglarlar. Tiibiliislerde geri
emilemeyen madde miktarinin artmasi suyun geri emilimini azaltarak diiireze neden
olur. Ditiretik ilaglar, bazi maddelerin geri emilimini engelleyerek, mannitol ise
tiibiiliislerden reabsorbe olamadigi i¢in dilireze neden olmaktadir.

Bazi hormonlar tiibiiliislerden geri emilecek maddeler iizerine etkilidirler.
Bunlardan aldosteron distal tiibiiliis bdlgesine etki ederek Na' iyonunun geri
emilimini artirirken K iyonunun idrar ile atilmasini hizlandirir. ADH ise toplayici
kanallarin suya olan gecirgenligini kontrol etmektedir. ADH varliginda toplayici

kanallarda suyun geri emilimi artar ve konsantre idrar ¢ikarilir. ADH yoklugunda
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idrar ile cikarilan su miktarinin artmasi ile idrar diliie olur. Tibiiliislerden aktif
taginma ile geri emilen maddeler i¢in bir esik deger s6z konusudur. Bu duruma en 1iyi
ornek glukoz tasinmasidir. Kan glukoz konsantrasyonu normal oldugu zaman
glomertillerden filtre olan glukozun hepsi proksimal tiibiiliis bolgesinde aktif tasinma
ile geri emilir ve idrara hi¢ glukoz ¢ikmaz. Kan glukoz konsantrasyonu normalden
yiliksek oldugu zaman aktif tasimada gorev alan tasiyict molekiillerin doygunluga
erismesi sonucu glukozun fazlasi geri emilemez ve glukoz idrara cikar. Geri
emilemeyip tiibiiliis s1vis1 i¢inde kalan glukoz fazlasi, ozmotik gii¢ yaratarak suyu da
beraberinde siiriikler. Diyabetli hastalarda poliiiri goriilmesinin nedeni de budur.
Sekresyon = Idrar olusmasi sirasmnda bazi maddeler dogrudan tiibiiliis epitelyum

hiicreleri tarafindan tiibiiliisler i¢ine salgilanmaktadir (23, 26).
1.16. Doksorubisin

1.1.6.1. Doksorubisin’in kimyasal yapisi
Doksorubisin, kromoforik bir trisiklik halka ile ona bagh ve birbirinin ayni
olan iki pentapeptid halkasindan ibaret olan antrasiklin yapisinda genis spektrumlu

ve giiclii etkili bir antibiyotiktir (28).

O OH O

NH
oH 2

Sekil 2. Doksorubisinin kimyasal yapist
Doksorubisin toprak mantarlarindan ‘streptomyces pneucetus’den elde edilen

Daunorubisin adli antrasiklin tiirevi bir antibiyotigin hidroksi tiirevidir (28).
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Sekil 3. Daunorubisinin kimyasal yapist

1.1.6.2. Doksorubisin’in farmakokinetigi

Doksorubisin mide barsak kanalindan iyi absorbe edilemez, bu nedenle
intravendz (1.v) yolla verilir ( 28). Doksorubisin beyin disindaki dokular tarafindan
hizla alinir (29). Dokulara fazla baglanip oradan yavas saliverildiginden, karacigerde
hizl1 metabolize edilmesine ragmen viicutta kalis siiresi ve etkisi uzun siirer; biiyiik
kismi safra i¢inde itrah edilir. Karaciger metastazi veya primer timorii ya da diger
bir nedenle, karaciger fonksiyonu bozulmussa eliminasyonu yavaslar ve doz
azaltilmazsa viicutta birikir. Hidroliz sonucu viicutta kismen serbest kalan aglikon
kismi etkinlik gdstermez (28). Doksorubisin; alkol tiirevi, aglikon halka ve diger
tiirevleri gibi cesitli daha az aktif veya inaktif iirtinlerine doniiserek elimine olur (30).

Eliminasyon yar1 dmrii 73 saattir (28).

1.1.6.3. Doksorubisin’in etki mekanizmasi

Antrasiklinlerin tiimdr ve organlar iizerine sitotoksik ve sitostatik etkileri
baslica 3 mekanizma ile agiklanmistir (31, 32).

1- Yiiksek afinite ille DNA’ya baglanma

2-Membranlara baglanarak membran akigskanligini ve iyon transportunu
degistirme

3- Oksijen radikali ve semikinon serbest radikali olusturma (sitokrom P450

aracilifiyla indirgenme reaksiyonuna katilarak)

1.1.6.3.1. Yiiksek afinite ile DNA’ya baglanma
Antrasiklinler DNA ile etkileserek riboniikleik asit (RNA) sentezi dahil

DNA’nin bir¢cok fonksiyonunu bozarlar. Tek ve ¢ift zincir kirilmalari olusur.
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Bu nedenle antrasiklinler mutajenik ve teratojenik etki gosterirler (30). Doksorubisin,
kanser kemoterapisinde kullanilan ilk antrasiklin antibiyotiktir. Doksorubisinin
sitostatik ve sitotoksik etki mekanizmalar1 arasinda topoizomeraz II inhibisyonu,
doksorubisin demir kompleksinin DNA ile baglanmas1 ve DNA baz c¢iftlerinin ilag
ile etkilesmesi gibi radikale bagli olmayan mekanizmalar ve serbest radikal iiretimi
ile DNA hasar1 yer almaktadir. Ayrica antrasiklinlerin apoptotik hiicre 6liimiinii
indiikledikleri de gosterilmistir (31, 32).

Doksorubisin, DNA ¢ift zincirini, zincir i¢inde komsu guanozin-sitozin baz
ciftleri arasina enine yerlesmek suretiyle etkiler. DNA ¢ift zinciri i¢indeki bitisik iki
baz ¢iftinin arasma girerek onlara reversibl sekilde baglanirlar. Fakat reversibl
baglanma, zamanla irreversibl baglanmaya doniisebilir. Ayn1t DNA c¢ift zincirinde
bircok noktada olan bu yerlesme ve baglanma komsu baz ¢iftlerinin birbirinden
uzaklagmasina, zincirin uzamasma ve sarmalligin azalmasina yol acar. Sonugta
DNA’nin replikasyonu (DNA sentezi) ve transkripsiyonu (mRNA sentezi) inhibe
edilir (33).

1.1.6.3.2. Membranlara baglanarak membran akiskanh@im ve iyon
transportunu degistirme

Antrasiklinler hiicre membran ile etkileserek lipid peroksidlerinin olusumuna
ve membran fonksiyonlarinin degisimine neden olur ki bu durum hem antitimor
etkisinde ve hemde kardiyak toksisitede 6nemli rol oynar (30). Doksorubisinin neden
oldugu lipid peroksidasyonu, membranin iyon gecirgenliginde artisa, membran
potansiyelinde ve akiskanliginda azalmaya ve sonug olarak hiicre dliimiine neden

olur (34).

1.1.6.3.3. Oksijen radikali ve semikinon serbest radikali olusturma
(sitokrom P450 aracihgiyla indirgenme reaksiyonuna katilarak)

Antrasiklinler sitokrom P 450 rediiktaz enzimi ile reaksiyona girerek
semikinon radikalini ve semikinon radikali ise oksijen ile reaksiyona girerek
stiperoksit anyonunu olusturur. Siiperoksit anyonu, hem hidrojen peroksit hem de
hidroksil radikali olusumunda goérev alir. Bu radikaller DNA bazlarini okside ederek
DNA hasarma yol acar. Serbest radikallerin olusumu biiyiik 6l¢iide doksorubisin
demir kompleksi araciligiyla gergeklesir (30). Doksorubisin, Fe™’e yiiksek afinite
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gosterir ve in vivo sistemlerde Fe™ ile selat olusturur. Doksorubisin-Fe ™ kompleksi
hidroksil radikali olusumunu Kkatalizler. Doksorubisin-Fe" kompleksi, DNA ile
baglanarak ii¢lii (ternary) kompleksini olusturur ve bu {cli kompleksin,
doksorubisin-Fe™  kompleksinden daha etkin oldugu gdsterilmistir  (35).
Doksorubisin doneme 6zgii olmayan bir ilagtir; fakat daunorubisin gibi, bu ilacin da
S (DNA sentezi veya replikasyon donemi) donemindeki hiicrelerde etkinligi en
fazladir ( 28). Genis spektrumlu ve etkin bir antineoplastik olmasina karsm olduk¢a
toksiktir. Tek ila¢ veya kombinasyon seklinde kullanilir. En sik hematolojik
malignitelerde, sarkom, lenfoma, prostat karsinomu, tiroid, akciger ve meme
karsinomlarinda kullanilir (36).

Kemoterapdtik ilaglarin kullanimi sirasinda en biiyiik endise toksisiteleridir.
Kullanilan ilaglarin toksisite durumlarmin bilinmesi ve izlenmesi gerekmektedir (37).
Doksorubisin 60-75 mg/m” dozunda i.v. infiizyonla 3 haftada bir uygulanir. Toplam
kiimiilatif dozu 550 mg/m’® yi gegmemelidir. Ozellikle diger risk faktorleri varsa
(6nceden radyoterapi uygulanmis olmasi, 50 yasin iizerinde olma, dnceden var olan
kalp hastalig1 gibi) bu siir daha da diisiiriiliir. Kiimiilatif doz 450 mg/m” nin tizerine
ciktiginda hastalarin % 10’unda konjestif kalp yetmezligi belirtilerinin ortaya ¢iktigi
bildirilmistir. Doksorubisin vezikan bir ilagtir. Ekstravazasyonu doku nekrozuna
neden olur. Teratojenik, mutajenik ve karsinojeniktir. Doksorubisin idrar1 gegici
olarak kirmiziya boyar ve bunun klinik bir 6nemi yoktur (28).

Antimetabolitler, antrasiklinler ve alkilleyici ilaglar en sik nefrotoksisiteye
neden olan ilaglarin basinda gelir (38, 39). Bir ¢cok kemoterapi ilacinin atildig1 organ
bobreklerdir. Ilaglarin metabolitleride bobrekleri duyarhi hale getirebilmektedir.
Glomeriillerde, tiibiillerde, damarlarda  semptomatik  olmayan kreatinin
yiiksekliginden, diyaliz gerektiren akut bobrek yetmezligine kadar uzanan diizeyde
bobrek fonksiyon bozuklugu olusabilmektedir (37). Antineoplastik ilaglar baslica;
glomeriilii olusturan endotelyal hiicreler, podositler, mezenkimal hiicreler ve
glomeriil bazal membranina hasar verir. Endotelyal hiicreler ve podositler
siyaloglikoproteinden zengindir ve glomeriil bazal membraninin yiiksek negatif
yiikiinden sorumludur. Bu hiicrelerin hasar1 sonucunda glomeriil bazal membranin
negatif elektrik yiikii bozulur. Ayrica bazi kemoterapi ilaglar1 glomeriiler podositlerin

yerinden ayrilmasina neden olur. Podositlerin ayrilmas: ile glomeriil bazal membran
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bariyerinin boyutu degisir. Glomeriiler bazal membranin negatif elektrik yiikiiniin ve
bariyer boyutunun degismesi sonucunda glomeriiler bazal membran gecirgenligi
degisir. Buna bagli olarak idrarda protein atilimi artar ve GFR diismeye baslar.
Doksorubisin proksimal tiibiil hiicrelerinde birikerek akut tiibiiler nekroza neden
olabilmektedir. Ayrica bobrekte glomeriiler kapiller permeabilitede artis ve tiibiiler
atrofi meydana getirmektedir (38, 40). Doksorubisinin akut yan etkileri bulanti,
kusma, 16kosit sayisinda azalma ve sa¢ dokiilmesidir. Ayrica kalp, bobrek, karaciger,
kemik iligi, beyin ve testis dokularina toksik etkisi mevcuttur (41- 44).

Kalp, bobrek ve karacigerde lipit peroksidasyonuna neden olur (43).
Doksorubisinin, direkt olarak ya da olusturdugu serbest radikaller araciligi ile
indirekt olarak, DNA sarmallarint ve g¢esitli enzimlerin transkripsiyonel veya
translasyonel asamalarda gen ekspresyonunu degistirdigi ve bodylece antioksidan
enzim aktivitelerinde degisikliklere yol actig1 kabul edilmektedir. Baz1 ¢aligmalarda
patogenezden sorumlu tutulan serbest radikaller siiperoksit, hidroksil radikalleri ve
NO’dur. Serbest radikallerin indiikledigi MDA gibi lipid peroksidasyon liriinlerinin
de olaya katkisi oldugu CAT, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve SOD gibi
antioksidan enzimleri azaltarak kardiyotoksisiteye ve nefrotoksisiteye neden oldugu
da gosterilmistir (45, 46).

Normal sartlarda, aerobik metabolizmanin iirettigi ROS siirekli olarak inhibe
edilir. Bu 1isi, organizmada yer alan antioksidan savunma sistemleri
gerceklestirdiginden patolojik bir durum gézlenmez. Serbest radikallerin olusum hizi
ile savunma sistemlerinin giicii arasindaki denge bozulmadigi siirece organizma
olusan radikallerden etkilenmez. Bu denge, antioksidan sistemlerin aleyhine
bozuldugu zaman, potansiyel bir hasar meydana gelir ve buna “oksidatif stres” adi
verilir. Oksidatif hasar, DNA, lipit, protein ve karbonhidrat gibi tiim biyolojik
molekiillerde ortaya ¢ikabilir. Bu radikal saldirisindan, basta lipitler olmak {izere tiim
biyolojik yapilar zarar gorebilir. Doksorubisin serbest oksijen radikalleri ve
antioksidanlar arasindaki dengesizlik nedenlerinden biridir. Oksidan ve antioksidan
sistemlerindeki bu karmasa doku hasari ile sonuglanir ki, bu da dokuda protein
oksidasyonu ve lipit peroksidasyonu ile goriiliir. Lipit peroksidasyonu ile olusan
membran hasar1 geri dOniislimslizdiir ama antioksidan reaksiyonlar ile

sonlandirilabilir. Doksorubisine bagli toksisitenin patogenezinde serbest radikal ve
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antioksidan enzimlerin rol aldigina ait bulgularin belirlenmesi, antioksidan tedavi

denemelerini giindeme getirmistir (47).

1.1.7. Apoptozis

Apoptozis, fizyolojik veya programlanmis hiicre 6liimii seklinde adlandirilan
ve bir¢cok genle ilgili olan ve Yunancada sonbaharda yaprak dokiimii anlamina gelen
bir biyoloji ve tip terimidir (48).

Hiicre o6liimii genellikle nekroz ve apoptozis olarak iki ana baglik altinda
siniflandirilir. Nekroz; her zaman patolojiktir ve pasif, katabolik bir siirectir.
Histolojik bulgular1 mitokondri ve ¢ekirdegin sismesi, organellerin seklinin
bozulmasi, niikleus etrafinda kromatin yogunlasmasi seklinde devam ederek,
DNA’nm ¢ekirdek ve sitoplazma membraninda bozulmayla giden bir siiregtir (49,
50).

Apoptozis ise nekrozun aksine, ¢ok hiicreli canlilarda fizyolojik gelisen,
enerji gerektiren ve gelisimin normal bir parcasi olan aktif bir siirectir (49, 51, 52).
Apoptozis farkli hiicre ve dokularda olusabilecek biyokimyasal ve morfolojik seyri
ile kompleks bir olaydir (53, 54). Bununla ilgili biyokimyasal yolaklarda, ndronal
yasam ve 0liim arasindaki dengenin diizenlenmesinde protein faktorlerinin 6nemli rol
oynadiklar1 gbzlenmistir (55).

Programli hiicre oliimiiniin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber
hiicrelerin genetik olarak hafizalarinda olan bu programin oksidatif stres,
patofizyolojik olaylar gibi c¢esitli uyaranlarla aktif hale gelmeye calistigi
disiiniilmektedir (56).

1.1.7.1. Apoptozisin regiilasyonu

Insanlarda apoptozisin regiilasyonu, p 53 geni ile baslayan ve kaspazlara
kadar uzanan bir olaylar zinciridir. p 53 bir tiimor siipresor gen olarak gorev yapar ve
organizmada bulunmadiginda veya mutasyona ugradiginda hiicre yasami
uzamaktadir. Kemoterapi ve radyoterapi gibi genotoksik olaylar sonucu olusan hiicre
hasar1 p 53’1 aktive eder. p 53 protein iiriinli, DNA’ya direkt olarak baglanir ve
hasar1 tanidiktan sonra, hiicre siklusunun G1 de durmasini saglayarak onarim icin

gerekli zamani kazanir. Eger hasar fazlaysa hiicreyi apoptozise yonlendirir. Buna ek
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olarak p 53’iin Bax/Bax, Bax/Bcl-2 ve Bcl-1-2/Bcl-2 gruplarinin oranlarmin
diizenlenmesinde rol aldig1 diistiniilmektedir (57).

Apoptozis gelisiminde {i¢ temel grup gorev almaktadir, bunlar: 6lim
reseptorleri, adaptor proteinler ve proteolitik enzimlerdir (kaspazlar) (58, 59). Genel
olarak apoptozisi hiicre membranindaki 6liim reseptorlerinin aktivasyonu baglatir. Bu
reseptorler Fas, TRAIL ve TNF reseptorlerini igerir (60).

Oliim reseptdrlerinin aktivasyonu kaspaz-8 ve kaspaz-10 gibi baslatic
kaspazlar1 aktivite eder bu baslatic1 kaspazlar kaspaz-3 gibi efektor kaspazlar1 aktive
eder, bunlar da hiicre i¢in hayati olan proteinleri ayristirir ve hiicre dliimiine yol
acarlar. Hasarli mitokondrilerden agiga ¢ikan sitokrom-c ve diger bazi proteinler
kaspaz-3’ti daha da aktive ederler (61). Hiicrelerin apoptozisten korunmasi igin
mitokondrial membranin biitiinliigiiniin korunmas1 sarttir. Bcl-2 ailesi mitokondri
membran biitiinliigiinii biiyiik 6l¢iide kontrol eder (62).

Bcl-2/Bax gen ailesinin lriinleri, homodimer ya da heterodimerler olarak
kompleks yaparak islerini goriirler ve c¢ekirdek zarlarinda, endoplazmik retikulum
zarinda ve mitokondriumda bulunurlar (57, 58). Ornegin Bcl-2 ile Bax etkilesiminde
Bax fazla miktarda olursa hiicre 6liimii olur, fakat Bcl-2’nin fazla miktarda olmasi
halinde hiicre yasamaya devam eder (63).

Pasif hiicre oliimii, spesifik antijenlerin taninmasi, interlokin-2 gibi biiylime
faktorleri ve kositimiilasyonlarin devreye girmesi ile Onlenebilir. Bu uyarilar Bel
ailesinin anti-apoptotik proteinlerinin ekspresyonunu indiikler. Bel ailesi kompleks
bir ailedir ve anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-x1 ve Bcl-w) ve pro-apoptotik (Bax, Bid ve
Bim) iiyeleri bilinmektedir. Bax, Bid, Bad ve Bim gibi hiicre 6liimiinii tetikleyen
iiyelerin aktive edilmesi sonucu apoptozis baslatilir, Bcl-2 ve Bcl-x'in ise pro-
apoptotik proteinlerin serbestlenmesini bloke ederek apoptozisi inhibe ettigi
calismalarda gosterilmistir (64, 65).

Son yillarda, apoptoziste genetik ve biyokimyasal faktorlerin rol aldigi
disiiniilmektedir. Bunlarin ortaya c¢ikarilmasiyla apoptozisin aktivasyonu veya
inhibisyonuna yonelik caligmalar yapilarak; AIDS (Acquired Immune Deficiency
Syndrome), kanser ve otoimmiin hastaliklar gibi bir¢ok hastalikta yeni tedavi

yontemleri lizerinde ¢aligilmaktadir (66).
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Tablo 1. Apoptozisin Yer Aldig1 Patofizyolojik Durumlar

Malign ve Pre-Malign Durumlar Immun Sistem Bozukluklar
Solid Tiimorler AIDS,

B Hiicre Lenfomalari, Tip 1 Diyabetes Mellitus,

Kronik Lenfositik Losemi, Lupus Eritematozus,

Prostat Hipertrofisi, Sjogren Sendromu,

Preneoplastik Karaciger Odaklari, Glomeriilonefritis.

Kemoterapiye Direng. Intestinal Bozukluklar
Norolojik Bozukluklar Dizanteri,

Felg, Inflamatuar Bagirsak Hastaliklar1,
Alzheimer Hastalig1, Radyasyon ve HIV Enfeksiyonu ile
Ataxia Telangiectasia. Olusan Diare.

Kalp Hastalklan Bobrek Hastahklan

Iskemik Kardiak Hasar, Polikistik Bobrek Hastaligi,
Kemoterapiyle Indiiklenen Anemi / Eritropoezis.

Miyokardial Baskilanma.

1.1.7.2. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler
Apoptozisin saptanmasinda kullanilan yontemler Tablo 2‘de verilmistir.

Tablo 2. Apoptozisin saptanmasinda kullanilan yontemler (67)

Morfolojik Yontemler
Immiinohistokimyasal Yéntemler
Immiinolojik Y®ontemler

Molekiiler Biyolojik Yontemler

1.1.7.3. Kaspaz-3 Yontemi

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 I1IC
metoduyla belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi
ya da calisilan dokuda apoptozise yol acan ajanin kaspaz-3'i kirip kirmadiginin
bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hiicreler bu metodla tespit

edilebilirler (68).

1.1.8. Benfotiamin
Benfotiamin tiaminin (vitamin B1’in) yagda ¢6zilinen formudur. Benfotiamin
1960’larda Japonya’da alkolik noritin tedavisinde kullanilmak i¢in gelistirilmistir. Bu

vitamin B 1’in metabolik olarak miimkiin olabilen en etkili prekiirsoriidiir (69.)
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Goriiniim : Beyaz

KimyasalAd1 :S-[(Z)-2-[(4-amino-2-methylpyrimidin-5-yl) methylformylamino]-
5- phosphonooxypent-2-en-3-yl| benzenecarbothioate.

Molekiiler agirhgr : 466,45 g/mol

Cas No : 22457-89-2

Ticari adlan : S-Benzoylthiamine O-monophosphate (Sigma Chemical

Co. St. Louis, MO. A.B.D.) (70).

White crystals or crystalline powder.
FORMULA: C1gH23NsOsPS ~ MOLECULAR FORMULA: 466.45

oL N
HsC X NH;
I CHO _ "
L P S§—0C
CH;— N\C:(1/

| chiCH—0=PZ o
v ol
CHs ’

MELTING POINT: about 200°C(with decomposition)
Sekil 4. Benfotiaminin kimyasal yapisi

Tiamin hububatta, bakliyatta, kuru fasulyede, soyada, findikta, ekmekte,
yagsiz ette ve balikta bulunan suda ¢oziinebilen bir vitamindir. Tiamin, hiicresel
enerji metabolizmasinda karbonhidratlarin enerjiye donistiiriilmesinde yardimci
olarak dnemli bir rol oynar. Tiamin; kaslarin, kalbin ve sinirlerin normal durumda
calismasi i¢in gereklidir ve farkli metabolik bozukluklarin tedavisi i¢in faydalhidir
(71, 72).

Benfotiamin S-Benzoylthiamine-0-mono fosfat olarak taninan essiz agik
tiyaol halkali bir yapiya sahiptir ve yagda ¢oziilebilen bir tiamin tiirevidir ve bu
yapist onun dogrudan barsak duvarini gegebilmesini ve kolaylikla hiicre membranina
ve hiicre i¢ine gegmesini saglar. Benfotiamin bu yapisi nedeniyle S-acyl tiamin
grubunun tiirevi olarak da tanimlanmistir (11, 12).

Farkli bir tanima gore benfotiamin, Bl vitamininin yagda eriyen tiirtidiir.

Normal suda c¢oOziilebilen Bl vitaminine tiamin, o6zel yagda c¢oziilebilen
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B1 vitaminine ise benfotiamin denilir (13). Benfotiamin yapis1 geregi gercek tiamine
gore cok daha yiiksek bir biyoelverislilige sahiptir ve bu 6zelligiyle benfotiaminin,
suda ¢oziilebilen tiamine gore viicutta daha kolay emildigi ve oral uygulamada
esdeger bir tiamin dozuna gore en az bes kat daha yiiksek tiamin plazma
konsantrasyonuna ulasabilme etkinligine sahip oldugu bildirilmistir (69, 73, 74, 75).

Bundan dolay1 diger yagda c¢oziilebilen ya da allitiamin ailesindeki lipid
tiamin tiirevlerine gore daha iyi oldugu ve lipitte ¢oziilebilen tiirevleri icerisinde en
giicliisii oldugu belirtilmistir (69).

Baz1 ¢alismalar benfotiaminin ROS {izerinde baskilayic1 6zellikte oldugunu
gostermistir (7, 8). Benfotiaminin insan endotel hiicrelerinde ilerlemis glikasyon son
iirtinlerinin (Advanced Glycation Endproduct, AGE) artisin1 engelledigi goriilmiistiir
(10). Rediikte olmus GSH; hiicre icerisinde oksidan ajanlarin etkisini azaltarak
hiicrenin etkili proteinlerini oksidasyona kars1 korur ve antioksidan 6zellik gosterir.
Bu esnada GSH oksitlenir. Bu GSH’in gorevini yerine getirebilmesi i¢in tekrar
rediikte olmasi1 gerekmektedir. Bu amagla NADPH’lar kullanilir. NADPH i¢in
pentoz fosfat yolu dnemlidir ve tiamin de bu yola etki ettigi i¢in bir antioksidan
olarak kabul edilebilir (9, 10). Benfotiamin tarafindan endotel hiicrelerinde ve
perisitlerde yiiksek glukoz maruziyetinden dolayr meydana gelen apoptozisin iki
gostergesi olan kaspaz 3 aktivitesi ve deoksiriboniikleik asit (DNA) fragmantasyonu
artist  engellenebilir (76). Proteinler yiiksek glukoz konsantrasyonlar: ile
karsilastiklarinda, glukoz bir enzimin araciligina gereksinim duymadan proteine
baglanarak kontrolsiiz glikasyon reaksiyonlarma neden olur. Glikasyona ugramis
protein, molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest oksijen radikali olusumuna
neden olur. Glukoz ve proteinlerin amino gruplar1 arasmnda kendiliginden gelisen
enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonlar1 yoluyla once Shiff bazlari, sonrasinda
daha stabil olan Amadori {irtinleri olusur. Amadori triinlerinin olusumundan sonra
AGE meydana gelir (71, 77, 78)

Calismalar, AGE’lerin reseptor aracili mekanizma ile serbest radikal
iretimini uyarmasmin yani sira, artmis serbest radikallerin de hiicre ici AGE
olusumunu artirdigini gostermektedir (79).

Yapilan ¢alismalarda serbest radikaller ve AGE’nin, protein kinaz C

(PKC)’y1 aktive ettigi gosterilmistir. Aktive olan PKC’nin, hiicre dis1 matriks
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bilesenlerini, vaskiiler kan akimini, damar permeabilitesini ve hiicre biiylimesini
etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde rol aldigi 6ne siiriilmektedir
(80, 81). Benfotiamin transketolazi aktiflestirerek, pentoz fosfat yolunu calistirir,
PKC hareketini azaltir ve ROS iireten NADPH oksidaz enzimini inaktiflestirir ve
boylece oksidatif stresi hem azaltarak hemde 6nleyerek antioksidan gibi davranir (82,
83).

Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden olur.
Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi igin NADPH kullanildig1 i¢in hiicre ici
NADPH tiiketilir. Okside GSH’1n rediikte forma doniistiiriilebilmesi ve NO sentezi
icin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve sonucta
NADPH’in yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin smirlanmasi1 anlamina
gelmektedir (84). Benfotiamin, poliol metabolik yolunu regiile eden aldoz rediiktaz
hareketini engelleyerek NADPH tiiketilmesini engeller (85). Benfotiamin enzimatik
olmayan glikolizlenmeyle, glikolizlenemeyen son {iriin formasyonuyla sonuglanan
iridin-difosfat-N-asetilglukozaminin artmasini engeller. Ayrica AGE’leride azaltir
(86, 87). Bobrekteki endotelyal hiicrelerde AGE olusumlarint engeller (9, 71).
AGE’lerin baz1 toksik etkileri vardir, bunlar; proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarini
degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi indiikleyebilmeleri ve sonug
olarak niikleer faktor kapa B (NF-KB) gibi redoks duyarl transkripsiyon faktorlerini
aktive etmeleri ve ilgili genlerin (prokoagiilan doku faktorii endotelin-1, adhezyon
molekiilii, VCAM-1 gibi) ekspresyonlarinin artigi bulunmaktadir (88, 89).

Benfotiamin NF-KB aktiflesmesinin engellenmesiyle diyabetik retinopati,
noropati, mikroanjiopati ve nefropati gibi diyabetik komplikasyonlarinin tedavisinde
kullanilir (7, 90, 91). Bunlara ek olarak benfotiaminin periferik noropati mortalite ve
morbiditesinde  kullanilmasinin  hipergliseminin  vaskiiler hiicrelere olumsuz
etkilerinin yok edilmesinde faydali oldugu gosterilmistir (76, 92, 93). Benfotiamin
takviyesinin erken evre diyabetik nefropatiyi geri dondiirebildigi veya onleyebildigi
gosterilmistir. Deneysel ¢alismalar gostermistir ki tiamin takviyesi siganlarda erken
evre diyabetik nefropati gelismesini Onleyebilir ve klinik ¢alismalarda
mikroalbuminiirili ve tip 2 diyabetli hastalarda idrarla albumin atilimini azalttigini

gostermistir. Tiamin monofosfat 6n ilaci olan benfotiamin deneysel olarak erken evre
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nefropatiyi onledigi gosterilmistir fakat klinik olarak benzer etki saglanamamustir
(93).

Benfotiaminin streptozotosin  bagli deneysel diyabet hastaligi olan
kardiyomiyosit kontraktil disfonksiyonun engellenmesinde, iskemik diyabetik kol ve
bacaklarm iyilesmesinin hizlandirilmasinda, endotoksine bagli iiveitin, makro ve
mikrovaskiiler endotelyal disfonksiyon gibi patolojik durumlarin geligmesinin
onlenmesinde, insan perisit apoptozisinin engellenmesinde, faredeki anjiyogenezis ve
sonraki apoptosizin engellenmesinde, ilerlemis titresim persepsiyonda, motor
fonksiyon ve alkolik polindropatinin tiim nedenlerinin azaltilmasinda, ¢ok yonli
terapotik potansiyele sahip oldugu bildirilmistir (7, 12, 76, 94, 95).

Sonug olarak arastirma konumuzla ilgili benfotiaminin koruyucu etkisine hig
bakilmamistir. Tiaminin bir tiirevi olan ve daha etkin oldugu diisiiniilen benfotiamin

bu alandaki etkisini arastirmak amaciyla kullanildi.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali ile beraber Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nde
yapildi. Calismanin yapilabilmesi i¢in gerekli olan etik onay Firat Universitesi

Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan alindi.

2.1. Deney Hayvanlan

Calismada Firat Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden
temin edilen 8 haftalik Wistar Albino cinsi 24 adet erkek (250 - 350 g) sican
kullanildi. Sicanlar rastgele segilerek 4 gruba ayrildi. Gruplarin kendi i¢inde homojen
olmasia ve gruplardaki sican agirlik toplamlarmin yaklagik ayn1 degerde olmasma
dikkat edilerek gruplar olusturuldu. Calismamizda kullanilacak sicanlar 21° C oda
1isisinda 12 saat 151k (7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutuldu. Ozel
olarak yaptirilan ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler ¢elik
kaplarda, su cam biberonlarda (normal ¢esme suyu) verildi. Gruplarda bulunan biitiin
siganlar ayni ortamda gdzetim altinda tutuldu. Tiim gruplara ayni standart sigan yemi
verildi. Add-libitum su ve yiyecek alimlari saglandi. Hayvanlarm giinliik olarak
altlar1 temizlenerek bakimlar1 yapildi. Sicanlar Elazig Yem Fabrikasinda 6zel olarak
hazirlanan pelletler seklindeki sican yemleriyle beslendi. Deney hayvanlarina verilen
sigan yeminin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 3’de gosterilmistir. Deney
hayvanlarinin deneysel uygulama yapilincaya kadar bakimlarina bu sekilde devam
edildi.

Tablo 3. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin bilesenleri

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%) 1,6
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2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Toplam 4 deney grubu kullanildi ve c¢aligma 24 adet sigan iizerinde
gerceklestirildi. Siganlar; kontrol  (Grup-1), doksorubisin  (Grup-2),
doksorubisint+benfotiamin (Grup-3) ve benfotiamin (Grup-4) olmak iizere 4 gruba
ayrildi.

Kontrol grubu (Grup-1) (n=6):

On dort giinliik calisma siiresince herhangi bir iglem yapilmadi.

ikinci grup (Grup-2) (n=6):

Deneyin 1. giinii doksorubisin hidroklorid (C,7H29NO;;HCI) (Doxo Teva 50
mg flakon) 5 cc serum fizyolojikte ¢ozdiiriildii ve 10 mg/kg i.p tek doz uygulandi.

Doksorubisin + Benfotiamin grubu (Grup-3) (n=6):

Deneyin 1. giinii doksorubisin hidroklorid (C,7H29NO;;HCI) (Doxo Teva 50
mg flakon) 5 cc serum fizyolojikte ¢ozdiiriildii ve 10 mg/kg i.p. tek doz uygulandi.
Daha sonra on dort giin boyunca giinlilk 70 mg/kg dozunda benfotiamin orogastrik
gavaj yoluyla verildi.

Benfotiamin grubu (Grup-4) (n=6):

Deney boyunca on dort giin giinliikk 70 mg/kg dozunda benfotiamin orogastrik

gavajla verildi.

2.3. Orneklerin Ahnmasi

Biitiin gruplardaki sicanlar deney sonunda ketamin (75 mg/kg) + xylazine
(10 mg/kg) i1.p. uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler. Dekapitasyonun
ardindan si¢anlarin bobrek dokular1 hizla c¢ikarildi. Cikarillan bobrek dokulart
histolojik calisma i¢in % 10’luk formol soliisyonunda tespit edildi. MDA i¢in alinan

dokular ise ¢alisma gliniine kadar -80 °C’de sakland:.

2.4. Immiinohistokimyasal inceleme
Bobrek dokusunda bax ve kaspaz-3 immiinreaktivitesinin belirlenmesi igin
Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. Boyama metodu asagidaki

Tablo 4’de ayrintil1 olarak verilmistir.
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Tablo 4. Immiinohistokimyasal boyama iglemi

Sira Islem Siire
1 Xylol I 10 dakika
2 Xylol II 10 dakika
3 Xylol 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika
5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika
8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1sisinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline) 3X5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika
14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3X5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3X5 dakika
18 Strepavidin ALP (Alkalen fosfataz) 20 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20 Fast Red 5 dakika
21 Distile su 5 dakika
22 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma

Parafin bloklardan 5-6 mm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini onlemek i¢in H,O, ile muamele
edildi. Zemin boyasini engellemek icin Ultra V Block soliisyonu ile muameleden
sonra primer antikor ( Bax mouse monoclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology,
sc—7480, California, USA; caspaz 3 Rabbit polyclonal IgG, Abcam, ab2302, London,
UK) ile 60 dakika inkiibe edildi. Primer antikor uygulanmasimdan sonra sekonder
antikor (biyotinli anti-mouse / rabbit IgG, Diagnostic BioSystems, KP 50A,
Pleasanton, USA), Strepavidin ALP (Alkalen fosfataz) ve Fast Red kromojeni
uygulandiktan sonra Mayer’s hematoksilenle zit boyama yapildi. Negatif kontrol i¢in
hazirlanan dokularda primer antikor yerine phosphate buffered saline (PBS)

kullanildi, diger basamaklar ayni sekilde uygulandi. PBS ve distile sudan gecirilen
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dokular uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Novel N 800

M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.
Immiinohistokimyasal ~boyanmanmn  degerlendirilmesinde ~ boyanmanin

yaygmnlig1 esas alindi. Sitoplazmik immiin boyanmanin yaygmlig: 0’dan +3’e kadar

say1 ile semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 5).

Tablo 5. immiinohistokimyasal boyanma yaygmliginm derecesi

Derece Anlam
0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli

2.5. MDA diizeyinin saptanmasi

MDA analizi 0.42 gr Tris-base + 1.43 Tris-HCI +3 gr KCI ve 0.5 ml Tween
20, 250 ml distile suda hazirlandi. Hazirlanan bu tampon 6rneklerin homejenatinda
kullanildi. 1 gr doku tizerine 5 ml tampon ilave edildi ve homojenizator (Ultra-Turax
T25, IKA-Labortecknik) yardimiyla doku tamamen parcalandi. Homejenat 5000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kismindan 1 ml yeni bir tiipe alindi.
Alinan 1 ml 6rnek iizerine 1 ml % 10’lik TCA (Tri-kloro asetik asit), 1 ml % 0,067
TBA (2-Thio barbitiirik asit), 1 ml distile su ve 0.5 ml % 4’lLiik HCI ilave edildi.

Hazirlanan karistm 90°C del20 dak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasi tiipler oda sicakliginda sogutuldu ve iizerine 3 ml biitanol ilave edilip
vortekslendi.

Tiipler 5 dak. 5000 rpm’de santrifiij edildi ve olusan silipernatanttaki
kirmizi-pembe renk spektro kiivetine pipet yardimiyla alindi ve biitanole karsi
532 nm’de okundu (96).

2.6. Istatistiksel analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart hata olarak belirlendi. Elde edilen
verilerin istatistiksel anlamlilik duzeyleri student T “’paired’” ve one-way ANOVA

testi ile belirlendi. p < 0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. MDA diizeyi

Doksorubisin verilen grup, kontrol grubu ve benfotiamin verilen grupla
kiyaslandiginda bobrek dokularmda MDA diizeyi anlamli olarak artmis bulundu
(her biri i¢in p<0.05). Doksorubisin + benfotiamin verilen grup sadece doksorubisin
verilen grupla kiyaslandiginda bobrek dokularinda MDA diizeyi anlamli olarak
azalmig bulundu (her biri i¢in p<0.05). Tim bu parametreler Tablo 6’da

gosterilmistir.

Tablo 6. MDA Diizeyleri

Grup MDA ( nmol/g )
Kontrol 73,10+5,85
Benfotiamin 67,20+ 4,12
Doksorubisin 94,97+ 14,40 *°
Benfotiamin+doksorubisin 62,07+ 10,54 ¢

Veriler ortalama =+standart hata (SH) olarak ifade edilmistir. p<0,05 anlaml1
kabul edildi.

a) kontrole gore (p <0,05)

b) benfotiamin grubuna gore ( p < 0,05)

c¢) Doksorubisin grubuna gore ( p<0.05 )

3.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

3.2.1. Bax Immiinreaktivitesi

Bax immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 1sik
mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; bax immiinreaktivitesi kontrol ve
benfotiamin gruplarinda +1 yayginhginda gozlendi (Sekil 5, 6). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda Doksorubisin grubunda bax immiinreaktivitesinde belirgin bir
artis vardi ve +3 yaygmhiginda oldugu goriildii (Sekil 7). Benfotiamin’in tedavi
olarak verildigi doksorubisin + benfotiamin grubunda ise doksorubisin grubuna goére

bax immiinreaktivitesinin belirgin azaldigi, kontrol grubuna yakin oldugu izlendi ve
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+2 olarak degerlendirildi (Sekil 8). Negatif kontrolde herhangi bir boyanma

saptanmadi (Sekil 9).

Sekil 5. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda +1 yaygmliginda bax

immiinreaktivitesi.

-

Sekil 6. Benfotiamin verilen gruba ait bobrek dokusunda +1 yaygmliginda bax

immiinreaktivitesi.
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Sekil 7. Doksorubisin verilen gruba ait bobrek dokusunda +3 yayginliginda bax

immiinreaktivitesi.

bax immiunreaktivitesi.
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3.2.2. Kaspaz-3 immiinreaktivitesi

Kaspaz-3 immiinreaktivitesi i¢cin yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; Kaspaz-3 immiinreaktivitesi kontrol ve
benfotiamin gruplarinda +1 yaygmlhiginda gézlendi (Sekil 10, 11). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda Doksorubisin grubunda Kaspaz-3 immiinreaktivitesinde belirgin
bir artis vardi ve +3 yaygmliginda oldugu goriildii (Sekil 12). Benfotiamin’in tedavi
olarak verildigi Doksorubisin + benfotiamin grubunda ise Doksorubisin grubuna
gore Kaspaz-3 immiinreaktivitesinde belirgin azalmanin, kontrol grubuna yakin
oldugu izlendi ve +2 olarak degerlendirildi (Sekil 13). Negatif kontrolde herhangi bir
boyanma saptanmadi (Sekil 14).
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Sekil 10. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda +1 yayginliginda Kaspaz-3

immiinreaktivitesi

Sekil 11. Benfotiamin verilen gruba ait bobrek dokusunda +1 yaygmliginda

Kaspaz-3 immiinreaktivitesi
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Sekil 12. Doksorubisin verilen gruba ait bobrek dokusunda +3 yayginliginda

Kaspaz-3 immiinreaktivitesi.

Sekil 13. Doksorubisin+benfotiamin grubuna ait bobrek dokusunda +2 yayginliginda

Kaspaz-3 immiinreaktivitesi.
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4. TARTISMA

Kanser, gelismis iilkelerin 6liim istatistiklerinde kalp damar hastaliklarindan
sonra ikinci sirada yer alan 6liimciil bir hastaliktir. Hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasi, invazif nitelik kazanmas1 ve metastaz yapmasi ile kendini gosteren bir
hastaliktir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin ¢ogu sitotoksik etkileri ile malign
hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalmalarini dnlerler ve onlarin 6liimiine neden olurlar (97).
Gilinlimiizde kanser tedavisinde yaygin kullanilan kemoterapotik ajanlarin etkinligini
artirmak ve yan etkilerini azaltmak i¢in yapilan ¢alismalar artarak devam etmektedir.
Baz1 ajanlar kanser tedavisinde oldukca yaygm kullanilmalarina ragmen siklikla
timor disindaki diger dokular1 da etkiledikleri i¢in ciddi yan etkilere neden
olmaktadirlar (98). Doksorubisinde kanser tedavisinde kullanilan ve yan etkileri fazla
olan etkili bir kemoterapotik ajandir (4, 99). Doksorubisin toprak mantarlarindan
‘streptomyces pneucetus’den elde edilen Daunorubisin adli antrasiklin tiirevi bir
antibiyotigin hidroksi tiirevidir ve mide barsak kanalindan iy1 absorbe edilemez. Bu
nedenle i.v yolla uygulanir (28). Amino seker ve bir antrasiklin halka igerir. Ilag
molekiiliiniin aglikon kismi, DNA ve RNA’nin arasma girer. Molekiildeki iyonik
seker yapisi, interkelasyonu (DNA’nin ¢ift sarmali arasina giris) stabilize etmek icin
iyonik olarak baglanir. Sonu¢ olarak, DNA ve RNA’nin sentez sirasinda sekli
bozulur ve bu etki doneme 6zgli degildir, fakat S donemindeki hiicrelere etkinligi
fazladir (28, 29).

Doksorubisin ayrica demir ile gii¢lii bir bigimde selat olusturup DNA’ya ve
hiicre membranlarina baglanabilir. DNA’y1 ve hiicre membranlarmi kolayca
parcalayabilen serbest radikaller tiretebilir (28, 29). Genis spektrumlu ve etkin bir
antineoplastik olmasina karsin oldukca toksiktir. Tek ilag veya kombinasyon
seklinde kullanilir. En sik hematolojik malignitelerde, sarkom, lenfoma, prostat
karsinomu, tiroid, akciger ve meme karsinomlarinda kullanilir (36). Kemoteropdtik
ilaglarin kullanim1 swrasinda en biiylik endise toksisiteleridir. Kullanilan ilaglarin
toksisite durumlarmin bilinmesi ve izlenmesi gerekmektedir (37). Antimetabolitler,
antrasiklinler ve alkilleyici ilaglar en sik nefrotoksisiteye neden olan ilaglarin basinda
gelir (38, 39). Bir ¢cok kemoterapi ilacinin atildi1 organlar bdbreklerdir. Ilaglarin
metabolitleride bobrekleri duyarl hale getirebilmektedir. Glomertillerde, tiibiillerde,

damarlarda semptomatik olmayan kreatinin yiiksekliginden, diyaliz gerektiren akut
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bobrek yetmezligine kadar wuzanan diizeyde bdbrek fonksiyon bozuklugu
olusabilmektedir (37). Doksorubisin proksimal tiibiil hiicrelerinde birikerek akut
tiilbiiler nekroza neden olabilmektedir. Ayrica bobrekte glomeriiler kapiller
permeabilitede artis ve tiibiiler atrofi meydana getirmektedir (38).

Doksorubisin  kalp, bobrek ve karacigerde anlamli derecede lipit
peroksidasyonuna neden olur ve bunun en 6nemli gostergelerinden biri olan MDA
seviyeleri artmig olarak bulunur (43).

El Sheikh ve ark. (100) yaptiklar1 calismada tek doz 1p 15 mgkg
doksorubisin uygulamasindan 8 giin sonra renal hasar olustugunu gostermislerdir.

Lahoti ve ark. (101) yaptiklar1 ¢alismada doksorubisinin i.p 12 mg/ kg
verildikten 8 giin sonra serum iire ve kreatinin diizeylerinin nefrotoksik diizeyde
arttigini gostermislerdir .

Ayrica El-Shitany ve ark. (102) yaptiklar1 ¢calismada, 10 mg/kg doksorubisin
kullanimindan 30 giin sonra renal tiibiiler hasar gelistigini saptamislardir.

Bizimde yaptigimiz calismada 10 mg/kg i.p doksorubisin uygulandi ve
bobrek dokularimda immiinhistokimyasal olarak boyanmada pre-apoptotik olarak bax
ve kaspaz-3 immiinreaktivitesinde ve lipit peroksidasyon gostergesi olan
MDA diizeylerinde belirgin artig goriildii.

Doksorubisinin, direkt olarak ya da olusturdugu serbest radikaller araciligi ile
indirekt olarak, DNA sarmallarint ve g¢esitli enzimlerin transkripsiyonel veya
translasyonel asamalarda gen ekspresyonunu degistirdigi ve bodylece antioksidan
enzim aktivitelerinde degisikliklere yol actig1 kabul edilmektedir. Bazi ¢alismalarda
patogenezden sorumlu tutulan serbest radikaller siiperoksit, hidroksil radikalleri ve
NO’dur. Serbest radikallerin indiikledigi MDA gibi lipid peroksidasyon fliriinlerinin
de olaya katkis1t oldugu CAT, GSH GSH-Px ve SOD gibi antioksidan enzimleri
azaltarak kardiyotoksisiteye ve nefrotoksisiteye neden oldugu da gosterilmistir
(45, 46).

Doksorubisine bagli toksisitenin patogenezinde serbest radikal ve antioksidan
enzimlerin rol aldigina ait bulgularin belirlenmesi, antioksidan tedavi denemelerini
glindeme getirmistir (47).

Tulubas ve ark. (103) yaptiklar1 ¢alismada doksorubisinin bdbrek {izerine

toksik etkisi ve bu toksik etkiye omega-3 yag asitlerinin koruyucu etkisini
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arastirmislar. Doksorubisin 30 mg/kg tek doz i,p vermisler ve kontrol grubu ile
karsilagtirdiklarinda sicanlarda serum, KC ve bobrek dokularmda GSH, SOD ve
GSH-Px diizeylerinde azalma ve MDA diizeylerinde ise artis tespit etmisler.
Doksorubisin ve omega-3 yag asitleri verilen grup sadece doksorubisin verilen
grupla karsilastirildiginda sican serum, bobrek ve KC dokularinda MDA
seviyelerinde anlaml azalma goriiliirken, GSH, SOD ve GSH-Px diizeylerinde ise
anlamli bir artis tespit etmisler.

Kalaiselvi ve ark. (104) yaptiklar1 benzer bir calismada, 10 mg/kg i1.v
doksorubisin uygulamasi sonrasinda enzimatik antioksidan seviyelerinde (SOD,
CAT, GSH Px, GSH rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve GSH-S-transferaz)
onemli derecede diislis ve MDA seviyesinde ise artis gdrmiislerdir.

Koul ve ark. (105) yaptiklar1 ¢alismada doksorubisinin indiikledigi
nefrotoksisiteyi gostermek icin bobrek dokularinda, lipid peroksidasyon gostergeleri
olan GSH, GSH Px, GSH rediiktaz ve CAT aktivitelerinde 6nemli bir azalma
bulmuslar. Doksorubisin grubuyla kiyaslandiginda domatesten f{iretilen likopen
verilen grupta GSH diizeylerinde belirgin artis ve antioksidan diizeyini yansitan
CAT, GSH-Px ve GSH rediiktaz diizeylerinde belirgin artis izlemislerdir. Sonug
olarak, likopenin doksorubisin kaynakli nefrotoksisiteyi azaltabilecegi gorilmiistiir.

Antioksidanlar hidrojen atomu vericisi olarak etki gosterirler ve zincir
olusturan radikalleri daha az reaktif tiirlere ¢evirirler. Bu sekilde olusan antioksidan
radikali, oksijen atomu ile aromatik halka iizerindeki ¢iftlesmemis elektronun yer
degistirmesiyle stabilize olur. Bundan dolay:1 antioksidan molekiiller yapilarinda
genelde fenolik fonksiyon tasirlar. Antioksidanlar, lipit peroksidasyonu, proteinlerin
capraz baglanmasi ve DNA mutasyonu ile etkilesip, doku hasarii Onlerler. Serbest
radikaller, kansere de neden olduklarindan, cogu antioksidanlar kanseri baslangigta
durdurur ve tiimor gelisimini 6nlerler (106).

Suda ¢oziilebilen B1 vitaminine tiamin, 6zel yagda ¢oziilebilen B1 vitaminine
ise benfotiamin denilir (13). Benfotiamin yapis1 geregi ger¢ek tiamine gore ¢ok daha
yiiksek bir biyoelverislilige sahiptir ve bu 6zelligiyle benfotiaminin, suda ¢oziilebilen
tiamine gore viicutta daha kolay emildigi ve oral uygulamada esdeger bir tiamin
dozuna gore en az bes kat daha yiiksek tiamin plazma konsantrasyonuna ulasabilme

etkinligine sahip oldugu bildirilmistir (69, 73, 74, 75).
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Bundan dolay1 diger yagda c¢oziilebilen ya da allitiamin ailesindeki lipid
tiamin tiirevlerine gore daha iyi oldugu ve lipitte ¢oziilebilen tiirevleri icerisinde en
giicliisii oldugu belirtilmistir (69).

Baz1 ¢alismalar benfotiaminin ROS {izerinde baskilayici1 6zellikte oldugunu
gostermistir (7, 8). Benfotiaminin insan endotel hiicrelerinde AGE artisini
engelledigi goriilmiistiir (10). Rediikte olmus GSH; hiicre igerisinde oksidan
ajanlarm etkisini azaltarak hiicrenin etkili proteinlerini oksidasyona kars1 korur ve
antioksidan 6zellik gosterir. Bu esnada GSH oksitlenir. Bu GSH’m goérevini yerine
getirebilmesi icin tekrar rediikte olmasi gerekmektedir. Bu amagla NADPH’lar
kullanilir. NADPH i¢in pentoz fosfat yolu 6nemlidir ve tiamin de bu yola etki ettigi
icin bir antioksidan olarak kabul edilebilir (9, 10). Benfotiamin tarafindan endotel
hiicrelerinde ve perisitlerde yiiksek glukoz maruziyetinden dolayr meydana gelen
apoptozisin iki gostergesi olan kaspaz-3 aktivitesi ve DNA fragmantasyonu artisi
engellenebilir (76).

Yapilan calismalarda serbest radikaller ve AGE’nin, PKC’yi aktive ettigi
gosterilmistir. Aktive olan PKC’nin, hiicre dis1 matriks bilesenlerini, vaskiiler kan
akimini, damar permeabilitesini ve hiicre biiyiimesini etkileyerek vaskiiler
komplikasyonlarin patogenezinde rol aldigi 6ne siiriilmektedir (80, 81). Benfotiamin
transketolaz1 aktiflestirerek pentoz fosfat yolunu ¢alistirir. PKC hareketini azaltir ve
ROS iireten NADPH oksidaz enzimini inaktiflestirir ve boylece oksidatif stresi hem

azaltarak hem de dnleyerek antioksidan gibi davranir (82, 83).

Harisa (107) yaptig1 calismada sisplatinle olusturulmus nefrotoksisitede
benfotiaminin koruyucu etkilerini arastirmis. Sisplatin verilen sicanlarda kontrol
grubuna gore renal hasar ve oksidatif stres belirteclerinden NO, MDA, SOD
diizeylerinde artis, GSH diizeylerinde ise azalma saptamustir. Sisplatinle es zamanli
benfotiamin uygulanan sicanlarda kontrol grubuna gore bu degerlerde diizelme
saptanmistir. Bu ¢alismada benfotiaminin reaktif oksijen ve azot tiirlerini inhibe

ederek sisplatinin neden oldugu nefrotoksisiteyi dnleyebilecegi gdsterilmistir.

Alkhalaf ve ark. (108) yaptiklar1 ¢aligmada Tip 1 diyabetli hastalarda
hipergliseminin rol aldig1 vaskiiler komplikasyonlarin olusumunda AGE’lerin,
endotelyal disfonksiyonun ve diisiik dereceli inflamasyonun ara yol olarak rol

aldigin1 ve nefropati gelismis kisilerde benfotiaminin bu yolaktaki etkilerini
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arastirmislar. Fakat plasebo ile karsilastirdiklarinda benfotiaminin plazma ve idrar
AGE diizeyinde, endotelyal disfonksiyonda ve diisiik dereceli inflamasyonda anlamli

azalma yapmadigini gérmiislerdir.

Karachalias ve ark. (109) yaptiklar1 ¢alismada deneysel mikrovaskiiler
komplikasyon gelismis diyabetik sicanlarda protein hasari, glikasyon, oksidasyon ve
nitrasyon {iizerine benfotiamin ve tiamininin etkilerini arastirmiglardir. Diyabet
streptozisin ile olusturulmus ve insiilin ile yonetilmistir. Kontrol ve diyabetik
gruptaki siganlara 24 hafta boyunca doniisiimlii olarak 1 giin 7 mg/kg ve ertesi giin
ise 70 mg/ kg tiamin veya benfotiamin verilmis. Diyabetik sicanlarin retina,
glomertil, siyatik sinir dokularinda ve plazma proteinlerinde AGE ve fruktozil-lizin
diizeylerinde 4 kat artigy saptanmis. Tiamin ve benfotiamin verilenlerde
AGE diizeyindeki artiglarda azalma olmus, fakat fruktozil-lizinde ise diizelme
olmamis. Tiamin ve benfotiamin tedavisiyle glikasyon, oksidasyon ve nitrasyondaki

artiglar diizelmistir.

Bizim calismamizda da doksorubisin uygulanarak meydana getirilen bobrek
hasarinin son yillarda 6nemli bir antioksidan olarak kabul edilen benfotiamin ile
belirgin bir sekilde diizeldigi goriilmiistiir. Bu diizelme pre-apoptotik genler olan bax
ve kaspaz-3 immunreaktivitesinde belirgin bir azalma gozlenerek tespit edildi.
Benfotiaminin bu etkisinin muhtemel antioksidan etkisine bagli olabilecegi
diistiniildi.

Sonug olarak ¢alismamizda:

1- Bobrek dokularinda apoptozisi ve MDA seviyelerini Doksorubisinin

artirdigini, fakat benfotiaminin ise azalttigini

2- Doksorubisinin apoptozisin gdstergeleri olan bax ve kaspaz-3

immunreaktivitesini artirdigi, fakat benfotiaminin ise azalttig1 saptandi.

Bu bulgular 1518inda gelecekte daha ileri ve ayrintili ¢aligmalarla
benfotiaminin doksorubisin gibi kemoterapotiklere bagli meydana gelen toksik
etkilerin azaltilmasinda alternatif bir tedavi segenegi olarak kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.
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