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OZET

Sicanlarda Siklofosfamid ile Olusturulan Bobrek ve Mesane Hasarmma Karsi

Klorojenik Asit'in Etkileri

Amag: Bu calismada; si¢anlarda siklofosfamid (CP) uygulanmas ile olusan
bobrek ve mesane hasarina karsi klorojenik asit (CGA)’in profilaktik etkilerinin

histolojik ve biyokimyasal olarak arastirilmasi amaglandi.

Metot: Arastirmada kullanilan 18 adet Sprague Dawley irki erkek sigan
rastgele 3 esit gruba (kontrol (K), CP ve CP+CGA) ayrildi. Tiim denekler; deneyin 1.
ginii ve sakrifikasyonun uygulandigi 8. giin tartildi. Kontrol grubuna; deneyin 1.
giiniinden itibaren 7 giin boyunca giinlik oral 2 cc PBS ve 7. giin tek doz
intraperitoneal (i.p.) 2 cc SF uygulandi. CP grubuna deneyin 7. giiniinde 2 cc SF
icinde 150 mg/kg tek doz i.p. CP uygulandi. CP+CGA grubuna deneyin 1. giiniinden
itibaren 7 giin boyunca giinliik oral gavaj yoluyla 2 cc PBS i¢inde 100 mg/kg CGA
ve 7.glinde 2 cc SF icinde 150 mg/kg tek doz i.p. CP uygulandi. Bobrek ve mesane
dokulari; 151tk mikroskobik degerlendirme igin hematoksilen ve eozin (H&E),
periyodik asit-Schiff (PAS) ve TUNEL boyama yontemi ile boyandi. Biyokimyasal
olarak bobrek ve mesane dokularinda; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), miyeloperoksidaz (MPO) ve tiimor nekroz
faktor-alfa (TNF-a), total antioksidan durum (TAS), total oksidan durum (TOS)
seviyeleri ve oksidatif stres indeksi (OSI) belirlendi. Bébrek fonksiyon

degerlendirmesi i¢in serum BUN ve kreatinin 6l¢iimii yapildi.

Bulgular: Deneyin 8. giiniinde; en diisiik bobrek, mesane ve viicut
agirliklarinin CP+CGA grubunda oldugu goriildii. Bobrek dokusunun H&E ile boyali
kesitlerinde; CP grubunda tiibiiller ve glomeriillerde dejenerasyon, 6dem ve
hemorajide belirgin bir artis mevcuttu. PAS ile boyanan kesitlerde, Bowman kapsiili
paryetal yapraginda kalinlagma-ayrilma, tiibiil bazal membranlarinda diizensizlikler
ve proksimal tiibiilde firgams1 kenar kayiplar1 belirgindi. Mesane dokusunun H&E ile
boyali kesitlerinde; CP grubunda mukozada 6dem, hemoraji, {ilserasyon, inflamatuar
hiicre artis1 ve epitelde dokiillme mevcuttu. PAS ile boyanan kesitlerde ise bunlara

ilave olarak epitelde glukozaminoglikan (GAG) tabakasinda bolgesel kayip gozlendi.



Bobrek ve mesaneye ait tiim bu patolojik bulgular CP+CGA grubunda anlamli olarak
azalmisti. Bobrek ve mesanede, apoptotik indeks CP grubunda en yiiksekti.
Biyokimyasal parametrelerde CP grubunun bobrek dokularinda MDA, TOS, OSI,
MPO ve TNF-o degerlerinde artma, ancak TAS, GSH ve SOD degerlerinde ise
azalma mevcuttu. Serum BUN ve kreatinin seviyeleri de CP grubunda yiiksekti.
CP+CGA grubunda; CP grubunda artmis olan tiim parametrelerin azaldigi; GSH’in
ise arttig1 goriildii. Mesane dokusunda ise CP grubunda MPO, MDA, TNF-o ve OSI
degerlerinde artis gozlenirken, SOD seviyesinde diislis gozlendi. CP+CGA grubunda

bu degerler normale yaklagmusti.

Sonuclar: Elde ettigimiz bulgulara gore CP'nin; bobrek ve mesanede yapisal
ve biyokimyasal olarak tespit edilebilen hasara neden oldugu ve oral yolla profilaktik

CGA kullaniminin bu hasar1 6nledigi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek, klorojenik asit, mesane, oksidatif stres,

siklofosfamid



SUMMARY
Effects of Chlorogenic Acid against Cyclophosphamide-Induced Kidney and

Bladder Damage in Rats

Purpose: In this study; it was aimed to investigate the prophylactic effects of
chlorogenic acid (CGA) against kidney and bladder damage caused by
cyclophosphamide (CP) administration in rats, histologically and biochemically.

Method: 18 Sprague Dawley male rats used in the study were randomly
divided into 3 equal groups (control (C), CP and CP+CGA). All subjects; were
weighed on the 1st day of the experiment and the 8th day of sacrifice. To the control
group; starting from the 1st day of the experiment, 2 cc of PBS was administered
orally daily for 7 days, and a single dose of 2 cc of SF was administered
intraperitoneally (i.p.) on the 7th day. A single dose of 150 mg/kg i.p. CP in 2 cc SF
was administered to the CP group on the 7th day of the experiment. The CP+CGA
group was administered 100 mg/kg CGA in 2 cc PBS via daily oral gavage for 7 days
starting from the 1st day of the experiment, and a single dose of 150 mg/kg i.p. CP in
2 cc SF was administered on the 7th day. For light microscopic evaluation, kidney
and bladder tissues were stained with hematoxylin and eosin (H&E), periodic acid-
Schiff (PAS) and TUNEL staining methods. Superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), myeloperoxidase (MPQO) and
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), total antioxidant status (TAS), total oxidant
status (TOS) levels and oxidative stress index (OSI) were biochemically determined
in kidney and bladder tissues. Serum BUN and creatinine also were measured for

renal function evaluation.

Results: On the 8th day of the experiment; the lowest kidney, bladder and
body weights were observed in the CP+CGA group. In H&E stained sections of
kidney tissue; there was a significant increase in degeneration, edema and
hemorrhage in the tubules and glomeruli in the CP group. In the sections stained with
PAS, thickening-separation of the parietal leaf of Bowman's capsule, irregularities in
the tubule basement membranes, and loss of brush borders in the proximal tubule

were evident. In H&E stained sections of bladder tissue; in the CP group, there were



edema, hemorrhage, ulceration, increased inflammatory cells and epithelial shedding
in the mucosa. In addition, regional loss in the glycosaminoglycan (GAG) layer in
the epithelium was observed in the sections stained with PAS. All these pathological
findings of the kidney and bladder were significantly reduced in the CP+CGA group.
The apoptotic index in the kidney and bladder was highest in the CP group. In
biochemical parameters, there was an increase in MDA, TOS, OSI, MPO and TNF-a
values in the kidney tissues of the CP group, but a decrease in TAS, GSH and SOD
values. Serum BUN and creatinine levels were also high in the CP group. In the
CP+CGA group, while GSH decreased, all parameters that increased in the CP group
were observed to decrease. In the bladder tissue, an increase was observed in MPO,
MDA, TNF-a and OSI values in the CP group, while a decrease was observed in the

SOD level. These values in the CP+CGA group were close to normal.

Conclusion: According to our findings, it may be said that CP causes
structural and biochemically detectable damage in the kidney and bladder, and oral

prophylactic CGA use may prevent this damage.

Key Words: Kidney, chlorogenic acid, bladder, oxidative stress,

cyclophosphamide
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1. GIRIS ve AMAC

Siklofosfamid (CP); pediatrik ve eriskin malignitelerinde siklikla kullanilan,
antitimor aktiviteye sahip alkilleyici ajanlardan biridir. CP’nin diisiik dozlarda
kullanimiyla olusan immiinsiipresif etkisi; romatoid artrit, sistemik lupus
eritematozus gibi ¢esitli otoimmiin hastaliklarda kullanimina olanak saglamistir

(1,2).

CP gibi kemoterapdtik ilaglarin asil hedefi, hizla ¢ogalmakta olan malign
hiicreler olsa da; saglikli hiicreler de bu toksik etkiden nasibini almaktadir (3). Bu
sitotoksik etki; siklikla DNA’da ve proteinlerde alkilasyon ve ¢apraz baglar olusturan
aktif metabolitlerin sayesinde gergeklesir (4). CP, karacigerdeki sitokrom P450 basta
olmak flizere bir¢ok mitokondriyal enzim sisteminde aktif metabolitler olan
fosforamid hardali ve akroleine doniisiir (2). Akrolein, hiicrelerde 6liim reseptor
yolunu tetikleyerek apoptoza ve reaktif oksijen radikallerinde artigla oksidatif hasar
ve inflamasyona sebep olmaktadir (1). Akroleinin iirotoksik etkisi sonucu
histopatolojik olarak; bobrek tiibiillerinde dilatasyon ve hidropik dejenerasyon, tiibiil
epitelinde nekroz, mesane epitelinde {iilserasyon, kanama ve inflamasyonda artis
gozlenebilir (5, 6). CP ve metaboliti akrolein; mesanede de mukozal hasara ve
hemorajik sistite neden olabilir (7, 8). Uriner sistem ve dzellikle bobrekler {izerindeki

bu sitotoksik etkiler, serum iire ve kreatinin degerlerinde de artisa yol agabilir (6).

CP’nin c¢esitli sistemler iizerine olan oksidatif stres kaynakli olumsuz
etkilerini azaltmak icin siklikla meyve ve sebzelerde bulunan antioksidanlar
denenmistir. Klorojenik asit (CGA) de; yesil kahve ¢ekirdegi, yaban mersini, elma,
domates, patlican gibi insan diyetinde yaygin olarak tiiketilen sebze ve meyvelerde
bolca bulunan bir antioksidandir (9). CGA, hidroksisinnamik asid ile kinik asitin
esterlesmesiyle olusan polifenollerden biridir (10). Yapilan ¢alismalarda CGA’nin
oksidan aktiviteyi azaltici, apoptozu ve inflamasyonu baskilayic1 6zellikleri oldugu

gosterilmistir (11, 12)

Ingilizce ve Tiirkge literatirde, CP’nin indiikledigi bobrek ve mesane

hasarma karst oral kullanillan CGA’nin etkisinin arastirildigi  bir c¢alismaya



rastlanamamistir. CP’nin indiikledigi bobrek ve mesane hasarina karsi parenteral
yolla kullanimdan daha kolay ve non invaziv olan oral CGA kullaniminin muhtemel
olumlu etkilerinin ortaya konulmasinin literatiire 6nemli katkilar saglayacagina

inanmaktay1z.

Bu sebeple calismamizda; CP’nin bobrek ve mesanede olusturdugu yikici
etkiye karsi giiclii antioksidan, antienflamatuar ve antiapoptotik etkilere sahip
CGA’nin oral kullamiminin profilaktik etkisi arastirilmistir. Calisma sonuglarimizin;
daha sonra bu konuda yapilacak deneysel ve klinik ¢aligmalar agisindan temel teskil

etme potansiyeline sahip oldugunu diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek ve Mesane

2.1.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler; peritonun arka boslugunda, vertebral kolonun her iki yaninda yer
alan ve adipoz doku yapisindaki perirenal fasya ile ¢evrili olan organlardir. Bobrek,
distan bobrek kapsiilii ile sarilidir. Perirenal fasya ile kapsiil arasinda gevsek bir bag
dokusu vardir (13).

Sol bobrek, T12 ve L3 vertebra seviyesinde bulunmaktadir ancak sag bobrek,
karaciger sebebiyle sol bobrege gore yaklasik 2 cm asagi yerlesimlidir. Yetigskinlerde
her bobrek yaklasik olarak 11 cm uzunlugunda, 6 cm genisliginde ve 3 cm
kalinligindadir. Ortalama bobrek agirligi kadinlarda 135 gr, erkeklerde ise 150 gr’dir.
Sag bobrek iist komsulugunda karaciger, sol bobrek iist komsulugunda ise dalak
bulunur. Bobregin i¢ biikkey medial tarafinda; arter, lenfatik ve sinirlerin girdigi ven

ve {ireterin ¢iktig1 renal hilum bulunur (14, 15).

Sag bobregin iist poliiniin kiiglik bir alan1 sag suprarenal bez ile, genis bir
alan1 ise periton ile ayrilmis karacigerin sag lobu ile iliskilidir. Medialden
duodenumun retroperitoneal inen kismi ile direkt iligkilidir. Sag bdbregin alt 6n
yiizeyi; lateralden retroperitonal sag kolon flexuras: ile, medialden ise intraperitoneal
(i.p.) ince bagirsak ile temas halindedir (14). Sol bobregin iist poliiniin kiigiik bir
alan1 sol suprarenal bez ile iliskilidir. Anterior yiizeyin lateral yarisi, periton ile
ayrilmig dalak ile iliskilidir. Sol bobrek, merkezde retroperitoneal pankreas ve dalak
damarlar ile direkt temas halindedir. Bunun iizerinde suprarenal bez ve dalak
arasinda tliggen seklinde bir alan bulunur. Bu iiggen bolge periton ile ayrilmis mide
ile temas halindedir. Sol bobregin lateral kenari, retroperitoneal sol kolik fleksura ve
inen kolon ile direkt temas halindedir. Medial kenarin biiyiik bir kismi, i.p. jejunum

luplart ile iliskilidir.



Sag ve sol bobrekler birbirine benzer yapidadir ve posteromedial yiizeyleri
periton olmadan adipoz dokuya gomiiltidiir. Bobreklerin konum olarak iist tarafinda
diyafram, medial ve lateral tarafinda ise pSoas major, quadratus lumbarum,
transversus abdominis kasi, subkostal damarlar, iliohipogastrik ve ilioinguinal
sinirler bulunur (14, 16, 17).
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Sekil 1: Bobregin longitudinal kesiti (15)

Bobrek; hem renk hem fonksiyon bakimindan makroskopik olarak igte
medulla ve dista korteks olmak fiizere iki kisimda incelenir (Sekil 1). Bobrek
medullast renk olarak daha soluktur. Medullada her bobrekte ortalama 10-20 tane
olan toplayict kanallar ve Henle kulpunu igeren, tabani kortekse bakan bobrek
piramitleri bulunur. Toplayici kanallar piramitlerin uglarindan renal pelvise agilir.
Renal kolonlar, korteksten renal piramitlerin arasina uzanir. Her bobregin piramit
sayis1 kadar lobu vardir ve her lob, bir grup toplayicr tiibiil ve nefronlardan olusur.
Her bir nefron; glomeriiler kapiller yumagi ¢evreleyen Bowman kapsiilii, proksimal
tiibiil, Henle kulpu ve toplayici kanallara bosalan distal tiibiilden olusur. Idrar
olusumu kortekste baslar, tiibiiller ve toplayici kanallardan Bellini papiller kanalina
akar. Ardindan 6nce mindr, sonra major kalikslere ve major kalikslerin birleserek
olusturdugu {ireter {ist ucunun bir uzantist olan renal pelvise ve oradan iiretere akar.

Son olarak da tireterden mesaneye bosalir (18).



2.1.2. Bobrek Histolojisi

Bobrekler; fasiilye sekline sahip ve bag dokusu yapisinda kapsiil ile sarili
vaskiiler organlardir. Kapsiil, dista diizenli dizilmis kollajen liflerden ve aralarina
serpistirilmis  fibroblastlardan olusur. I¢ tabakada ise kasilmaya yardimci
miyofibroblastlar bulunur. Bdylece kapsiil gerilmeye direngli olup bobrek

fonksiyonundaki degisikliklere bobregin uyum gostermesini saglar.

Bobregin medialinde bulunan ve topladig: idrar tiretere ileten renal pelvis,
bobrek icinde kaliks major adi verilen 2-3 parcaya ayrilir. Kaliks major de birkag
kiigiik kaliks mindrden olusur. Bobrek parankimi, dista kapsiile yakin kisimda
korteks ve i¢te medulla olmak ftizere iki kisimda incelenir (19-21). Medulla;
nefronlarin diiz tiibiilleri, toplayici tiibiillerin devami ve 6zel bir kapiller ag olan vaza
rektanin eslik etmesiyle olusur. Insan bobreginde siklikla 8-12 arasinda; en fazla ise
18 adet piramit goriilebilir, bu piramidlerin u¢ kisimlari papilla olarak adlandirilir ve
papillalar min6r kalikse (calices renalis minores) agilir. Piramitlerin lateralinden
korteks dokusu medullaya uzanarak Bertini siitunlarini meydana getirir (19). Renal
korteks, piramitlerin tabani ile dis yiizey arasinda kalan ve piramitler arasinda uzanan
doku pargalarin1 icerir. Mediiller 1sinlar, korteksteki nefronlar1 bosaltan Henle
kulplart ve toplayici kanallarin paralel gruplarindan olusur. Mediiller 1sinlarin
olusturdugu renal piramitler ve tizerindeki kortikal parankim birlikte bir bobrek

lobunu olusturur (20, 21).
i) Nefron

Nefron; bobregin fonksiyon olarak sekretuar bez yapilarina karsilik gelen ve
idrar iiretiminden sorumlu olan yapisal ve fonksiyonel birimidir. Nefron; bdbrek

cisimcigi ve tiibiiler sistemden olusur (19).
ii) Bobrek Cisimcigi

Bobrek cisimcigi, glomeriiler kapiller ag1 ve onu saran kupa benzeri ¢ift kath
epitelden olusan Bowman kapsiiliinii igerir (19, 20). Kapsiiliin iki tabakas1 arasinda,

bobrek tiibiil limeni ile devam eden idrar boslugu bulunur. Bowman kapsiili,



glomeriiler kapillerden siiziilen kanin ultrafiltrat1 olusturmaya basladig ilk kisimdir.
Afferent ve efferent arteriyollerin Bowman kapsiiliiniin paryetal tabakasindan giris
ve ¢ikis yaptiklar1 kisma damar kutbu, bu bolgenin karsi kismina ise idrar kutbu
denilmektedir. Afferent arteriyol; vaskiiler kutuptan girerek anastomoz yapan kilcal
damar agin1 (glomeriil) olustururken nispeten daha kiiciik ¢aptaki efferent arteriyol

ile de drenaj saglanir (21, 23) (Sekil 2).

Bowman kapsiiliiniin paryetal tabakasi; tek katli yassi epitelden olusurken, i¢
visseral tabakasi podosit adi verilen yildizs1 6zel hiicrelerden olusur (20, 23).
Glomertil kapilleri pencereli ve diyafram igermeyen endotel ile doselidir. Glomeriil
kapillerindeki endotel hiicreleri, glomeriil bazal membrani ve podositler; glomeriilde
filtrasyon bariyerini olugturmaktadir. Glomeriil bazal membrani endotel ve podositin
bazal laminalarinin kaynagmasiyla olusur. Bazal membran kapilleri ¢epegevre sarmaz
arada kalan bosluklar mezangiyum ile doldurulur (21, 23). Bazal membran,
fibronektin, laminin gibi glikoproteinler, heparan siilfat gibi proteoglikanlar ve tip 4
kollajenden zengindir. Periyodik asit -Schiff (PAS) yontemi ile boyanan glomeriiler
bazal membran; podosit uzantilarina komsu lamina rara eksterna, kapiller endoteline
komsu lamina rara interna ve iki lamina rara arasindaki lamina densa olmak iizere 3
tabakadan olusur (22). Lamina densa, yogun merkezi tabaka iken, iki tarafli
komsulugunda, heparan siilfat gibi negatif yiiklii molekiillerin gegisini engelleyen,
endotel altinda lamina rara interna ve podositleri destekleyen lamina rara eksterna
bulunur (21, 23, 24).

Bowman kapsiiliiniin i¢ yapragini olusturan yildizsi hiicreler olan podositler,
glomeriil kapilleri ¢evresine verdikleri uzantilar yoluyla baglanti kurarlar. Her
podositin hiicre govdesinden; glomeriil kapillerini saran ¢ok sayida birincil uzanti
cikar ve her birincil uzantidan da interdijitasyon yaparak birbiri igine ge¢mis ikincil
uzantilar (pedisel veya ayaksi uzanti) c¢ikar. Kaynasan komsu ayaksi uzantilar
arasinda, yaklagitk 40 nm genisliginde filtrasyon yarigi olusur. Filtrasyon yarigi,
membrandz yarik diyaframiyla ortiilidiir ve bu diyaframmin diizgiin ¢alismasi i¢in
nefrin, Neph-1, Neph-2, P-kadherin gibi ¢esitli kompleks faktorler gereklidir. Bu
faktorlerin de destegiyle filtrasyon yarig1 segici gegirgen bir filtre olarak
caligmaktadir (19, 22, 23).



Sekil 2: Glomeriiliin yapisi (25)

iii) Mezangiyum

Renal korpiiskiildeki intraglomeriiler mezangiyal hiicreler ve ekstraselliiler
matriks; mezangiyumu olusturmaktadir. Intraglomeriiler mezangiyal hiicreler,
glomeriilin intertisyel hiicreleridir.  Fagositoz, sekresyon, destek, hiicre
proliferasyonu ve bazal membran rejenerasyonu gibi ¢esitli gorevleri vardir (22, 23,
26). Modifiye diiz kas hiicresi 6zelligi sergilemesi sebebiyle bircok vazoaktif ajan
etkisi ile kasilip gevseyebilir ve boylece glomeriiler filtrasyon da lokal olarak

degistirilmis olur.

Renal korpiiskiil disinda damar kutbu boyunca yer alan mezangiyal hiicrelere
ise ekstraglomeriiler mezangiyal (lacis) hiicreleri denir. Lacis hiicreleri,

jukstaglomertiler (JG) aparatin bir pargasidir (21, 26).
iv) Jukstaglomeriiler Aparat

JG aparat; Lacis hiicreleri, makula densa ve JG hiicrelerden olusmaktadir.
Makula densa; distal tiibiiliin afferent arteriyol ile temas bdlgesinde, daha uzun ve
dar sekle farklilasan tiibiil epitel hiicrelerinin yogunlagarak siki sekilde
paketlenmesiyle olusur. Bu hiicreler, kemoreseptor olarak, distal tiibiildeki Na*
iyonlarinin konsantrasyonuna duyarlidir. Lacis hiicreleri konik kiitle olarak
adlandirilir. Taban1 makula densaya bitisik olup, afferent ve efferent arteriyol
arasinda yer alir. Bu hiicreler makula densadaki Na* konsantrasyonuna bagli

glomeriiler kan akisin1 kontrol eden tiibiiloglomeriiler geri bildirim mekanizmasina



katki saglar. Lacis hiicreleri, makula densada olusan bu sinyalleri intraglomeriiler
mezangial hiicrelere ileterek kilcal damarlarin kasilip gevsemesine sebep olabilir (21,

24).

JG hiicreler ise ayni bdolgedeki afferent arteriyoliin tunika medyasindaki
farklilagmis diiz kas hiicreleridir. JG hiicre sitoplazmasi membrana bagli matiir ve
immatiir renin salgilarini igerir. Arteriyol basincinin azalmasiyla afferent arteriyolde
baroreseptor ve JG hiicreler otonomik olarak uyarilir. Uyarilan JG hiicrelerden renin
salgilanir. Renin karacigerde tretilen anjiotensinojeni anjiotensin I’e dondistiiriir.
Anjiotensin |, akcigerden salinan anjiotensin donistiiriicii enzim (ACE) tarafindan
anjiotensin 1I’ye donistiiriiliir.  Anjiotensin II ise adrenal korteks tarafindan
aldosteron salimmini uyararak, periferik kan damarlarini daraltarak ve Na*
iyonlarinin distal tiibiilden yeniden emilimini saglayarak ii¢ sekilde kan basincini
artirir. Aldosteron da, distal kivrintili tiibiillerde Na® ve suyun geri emilimiyle kan
basincinin artirtlmasina yardimci olur. Boylelikle JG aparat, renin-anjiotensin-
aldosteron sistemini aktive ederek kan basmcinin ve sivi elektrolit dengesinin

diizenlenmesini saglar (23, 24, 27).
v) Proksimal Tiibiil

Nefronun en uzun pargasi olan proksimal tiibiil; kortekste kivrintili iken
medullaya indikge diizlesir. Malpighi cisimciginin paryetal yapraginin tek katli yassi
epiteli, proksimal kivrintili tiibiilde tek katli kiibik epitele doniiserek devam eder.
Proksimal tiibiiliin epiteli, tek katli kiibik epitelden olugsa da algak silindirik epitel de
icerebilir. Epitel hiicresi bazal plazma zarinin katlanmasiyla olusan sitoplazmik
katlantilar ve buralara yerlesen ¢ok sayidaki mitokondri, 151k mikroskobunda bazal
cizgilenmeler olarak goriiliir. Cok sayida mitokondri igeren tiibiil epitelinin; yogun
eozinofilik oldugu goriiliir. Apikal hiicre zarinda ise plazma zarmin yiizey alanini 20
kat artiran cok sayida mikrovillusa sahip firgamsi kenar bulunur. Firgcams: kenar,
glomeriiler filtratta siiziilen temel malzemelerin emilinde 6nem arz eder. Lateral
hiicre membranlar1 arasinda siki baglantilar (zonula okludensler) bulunur. Plazma
membranlarinin i¢ ice girmesi nedeniyle lateral hiicre sinirlar1 belirgin degildir (27,

28).



Proksimal tiibiil, glomeriiler ultrafiltratin %60’tan fazlasini geri emer. Geri
emilim iyon pompalari, iyon kanallari, tasiyicilar, enzimler gibi hem aktif hem de
pasif tasima yoluyla gergeklesir. Su ve suda ¢6ziinen bazi maddeler ozmotik
gradiyent yoluyla hiicreler arasi geg¢is yapar. Bir transmembran proteini olan
aquaporin (AQP) 1 de hiicre membraninda su kanali olarak gorev yapmaktadir.
Firgamsi kenar ve bazolateral katlantilarin ikisi de bir¢ok tipte transmembran protein
igerir. Proksimal tiibiil mikrovilluslarinda Adenozin trifosfatazlar (ATPazlar),
peptidazlar ve yiiksek konsantrasyonda disakkarit igeren glikokaliks bulunur. Bu
sebeple firgamsi kenarlar PAS boyama yontemi ile yogun boyanirlar. Aminoasit ve
glukoz geri emilimi, aktif Na* transportuna baghdir. Proteinler ve biiylik peptitler ise

endozomlar yardimi ile endositoza ugrar (20, 22, 27-29).
vi) Henle Kulbu

Henle kulbu “U" seklinde, olup tek katli kiibik epitelden olusan inen kalin kol
(proksimal diiz tiibiil), tek katli yass1 epitele doniiserek devam eden ince inen kol,
ince cikan kol ve kortekse dogru yiikselerek tek katl kiibik epitele doniisen ¢ikan
kalin koldan (distal diiz tiibiil) meydana gelir (22, 28).

Nefronlarin biiyiik kismini olusturan kortikal nefronlar, korteksin periferinde
kisa Henle kulbuna sahipken; daha az sayida olup kortikomediiller bileskeye yakin
bulunan jukstamediiller nefronlar ise uzun Henle kulbuna sahiptir (20). Inen ince kol,
yiiksek su gegirgenligine sahip olup daha az miktarda sodyum kloriir (NaCl) ve iire
gibi ¢Oziinmiis maddeleri medullaya gegirir. Cikan ince kol ise yiiksek NaCl
gecirgenligine sahiptir (19). Boylece medullar hipertonisite saglanmig olur (30).
Cikan kalin kol epitel hiicreleri ise tiromodilin (Tamm-Horsfall proteini) salgilayarak

tiriner konsantrasyonu etkiler (19).
vii) Distal Tiibiil

Henlenin ¢ikan kalin kolu kivrintili distal tiibiil ile devam eder. Distal tiibiil,
proksimal tiibiile gore daha kisa olup tiibiilleri ¢ok daha genis liimenli ve daha az
eozinofiliktir. Tiibiil epiteli, basit kiiboidal epiteldir ve ¢ekirdekleri apikal bolgelerde
liimene dogru cikinti yapabilir (22). JG aparatin bir parcasi olan makula densa

hiicreleri ise diger distal tiibil hiicrelerine gore daha prizmatik olup siki



diizenlenmistir (23). Distal tiibiilde, adrenal korteksten salgilanan aldosteron
vasitasiyla Na* iyonlar1 tiibiiler sividan yeniden emilirken H* veya K* iyonu

salgilanir (24).
viii) Toplayic1 Tiibiiller

Baglayici tiibiiller olarak baslayan toplayici tiibiiller, distal kivrintili tiibilii
toplama kanalina birlestirir. Toplayici tiibiiller tek katli kiibik epitelden olusur.
Medullada bu kanallar birleserek daha genis cap kazanir. Epitel hiicrelerinin ¢api
artarak prizmatik hiicrelere dontisiir. Bobrek piramidinin apeksine yaklastikea,
mediiller toplayici tiibiiller birleserek tek bir papiller kanali (Bellini kanali) olusturur
(23, 24).

Toplayict kanallar, agik (esas) ve koyu (interkale) olmak tizere iki tip
hiicreden olusan epitelle doselidir. Esas hiicrelerde, Antidiiiretik Hormon (ADH)
tarafindan kontrol edilen ¢ok sayida AQP 2 bulunur. Bdylece suyun, ihtiyac halinde,
toplayict kanallardan hizlica intertisyuma ve ardindan vaza rekta ile kana gegisi
saglanir. Interkale hiicreler ise daha az sayida olup, tiibiillerden H* ve HCOs~

salgilayarak idrarin alkali ya da asidik olmasini saglar (19).

2.1.3.Bobrek Embriyolojisi

Urogenital yapilar; embriyonik dénemin gastrulasyon asamasinda paraksiyal
ve lateral mezoderm arasinda bulunan ara (intermediate) mezodermden gelisir (29).
Ara mezoderm; dorsal aortanin iki yaninda dorsal viicut duvar1 boyunca mezodermal
iirogenital kabartiy1 olusturur. Urogenital kabartinin lateralinde iiriner sistemin
gelisecegi kisim nefrojenik kordon veya kabart;; medialinde genital sistemin

gelisecegi kisim gonadal kabart1 goriiliir (27, 31).

Uriner sistem genital sistemden daha erken gelismeye baslar. Intrauterin
donem boyunca pronefroz, mezonefroz ve metanefrozlar olarak adlandirilan {i¢ farkli
bobrek sistemi birbiri ardi1 sira kranialden kaudele dogru gelisir (27). Insanlarda

islevsel olmayan pronefrozlar; dordiinci  haftanin  baslarinda embriyonun
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servikalinde ve 7-10 adet solid hiicre kiimesi seklinde ortaya ¢ikar, kor bosaltim

yapilarini (nefrotom) olusturur ve dordiincii haftanin sonunda kaybolurlar. (27, 29).

Nefrotomlar kloakaya dogru gelisirken bir ¢ift primer nefrik kanala
baglanirlar. Kemik morfogenetik protein (BMP) diizeyinin azalmasiyla Paired box
gen (Pax)-2 ve Pax-8 ekspresyonu artar ve ara mezoderm ozellesir. Ara mezodermin
Lim-1’1 indiiklemesiyle mezenkimal hiicreler primer nefrik kanallarda toplanmaya
baslar. Primer nefrik kanallar inferior olarak uzadikca ara mezodermal hiicreler Pax-2

ekspresyonu ile epitelyal tiibiillere dontsiir. (29, 32).

Mezonefrozlar; pronefrozlarin gerilemesiyle pronefrozlarin kaudalinde {ist
torasik ve iist lomber segmentlerin ara mezoderminden gelisir ve kalic1 bobrekler
olusana kadar embriyoda fonksiyon goriirler. ilk mezonefrik tiibiil yapilar 4. hafta
civarinda belirir. Tibiiller hizla uzayarak kivrilir ve medialde, yumak halindeki
kapillerden olusan glomeriilii sararak Bowman kapsiiliinii meydana getirir (27, 29).
Bowman kapsiiliiniin glomeriili sarmasiyla renal korpuskiil olusur. Renal
korpuskiilleri olusturan her bir mezonefrik tiibiiliin lateral ucu embriyo karin arka
duvart iki yaninda uzanan mezonefrik kanallara (Wolf kanali); onlar da kaudalde
kloakaya agilir. Bu arada mezonefrik tiibiiller bir yandan kaudale dogru gelisimlerine
devam ederken diger yandan kranialden baslayarak dejenere olurlar ve ikinci ayin
sonunda mezonefrik kanal ve kaudalde kalmis olan az sayidaki tiibiil; kadinlarda

gerilerken, erkeklerde basta testisin olmak {izere genital sistem olusumuna katilir (29,
33).

Metanefrozlar, diger bir deyisle kalic1 bobrekler, intrauterin besinci haftada
gelismeye baslar (27, 29). Metanefrozlarin gelisimi, metanefrik mezemkimden gelen
sinyallerin mezonefrik kanallardan bir ¢ift {ireter tomurcugunun olusumunu
indiiklemesiyle baslar (33, 34). Ureterik tomurcuk, mezonefrik kanalin kloakaya
yakin kisminda bulunan divertikiildiir. Ureter tomurcugu uzayarak metanefrik
mezenkim igerisine ilerler. Mezenkim hiicreleri iireter tomurcugu etrafinda

metanefrojenik blastemi olusturur.

Mezenkimal dokudan eksprese edilen Wilms tiimor stipressor 1 (WT1) tireter
tomurcuguna cevap verebilmesi i¢in metanefrik blastemi hazir hale getirir ve ilave

olarak treterik tomurcugun uyarilip gelismesinde rol alan glial cell derived
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neurotrophic factor (GDNF) ve hepatosit growth factor (HGF) yapimini da organize
eder. Ureter tomurcugu epiteli de hem kendi gelisiminde ve dallanmasinda rol
oynayan hem de mezenkim ve epitel arasindaki sinyal etkilesimini saglayacak olan
HGF i¢in mesenchymal epithelial transition (MET) geni reseptorii, GDNF igin
rearranged during Transfection (RET) reseptorlerini olusturur. Ureter tomurcuklar:
tarafindan mezenkimal doku fibroblast growth factor 2 (FGF2) ve kemik morfojenik
proteini 7 (BMP7) vasitasiyla uyarilir ve metanefrik mezenkimde proliferasyon

artarken apoptoz baskilanir (29).

Metanefrik mezenkim igine dalmis olan iireter tomurcugunun dallanip
uzamastyla; ireter, renal pelvis, kaliks major, kaliks mindr ve toplayict tiibiiller
gelisir. Dallanan her bir toplayici tiibiiliin son kismi ile etrafindaki metanefrik
blastem hiicreleri arasindaki etkilesimler sonucu uyarilan metanefrik mezenkim
hiicreleri gruplasarak kiiciik vezikiiler yapilar (metanefrik vezikiil) olustururlar.
Sonra bu vezikiiller, tiibiiler yap1 (metanefrik tiibiil) kazanirlar. Metanefrik tiibiillerin
proksimalinden Bowman kapsiilii, proksimal renal tiibiiller ve Henle’ nin inen kulbu;
distalinden Henle’nin ¢ikan kulbu ve distal renal tiibiiller gelisir (27, 33). Tibiillerin
proksimaline dogru kapillerin biiylimesiyle glomeriiller olusur ve Bowman kapsiili
glomertilleri yay seklinde sarar. Tiibiiller ve glomeriilden olusan bu bosaltim birimi
nefron olarak adlandirilir. Nefron olusurken mezenkimal dokuda gergeklesen
epitelyal doku doniisiim; metanefrik mezensimde Pax2 ve WNT4 (Wingless/int1-4)
tretimi artisini saglayan WNT9B (Wingless/int1-9B) ve WNT6 (Wingless/intl-
6)’nin ireter tomurcugu tarafindan eksprese edilmesiyle kontrol edilir. Pax2, tiibiil
olusumu i¢in mezenkimi yogunlastirirken; WNT4 ise yogunlasan mezenkimden

tiibiil olusumunu saglar.

Sonug olarak bobregin bosaltim birimleri metanefrik blastemden, toplayici
sistemi treterik tomurcuktan yani paraksiyal ve lateral mezoderm arasinda bulunan

ara (intermediate) mezodermden kdoken alir (27, 29, 32).

Primordiyal kalici bobrekler; olusumlart sirasinda pelvik  bdlgenin
derinlerinde ve sakrumun ventralinde bulunurlar. Bobrekler, karin ve pelvisin
genislemesiyle yukari ve laterale yer degistirir. Bu yer degisiminde, bobreklerin

kaudal kisimlarinin kraniale dogru biiyiimesi de etkilidir. Sonugta L4 seviyesinden
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T12-L1 seviyesine c¢ikar, laterale kayarak bobrekiistii bezleriyle birlesir ve 90°
medial hatta doniis yaparak hiluslarini anteromedial hatta yoneltmis olurlar (27, 32).

2.1.4. Mesane Anatomisi

Idrarin depolandig1 ici bos kasli bir organ olan mesane, kiigiik pelviste
symphysis pubicanin arkasinda yer alir. Erkeklerde onde prostat arkada rektum;

kadinlarda uterus ve vajina én komsulugunda bulunur.

Idrarin dolmasi ile genisleyebilen mesane kapasitesi ortalama 600-800 cc’dir.
Mesanenin dis duvarini olusturan diiz kas lifleri idrar bosaltimina yardimci olur.
Mesanenin i¢ yiizeyini olusturan mukoza, mesanenin dolum kapasitesine gore
degisen epitel yapisina sahiptir. Uretra ve iki iireterin arasinda kalan alana trigonum
ad1 verilir ve bu alan diiz bir yapiya sahiptir. Ureterler mesane arkasindan oblik
gecerek mesane igerisinde kisa bir mesafe kat ederler. Miksiyon sirasinda mesane
duvarlarinin kasilmasi tireterin distal uglarini1 kasarak sfinkter gorevi goriir. Boylece

idrarin mesaneden tiretere geri donmesi onlenir.

Mesane boynunda bulunan diiz kaslardan olusan sfinkter, otonom sinir
sistemi tarafindan inerve edilir. Alt taraftaki sfinkter ise irade dahilinde ¢alisan ¢izgili
kaslardan olusur. Sempatik sistem mesane duvarlarini gevsetirken sfinkterleri kasar.

Parasempatik sistem etkisi ile tam tersi etki gergeklesir (35, 36).

2.1.5. Mesane Histolojisi

Mesane; idrarin miksiyona kadar gegici olarak depolandig1 fibromuskiiler bir
organdir. Icte liimene komsu mukoza, ortada farkli yonlerde yerlesmis kalin diiz kas
tabakas1 iceren muskuler ve en dista yerine gore seroza veya adventisya
tabakalarindan olusan ii¢ kisimda incelenir. T. mukoza, mesane idrarla doldugunda
kaybolan ¢ok sayida mukozal kivrim igerir. Idrarla doldugunda epitel incelir; bunun
sebebi epitel hiicrelerinin sekil degistirme ve birbiri {izerinde kayma &6zelligine sahip
olmalaridir. Degisici epitel (iirotel) idrarda olusan ozmotik degisikliklere ve toksik

maddelere karst koruyucudur. Bu koruyucu etkide, iirotelin liimene en yakin
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hiicreleri olan bir ya da ¢ok c¢ekirdekli yapidaki semsiye hiicreleri de etkilidir.
Urotelin hemen altinda lamina propria olarak tanimlanan kan damarlari ve sinir lifleri

iceren subepitelyal bag doku bulunur (37).

Mesane kas tabakasi; icte longitudinal, ortada sirkiiler, dista longitudinal
olmak tiizere 3 kathidir. Mesanenin bosaltilmasinda etkili oldugu i¢in detriisor kas
olarak da adlandirilir. Trigonum alaninda tunika muskularis tiretranin i¢ sfinkterini
olusturur. Diiz kas demetleri arasinda ¢ok sayida kan damari, otonom sinirler ve

gangliyonlar bulunur.

Mesanenin iist ve yan ylizeylerindeki en dis seroza tabakasi visseral
peritonken, geri kalan bolgelerde (retroperitoneal kisimda) sadece bag dokusundan
ibaret olan adventisyadir (21, 22, 24, 36, 38) (Resim 1).

Resim 1: Mesanenin histolojik yapisi. Kontrol grubuna ait kesitte tunika mukoza
(degisici epitel, lamina propria), tunika muskularis, tunika seroza gosterilmektedir
(H&E X 100).

2.1.6. Mesane Embriyolojisi

Embriyonal gelisimin 4. haftasinda ilkel son bagirsagin genislemis son
boliimi olan kloaka; tirorektal septum tarafindan primitif anal kanal ve iirogenital

siniise ayrilir (39). Urogenital siniis 3 kisimda incelenir. Mesanenin biiyiik kismim
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olusturan {irogenital siniisiin vezikal kismi, allantois ile baglantilidir. Urogenital
siniisiin pelvik parcasindan erkekte, mesane boynundaki iiretra ve {iretranin prostatik
kismu gelisirken; kadinda, mesane boynu altinda tiretranin tamami olusur (40). Son
olarak fallik kisimda klitoris ve penisi olusturan genital tiiberkiile dogru bliyiliyerek
gelisir. Mesanenin biiyiik kismi iirogenital siniisiin vesikal pargasindan kdken alirken,
tireterlerin agildigr trigon olarak adlandirilan bdlge mezonefrik kanallarin kaudal
ucundan koken alir. Mesane epitelinin tamami {irogenital siniisiin vezikal par¢asinin
endoderminden gelismektedir. Mesane duvarinin diger tabakalari ise komsu

splanknik mezenkimden gelisir (27).

Urogenital siniisiin vezikal pargasi ile baglh olan allantois, oblitere olarak
urakus adi verilen fibr6z kordon haline dontsiir (27,29). Urakus, mesane apeksinden
gbbege kadar uzanir ve yetiskinlerde ise median umblikal ligamente doniisiir. Median
umbilikal ligament, yetiskinlerde mesane apeksi ile karin duvarinin posterior yiizii
arasinda uzanir. Bobreklerin yiikselisi sirasinda iireterlerin acilma yeri superior ve
laterale kayar. Yenidoganda ve cocuklarda mesane abdomen ig¢inde yerlesiktir;
ortalama 6 yas civarinda pelvis majore iner, ergenlikte ise artik pelvis minérdedir.
(27).

2.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, oksidan iiretim hizi ile yikim hizi arasindaki dengenin
bozulmasiyla ortaya ¢ikan bir durumdur. Oksidan molekiiller olan reaktif oksijen
tirleri (ROS), hiicredeki antioksidan mekanizmalarla dengelenemeyecek seviyede

arttiklar1 zaman hiicrede hasara yol agabilir (41).

Insan gibi aerobik organizmalar, enerjilerini organik substratlarm molekiiler
oksijen (O2) ile oksidasyonundan iiretirler (42). Bu nedenle de fizyolojik olarak tiim
hiicrelerde solunum ve metabolik olaylar sirasinda hidrojen peroksit (H205),
hidroksil radikali (OH), singlet oksijen (*O2) ve siiperoksit (O2) gibi kararsiz
molekiiller olan reaktif oksidanlar yani ROS iiretilir (43). Bu kararsiz molekiiller,
cesitli reaksiyonlarla bir tiirden digerine déniisiirler. Ilk reaksiyon O, olusturmak igin
O2’ye bir elektron transferidir. O2™ olusumu, serbest bir elektronun molekiiler Oz2‘ye
transferi yoluyla i¢ mitokondriyal zarda bulunan elektron tagima zinciri (ETZ)’nin

belirli bolgelerinde gergeklesir. ETZ kompleks 1 ve kompleks 3’te Oz “in gogunlugu
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tiretilir. Ardindan O2", mitokondriyal siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan H20: ‘ye
cevrilir. Peroksidazlar da H20;’yi hipokloréz asit (HOCI) ve 1O,‘ye doniistiiren
reaksiyonu katalize ederler. O2 ' nitrik oksit (NO) ile reaksiyona girdiginde ise
oldukga reaktif bir tirlin olan peroksinitrit (ONOO) olusur. Haber-Weiss reaksiyonu
ile, Oz ve H202’den demir iyonu katalizorii kullanarak hidroksil radikalleri tiretilir
(41, 44) (Sekil 3).

HOCI > 10,
A )
myelo-
ONOO peroxidase
“ >
2 e O_ 9 cl; Fe?” Fe3* ~H
' \ \ 7 € ;
20, > 20 ——— H0, ———>O0H = H0
acidicpH, SOD
GSH catalase
A,
GSSG
Glutathione
peroxidase H,0+ O,

2H,0

Sekil 3: ROS tiirler aras1 gecis dizisi (41)

ROS; protein fosforilasyonlari, iyon kanallari ve transkripsiyon faktorlerinin
diizenlenmesi gibi normal fizyolojik olaylarda goérev alir. Hiicresel diizeydeki
etkileriyle biiyiimeyi, apoptozu ve hiicresel sinyalizasyonu diizenlerken; sistemsel

diizeydeki etkileriyle de kan basincini, biligsel islevleri ve bagisiklig diizenler.

ROS’un miktari, normal sartlarda dogal antioksidan mekanizmalarla
dengelenir ancak bu dengeyi siirdirmek her zaman miimkiin olmayabilir (41).
Bozulan denge ROS artisina ve bu da oksidatif strese neden olur. Fizyolojik olarak
patojen mikroorganizmalara karsi savunma ve hiicresel sinyalizasyon gibi olaylarda
rol alan ROS; kontrolsiiz arttiginda hiicre i¢i proteinler, membran lipitleri ve niikleik
asitlerle kolaylikla reaksiyona girerek geri doniisii olmayan hasara yol agabilir (43).
Boylece olusan oksidatif stres, tlim organ sistemlerini etkileyen genel yaslanma
stireci ve hiicre olimi ile iliskilidir. Ayrica ateroskleroz, hipertansiyon, kanser ve

Alzheimer hastaligi gibi birgok hastaligin olusumunda da rol oynar (41).
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Artmis ROS, hiicre i¢i lipid ve proteinlerin ¢ift bag iceren gruplarina ve DNA
bazlarinin ¢ift baglarma saldirip bir hidrojen atomu kopararak oksidasyon
reaksiyonlarini baslatir. Doymamis yag asitlerinin yapisindan bir hidrojen atomunun
ayrilmasiyla olusan lipit radikalinin oksijen ile reaksiyona girmesiyle lipit peroksi
radikali olusur. Zincir reaksiyonlarla olusan lipit hidroksi peroksitler, demir ve bakir
iyonlarmin da Katkilartyla lipit peroksidasyonuna ivme kazandirir. Malondialdehit
(MDA), lipit peroksidasyonu ile dokularda olusan oksidatif hasarin olgiimiinde
kullanilan belirteglerden biridir (45, 46).

HOCI veya hipotiyosiyanit gibi reaktif oksidanlar1 iireten miyeloperoksidaz
(MPO); birgok inflamatuar olay ve kardiyovaskiiler hastalikla iligkilendirilen ve
notrofiller tarafindan biiylik miktarlarda tiretilen bir hem proteinidir. Nétrofillerin
azurofilik veya birincil graniillerinde depolanir, O2" ve H202 dahil olmak {izere bir
dizi reaktif oksidan iireten MPO, fagozomlar ic¢ine alinan mikroorganizmalar
oldiiriir. MPO, hem fagolizozomal bélmeye hem de dis ortama salinir. Memeli
peroksidazlar1 arasinda H202’yi kullanarak kloriirii (Cl), HOCI’ye oksitlemesi MPO
i¢in ayirt edicidir. HOCI” de enzimleri inaktive ederek, proteinlere ¢apraz baglanarak,
aminoasitleri okside ederek ve lipitleri klorlayarak noétrofillerin neden oldugu doku
hasarina katkida bulunur. Ek olarak aromatik bilesikleri hidroksile eder, ¢ok sayida
fenolii ve anilinleri serbest radikallere okside eder ve oksidatif oldiiriicii etkisi
yiiksektir. Bu toksik etkileri ile reperfiizyon hasari, romatoid artrit, astim, inflamatuar
bagirsak hastalig1 gibi patolojilerde notrofil aracili hasara sebep olur. Hiicrelerin
HOCI’ye bagh hiicre oliimii, hiicrenin tipine, zamana ve doza bagh sekilde farkl
yollarla olur. MPO-H202-Cl sistemi oksidan aracili antimikrobiyal savunmada
oldugu gibi bobregin dejeneratif ve immiinolojik hastaliklarinin ilerlemesinde de rol
oynar (47- 49). Inflamatuar hasarda rol alan molekiillerden tiimér nekroz faktor alfa
(TNF-0) ise bagisiklik ve inflamatuar yaniti regiile eden, hiicre apoptozunu ve
programli hiicre 6liimiinii baslatabilen, lenfosit ve makrofajlardan salinan bir sinyal
molekiiliidiir (50). TNF-a biyolojik aktivasyonu igin tiimor nekroz faktor reseptorii
(TNFR) 1 ve TNFR 2 olmak iizere iki tip reseptore baglanir. TNFR 1 cesitli
hiicrelerde eksprese edilerek inflamatuar yaniti artirirken, TNFR 2 immiin
hiicrelerden ve endotelyal hiicrelerden eksprese edilerek hiicrelerin ¢ogalmasini ve

hayatta kalmasimi saglar (51). ROS artisiyla Niikleer faktor kappa B (NF-«xB)
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aktivasyonu gergeklesir. TNF-o basta olmak iizere inflamatuar hiicre ekspresyonu

artar ve inflamatuar hiicreler dokularda birikmeye baslar. (52,53).

Bobrek hasarinda iiremik toksinler; nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
hidrojen (NADPH) oksidaz1 aktive ederek ROS artisina sebep olur. Ek olarak tiremik
toksinlerin lipopolisakkaritler ile wuyarilan makrofajlarda ROS iretimini ve
inflamatuar yanit1 artirdigi gériilmiistiir (54, 55). ROS, bobreklerde glomeriiler bazal
membran gegirgenligini dogrudan etkileyebilecegi gibi glomeriiler filtrasyonu da
degistirebilir. ROS iiretimi ile olusan oksidatif stres; endotelde, tiibiil epitel
hiicrelerinde, podositlerde, mezangial hiicrelerde otofaji ve apoptozu indiiklerken,
profibrotik yollarin aktivasyonu ile glomeriiloskleroz olusumunu tesvik eder. (56,
57). Yiiksek ROS diizeyi mesane epitelinde de oksidatif dengeyi bozar. Lipitler,

proteinler ve DNA’da hasara neden olarak hiicre 6liimiine sebep olur (58).
i) Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Antioksidanlar, eslenmemis elektrona sahip serbest radikallerin sebep oldugu
hasarlardan hiicreleri koruyabilen maddelerdir. Organizmaya disaridan alinan
(eksojen) ya da organizmanin kendisine ait olan (endojen) antioksidanlar mevcuttur.
Endojen antioksidanlar da enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak
simiflandirilabilirler. Enzimatik antioksidanlar; SOD, katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPX) ve glutatyon rediiktaz (GRX)’dir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar da lipoik asit, glutatyon (GSH), L-arginin, iirik asit ve billirubin gibi
metabolik antioksidanlardir. Organizmaya disaridan alinan eksojen antioksidanlar
ise; genellikle besin kaynakli olup giinliik diyet ile alinan; vitamin E, vitamin C,

karotenoidler ve eser elementleri (Se, Cu, Zn, Mn) gibi yapilar1 igerir (54, 59).

SOD enzimi, Manganez SOD (Mn-SOD) ve Bakir-¢inko SOD (Cu-Zn-SOD)
olarak yap1 ve kofaktorler bakimindan farklilik gosteren enzimatik protein ailesidir.
Oz radikalleri; SOD aktivitesi ile kendiliginden H20.’ye doniisiir. SOD enzimi
inflamasyonu; ROS bilesiklerini ortadan kaldirarak, T hiicresi, makrofajlar, dogal
Oldiirticii (NK) hiicreleri gibi immiin hiicreleri modiile ederek ve hiicre sinyal
kaskadlarimi Toll benzeri reseptor (TLR), NF-xB, Janus kinaz-sinyal doniistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatorii (JAK-STAT) nii diizenleyerek onler (60). CAT enzimi, bir

onceki reaksiyonun son iirlinii olan H2O2’yi uzaklastirir. H2O2’yi su ve oksijene
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indirgeyerek hiicreleri oksidatif hasara karst korur. H202, MPO iligkili oksidan
madde iiretiminde de rol aldig1 igin CAT aktivasyonu ile MPO’nun substrati azalmis
olur (61). CAT; hidrojen peroksidin hasar verici 6zelliginden hiicreleri korurken,
hiicrelerde oksidatif strese karsi tolerans kazanma ve hiicrelerde adaptif etki
olusturmada fayda saglar. CAT, her alt birimde ferriprotoporfirin i¢eren tetramerik
yapiya sahip bir enzimdir. Hayvanlarda H202; CAT ve GPX tarafindan detoksifiye
edilir (54, 62). Memeli dokularinda peroksizomlarda yogun bir sekilde bulunan CAT
aktivitesi, karaciger ve eritrositlerde en yiiksek, bobrek ve yag dokusunda da nispeten
yiiksektir (63, 64) (Tablo 1).

Tablo 1: Enzimatik savunma sistemleri (45)

ENZIMATIK SAVUNMA SISTEMLERI

soo
Siiperoksid 20y m C 22
dismutaz H 0,
Katalaz 2H,0; ——— 2H,0 + O
Katalaz

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon GSH + HSG A GSSG

peroksidaz 2H,0, 2H,0

Glutatyon

rediiktaz NADPH + H + GSSG » NADP + 2GSH

Glutatyon rediiktaz

GPX, her dort 6zdes biriminde enzimatik aktivite i¢in gerekli selenyum igceren
peroksidaz grubu enzimdir. GSH, siklikla rediikte formda bulunur. GPX, GSH
kullanarak hidroksi peroksitlerin indirgenmesini katalize eder ve hiicreleri oksidatif
hasara karsi korur. GSH metabolizmast en Onemli antioksidan savunma

mekanizmalarindan biridir. Memelilerde her dokuda farkli seviyelerde olan bes GPX
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izoenzimi vardir. GPX1 izoenzimi; eritrosit, bobrek ve karacigerde goriiliirken
GPX4; bobrek epitel hiicreleri ve testiste agirlikli olarak bulunur. Glutatyon E ve C
vitamini gibi eksojen antioksidanlari indirgenmis halde tutabilir, C vitaminini

yeniden tiretebilir (54, 62).

2.3. Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarda, mitozla ¢ogalan hiicre miktari ile viicutta hasarli
ya da gereksiz oldugu igin uzaklastirilan hiicre miktar1 denge halinde tutulmaya
caligilir. Bu hasarli veya gereksiz hiicrelerin uzaklastirilmasinda, hiicrelerin kendi
yikimini programladigi bir 6liim formu olan apoptoz da gorev alir. Apoptoz; protein
sentezi, spesifik hiicresel sinyaller, proteinler gerektiren ve hiicrenin kendini
kontrollii bir sekilde yok ettigi hiicre dliimidiir (65). Apoptoz kelimesi sonbaharda
yapraklarin diismesini tanimlamak i¢in kullanilan Yunanca “ayr1” anlamina gelen
“apo” ve “diismiis” anlamina gelen “ptosis” kelimelerinden tiiretilmistir. Apoptoz
terimi ilk olarak 1972’de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan hiicrelerin fizyolojik

oliimiini tanimlamak i¢in kullanilmistir (65, 66).

Apoptoz; embriyogenez, normal doku dongiisii, immiin gelisim/savunma ve
timor olusumuna kars1 korunmada ¢ok 6nemli rol oynar (65). Hayvanlarda; mitozun
diizenlendigi ve mitoz sirasinda hiicresel anormalliklerin tespiti ile programlanmis
hiicre 6liimiiniin baslatildig1 mekanizmalar ¢ok sayida diizenleyici gen mevcuttur. Bu
diizenleyici genlerin bazilari mitozu uyarirken, digerleri mitozu inhibe eder ya da
apoptozu baglatir. Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, kanser gibi 6liimciil hastaliklarin
gelisimine; asirt hiicre 6limii ise Alzheimer, Parkinson veya romatoid artrit gibi
hastaliklara neden olabilir. Apoptoz; iste bu asir1 hiicre gogalmasi ve hiicre 6limii

arasindaki dengeyi saglayan 6nemli bir kontrol mekanizmasidir (66).

Apoptoza giden hiicrede baslangigta hiicre hacminde azalma veya biiziilme,
piknotik ¢ekirdek olusumu ve niikleer zar boyunca kromatinin yogunlasmasi goriiliir.
Ardindan karyoreksis (¢ekirdek parcalanmasi), hiicre yiizeyinde vezikiiller,
kabarciklar ve sonunda zarla gevrili kiiciik hiicresel fragmanlar yani apoptotik

cisimlerin olusumu izlenir. (65, 67).

Apoptoz, kaspazlar  olarak  bilinen  sistein-aspartik  proteazlarin

aktiflestirilmesiyle baglar. Hiicre hasarlandiginda, inaktif prokaspazlar aktifleserek
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aktif kaspazlar: olusturur. Ilk aktive olan baslatic1 kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9 ve 10),

cellat kaspazlari (kaspaz 3, 6 ve 7) aktive ederek hiicreyi 6liim yoluna sokarlar (66,
68).

Apoptozun intrinsik yolu, mitokondriden salinan faktorlere baghdir. Hipoksi,
radyasyon ve toksik ajanlara maruz kalma gibi etkenler apoptozu baslatabilir. Ilave
olarak saglikli hiicrede antiapoptotik bcl 2 aile iiyelerince inhibe edilen puma, noxa
ve bax (Bcl-2 iligkili X protein) gibi hiicre i¢i proapoptotik molekiiller de biiyiime
faktorleri, hormonlari ve sitokinlerin yoklugunda aktif hale gelerek apoptozu
baslatabilir. Sonug¢ olarak mitokondriden sitokrom C’nin salimmmi ve APAF-1
(Apoptotic protease activating factor) ile etkilesimiyle kaspaz 9 aktive edilir ve sonra
kaspaz 3’lin aktivasyonu saglanir. Ekstrinsik yol diger adiyla apoptozun o6lim
reseptor yolunda ise Olim reseptorleri; TNF-a ve Fas ligandi ile baglanarak
prokaspaz 8’i ve son olarak kaspaz 3’t aktive eder (66, 69, 70). Ekstrinsik ve
intrinsik yol aktivasyonu ile olusan kaspaz 3; poli-ADP riboz polimeraz (PARP),
gelsolin, B -catenin gibi hiicresel substratlarin pargalanmasina yol acar. Sonug olarak
cellat kaspazlarin aktivasyonu; DNA fragmantasyonu, niikleer proteinlerin ve hiicre
iskeletinin yok edilmesi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi, fagositik hiicreler igin

ligand ekspresyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu ile seyreden hiicre oliimiine
neden olur (66, 69).

2.4. Siklofosfamid
2.4.1. Genel Bilgiler

CP, kimyasal olarak (2-[bis(2-chloroethyl) amino] tetrahydro2//-1,3,2-
oxazophosphorine 2-oxide) tanimlanan bir nitrojen mustard tiirevidir (71). ilk olarak
1954’te  Friedman ve Seligman tarafindan karsinom tedavisinde etkinligi
gozlemlenmek icin kullanildi. CP’nin igerigindeki nitrojen atomuna bagli fosfat
varliginda nitrojen mustard pargasinin inaktif oldugu varsayiliyordu. Ozellikle
bagirsak ve mide karsinomalarinda fosfamidaz etkinligi yiliksek oldugundan, fosfat
baginin ayrilmasiyla CP’nin  timor igerisinde yiliksek etkinlik gosterecegi
diistiniiliyordu (72). Ardindan Almanya’da Asta-Werke Company’deki bilim
insanlart 1950’li yillarda bir dizi fosforile nitrojen hardali sentezlediler. Preklinik

testlerde en yiiksek terapotik indekse CP’nin sahip oldugu bildirildi. Calismalarda
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CP’nin bir¢ok malignitede etkili oldugu kanitlandi ve hastalar tarafindan da iyi tolere
edildigi fark edildi. Diger alkilleyici ajanlara gore daha az gastrointestinal ve
hematolojik toksisite olusturmasi ve immiinsiipresif 6zellikleri nedeniyle yaygin
olarak kullanilmaya baslandi (73, 74).

2.4.2. Emilim, Metabolizma, Atilim

CP, suda veya alkolde ¢oziinebilen bir monohidrat yapisinda olup, ticari
olarak da tablet formunda ya da intravenéz ve oral uygulama igin ¢6ziinebilen toz
halinde saklanan bir bilesiktir. Uygulama yolu ve dozu, kullanim gerekgesine goére
degismektedir. Immiinosiipresif etki i¢in veya bazi malignitelerin tedavisinde 100-
200 mg dozlarda oral verilebilir. intravendz olarak daha yiiksek dozlarda kullanimi
tercin edilir. ilag, absorbsiyonu sonrasinda karacigerde ilk geciste metabolize
edilerek aktiflestirili. CP’nin aktive olmasiyla etkisi sistemik hale gelir ve
biyoyararlanimi da %100’e yakindir. CP’nin yaklasik %20’ si proteine baglidir ve bu
oran doza bagh degisiklik gostermez. Metabolitleri proteine daha yiiksek oranda
baglanir fakat oran olarak %67’yi ge¢mez (74). ilacin metabolizasyonu agirlikl
olarak karacigerde gergeklesse de eritrositler ve tiimor hiicrelerinde de

gergeklesebilir.

CP’nin karacigerde sitokrom P450 tarafindan aktive edilmesiyle, 4. karbon
atomu hidroksile edilerek 4-hidroksisiklofosfamid (4-OHCP) olusur (75). CP, hepatik
olmayan enzimler tarafindan hidroksile edilerek ve aldehit dehidrogenaz tarafindan
oksidasyona ugratilarak aldofosfamid, ketosiklofosfamid ve karboksifosfamid gibi
inaktif metabolitler olusturur. Aldehit dehidrogenazlar neoplastik hiicrelerde ve
bircok dokuda bulunur. Aldofosfamid, 4-OHCP ile denge halinde iken spontan 3
eliminasyonu ile fosforamid hardali ve akroleini serbest birakir. Akrolein,
konjugasyon yoluyla hiicresel GSH’1 tiiketerek CP kaynakli hiicre hasarina sebep
olabilir.  3-hidroksipropilmerkaptiirik asit olarak idrarla atilir. GSH; reaktif
elektrofilleri detokslayarak hiicreleri 4-OHCP’e karsi korur. Aksi taktirde akrolein
DNA ve proteinlere kovalent baglanarak DNA zincirleri aras1 ya da DNA-protein
aras1 capraz baglanmalara sebep olur. Ayrica akrolein; DNA ve RNA sentezinde,
hiicre zar1 biitiinliigli ve metabolizmasinda goérevli 6nemli proteinleri inaktive
edebilir. Akrolein’in CP uygulamasindan sonra CYP (sitokrom) enzim igerigini ve

aktivitesini azalttigi da gosterilmistir (74-76). Hem 4-OHCP hem de fosfaramid
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hardali in vivo ve in vitro sitotoksik iken 4-OHCP fizyolojik pH’ta alkilleyici
degildir. Bu sebeple fosforamid mustard; nihai alkilleyici metabolit olarak kabul
edilirken 4-OHCP ise; fosforamid mustardi alkilasyonun gerceklesecegi hiicrelere
tastyan molekiil olarak islev goriir. CP’nin yiiksek sitotoksite segiciligi ve 6zgulligii
4-OHCP’nin  fosforamid mustardi  uygun hedeflere  ulagtirmasindan
kaynaklanmaktadir (74,76) (Sekil 4).
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Sekil 4: CP metabolitleri (74)

Uygulanan CP dozunun yaklasik %20’den az1 degismeden idrarla atilirken,
%41 safra ile atilir. CP’nin yar1 6mrii 6-9 saat arasinda degisirken, klirens degeri
yaklasik olarak 1,8-5,5 L/sa/m?’dir. Tekrarlanan doz uygulamalarinda ilag¢ kendi
metabolizmasini indiikler ve metabolit olusumu artar, yarilanma émrii azalir ardindan
Klirens artar. Metabolizmanin oto indiiksiyonu, ila¢ uygulamasmdan 12 ila 24 saat

sonra ortaya ¢ikar, 3 hafta iginde tersine doner (75).
2.4.3. Tipta Kullanim Endikasyonlari

CP, kanser kemoterapisinde yaygimn kullanilan bir ajandir. Burkitt lenfoma,
multiple miyelom, over karsinomu gibi malignitelerde tek basina kullanilabilecegi
gibi; meme kanseri, 16semi, lenfoma, akciger kanseri gibi malignitelerde ise diger
ilaglarla kombinasyon halinde kullanilmaktadir. Wegener granulomatozu, sistemik
lupus eritematozis, nefrotik sendrom ya da organ ve ilik nakli gibi durumlarda

immiinosupresif olarak da kullanilmaktadir (77, 78).
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2.4.4. Yan Etkileri

Sik kullanilan bir kemoterapotik olan CP; hematopoetik sistem, gonadlar,
gastrointestinal sistem ve genitoiiriner sistem epiteli gibi hizla ¢ogalan dokular igin
oldukga toksiktir. CP’nin baslica doz smirlayici yan etkisi miyelosupresyondur.
Olusan 1okopeni ve graniilositopeni sonrasinda patojen bakteriler ve firsatgi
mikroorganizmalara duyarlilik artar. Trombositopenik etkisi sadece yiiksek dozlarda
goriiliir (76, 79). CP’nin diger yaygin yan etkileri ise mide bulantisi, kusma, alopesi,

immiinsiipresyon ve gonadal hasardir (76).

Urotoksisite, pulmoner ve kardiyak toksisite ise en sik goriilen organ spesifik
hasarlardandir. CP kaynakli hemorajik sistit insidansi ortalama %78 olarak
bildirilmistir ve tirotelyum hasarindan baslica CP’nin akrolein metaboliti sorumlu
tutulmaktadir. Akrolein, idrar ile atilirken trotelyum ile direkt temas halindedir.
Urotelyumun, idrar ile altta yatan hiicreler arasinda bariyer fonksiyonunun
bozulmasiyla toksinler mesane duvarina ilerleyerek harabiyete sebep olur. CP
kaynakli mesane hasarinda; klinik olarak siddetli sistit semptomlar1 mevcutken
histolojik olarak, inflamasyon ve hemorajinin baskin oldugu yogun epitel hasar
goriilir (80,81) (Tablo 2). Akrolein, ROS ve NO dretimini artirip, lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasari, nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD) ve ATP'nin tiikkenmesine sebep olarak mesanede nekrotik hiicre Gliimiine
sebep olmaktadir. CP kaynakli tirotoksisite; klinikte siklikla hemorajik sistit seklinde
ortaya ¢iksa da CP, bobrek ve tist idrar yollarinda da hasara neden olabilir. Akroleinin
renal hiicreleri alkilasyonu sonucunda akut bobrek yetmezligi kaynakli tiibiiler
disfonksiyonun yami sira glomeriiler filtrasyonda da azalma gdzlenir. Yapilan
calismalarda CP uygulama sonrasinda, bobrekte oksidatif stresin arttigini, SOD,
CAT, GPX ve GRX gibi ¢esitli antioksidan enzim aktivitelerinin ise azaldigini tespit
etmislerdir (55, 78, 82) llacin yiiksek ya da orta dozlarda kullanilmasiyla da
uygunsuz ADH sendromu ve hiponatremi gelisimi tespit edilen ¢aligmalar mevcuttur
(83).

CP kaynakli akciger hasar1 ise iirotoksisiteye kiyasla olduk¢a az goriiliir.
Intertisyel pndmoni ve pulmoner fibrozis CP kaynakli akciger hasari ile en iliskili
durumlardir. Yiiksek CP dozlarinda ise hepatik hasar ve kardiyak toksisite de

gortilebilir. CP’nin uzun doénem yan etkileri ise; reprodiiktif sistem hasari1 (azospermi,

24



ovaryan yetmezlik vb.), teratojenik ve onkojenik etkileridir. Bu toksik etkiler, tedavi
stiresi ve doza bagimlidir (76, 80) (Tablo 2).

Tablo 2: CP kaynakli mesane toksisitesi (80)

Klinik Belirtiler Histopatolojik degisiklikler
Gross hematiiri Eksantrik ¢ekirdek
Idrar yaparken tahris olma, yanma Hiperkromatik niikleus,

polimorfoniikleer I6kosit

Idrara sik ¢tkma Niikleer piknozis

Diziiri Vakuolizasyon

Sikisma Nekrotik sistit

Idrar kagirma Mukozada soyulma

Gece sik idrara ¢ikma Yogun eksuda kapli mukoza

2.5. Klorojenik Asit

Fenolik bilesikler, insanda oksidan ve antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengeyi koruyarak oksidatif stresle miicadelede Onemli rol oynayan yapilardir.
Fenolik bilesikler birden fazla hidroksil grup igeren aromatik halkaya sahiptirler ve
fenolik asitler, flavonoidler, kumarinler, tanninler olarak siniflandirilirlar. Fenolik
asitler benzoik asit ve sinnamik asitlerin tirevidir En yaygin bulunan
hidroksisinnamik asitler; kafeik asitler, kumarik ve ferrulik asitlerdir (84). Fenolik
bilesiklerin énemli bir sinifin1 hidroksisinamik asitlerin ana temsilcisi, kafeik asit ve

Kinik asidin esteri olan CGA olusturur.

CGA, eski terminolojiye gore “3-Kafeoilkinik asit (3-CQA)” terimi ilk kez
1846°da Payen tarafindan kullanildi.Yaklasik bir yiizyil sonra Fischer ve arkadaglari

1932’de CGA’nin yapisin1 tanimladi. Ardindan diger izomerleri pespese tanimlandi
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(85). Kahve, insan diyetinde onemli bir CGA kaynagidir. Farkli kahve ozleri
genellikle farkli CGA'lar igerir ve yesil kahve ¢ekirdekleri, en fazla CGA bulunduran
yenilebilir bitkilerdir (86). Diger CGA kaynaklar1 ise; elma, seftali, yaban mersini,
erik, enginar ve patlicandir (87) (Sekil 5).

HO

OH -
\ \\\\“\.

OH

H HO
OH

Chlorogenic acid

Sekil 5: CGA’nin kimyasal yapis1 (88)

Insan calismalar;, CGA’nin bir kismmnin mideden erkenden emildigini
gostermektedir. Geri kalan CGA, ileum ve jejunum hiicrelerini gegerek hepatik portal
dolagima girer ve karacigerde bir dizi enzimatik reaksiyona ugrar. Ek olarak bagirsak
mukoza hiicrelerinde ve limende bulunan enzimler tarafindan hidrolize edilebilir
veya siilfat ya da glukuronik asit ile konjuge edilerek elimine edilebilir. Ardindan
kolonda absorpsiyona ugrar (89).

Son yillarda klinik ve bilimsel g¢alismalar CGA’nin; lipid ve glukoz
metabolizmasinda etkili oldugunu, kardiyovaskiiler hastaliklarda, karaciger hasarinda
ve norotoksisite tedavisinde basarili sonuglar elde edildigini gostermistir. CGA veya
metabolitlerinin  kan-beyin bariyerini gegerek noroprotektif sonuglar iirettigi
bildirilmistir (Tablo 3). Mantarlar, bakteriyel toksinler, farmasdtikler, metaller,
pestisitler vb. gibi cesitli kimyasallarin neden oldugu toksisitelere kars1 da CGA'nin
koruyucu etkileri bulunmaktadir (88).

CGA, viicutta antioksidan aktivite basta olmak tizere antibakteriyal,
antienflamatuar ve antipiretik etkiye sahiptir (86, 90). CGA'nin antioksidan

aktivitesi, orto-dihidroksil veya 4-hidroksi-3-metoksil grubunun varligina
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baglanmistir. CGA’nin antioksidan etkisi ile radikal yakalama etkinligi iki
mekanizmada agiklanmaktadir. Birincisi serbest radikalin CGA’dan bir hidrojen
atomu ¢ikardig1 hidrojen atomu transfer reaksiyonu; ikincisi serbest bir radikalin
CGA’ya baglanarak ara {irlin tirettigi eklenti olusumudur (88). CGA, olusan oksidatif
stresi azaltmak icin antioksidan enzim diizeyini yukart regiile ederek ROS
aracihigiyla tiiretilen NF-xB ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
aktivasyonlarin1 baskilar. (91). Antienflamatuar etki olarak da Nitrik oksit sentaz
(iNOS), siklooksijenaz-2 (COX-2) enzim ve IL-6, IL-1B, TNF-a gibi proinflamatuar
sitokinlerin diizeyini azaltabilir (92).

CGA, hiicrelerin kaderini iki ayr1 mekanizma yoluyla etkiler. Oksidatif
stresten hasar gormiis hiicrelerde, antiapoptotik sinyal tiretimini desteklerken; kanser
hiicrelerinde apoptotik sinyal liretimini tetikler. Bir calismada apoptoz ve otofajinin
CP kaynakl1 hasar gérmiis bobrekte, Mikrotiibiil iligkili protein 1A/1B hafif zincir-3B
(MAP1LC3B), bax, p53 ve kaspaz 3 (CASP3) gibi sinyal ekspresyonlarin
baskilanmasi ile inhibe edildigi goriilmistir. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde
onemli rolii olan siklin D1 ekspresyonunun ise CGA tedavisi sonrasinda belirgin
sekilde arttign goriilmiistiir. Kronik myeloid 16semi (KML) hiicre hatlarinda ise
saglikli hiicrelerin tersine apoptotik sinyal yollarinin aktivasyonu ile ters
farmakolojik etki goriilmistiir (85,93-95). Yapilan diger calismalarda CGA’nin
antitimor etkisinde Nrf2/ARE (nuclear factor erythroid 2-related factor 2/antioxidant

response element) yolagini aktive edilmesinin de etkili oldugu gézlemlenmistir (96).

CGA bakterilerde antibakteriyel aktivitesini siklikla hiicre zarinin yapisini
bozarak gosterir. Bir baska antibakteriyal etkisi ise hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini
tilketerek bakteriyel hiicre i¢i 6énemli sinyal yollarim1 bozdugu ve bakteriyel hiicre

oliimiine yol agtig1 gézlemlenmistir (97).
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Tablo 3: CGA’nin etkileri (85)

Santral sinir sistemi

Inmeye kars1 koruyucu etki, antiamiloidojenik

etkiler, bilissel performansi gelistirici etki

Gastrointestinal

sistem

Pankreatik lipaz ve amilaz akvitesini inhibe eder,
insiilin sekresyonunu modifiye eder, karacigerden
glukoz c¢ikisini azaltir, karaciger trigliserit (TG)
seviyesini diisiiriir, bagirsaga glukoz alimini
azaltir, bagirsak bariyerini gelistirir, bagirsak

mikrobiyatasinit modifiye eder

Iskelet sistemi

Iskelet kasinda uyarilmis glukoz tasiimi ve

azalmis TG seviyesi

Kardiyovaskiiler

sistem

Hipertansiyon gelisimini engeller, miyokardiyal
fibroziste azalma, plazma TG ve kolesterol

seviyesinde azalma

Uriner sistem

Bobrek hasar1 olusturan oksidatif stres,
inflamasyon, apoptoz ve otofajiye karsi koruyucu
etki
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Etik Kurul Onayi ve Finansal Destek

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu onay1 alinarak baslandi (Tarih: 19/01/2021; Protokol No: 2021/61). Bu
calisma, KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: TTU-2022-10159).

3.2. Deney Hayvanlari, Gruplar ve Deneysel Calisma Plam

Arastirma i¢in agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen Spraque Dawley 1rk1 18
erkek sican kullamldi. Calisma grubunu olusturan siganlarin tamami KTU Tip
Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden saglandi. Siganlar 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik ortamda, sinirsiz beslenme sartlarinda muhafaza edildi.
Igme suyu olarak ¢esme suyu, beslenmesi igin standart sigan yemi (Bayramoglu Yem
ve Un Sanayi Tic. A.S., Erzurum, Tirkiye) verildi. Sicaklik 22+2°C, nem %50+5
olacak sekilde ayarlandi. Siganlar, ¢alisma siiresince standart Tip Ill kafeslerde
barindirildi (Resim 2). Siganlarin bakimi, deneyin biitiin uygulamalar1 ve si¢anlarin
sakrifikasyonu KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkez’inde yapilarak

siganlarin, ¢evresel stres ve uyum problemi yasamamasi amaglandi.

Deneyin ilk giinii 1. giin olarak kabul edildi ve bu ¢alismada uygulanan CP
(Endoxan, Baxter -Eczacibasi Ilag Pazarlama, Istanbul, Tiirkiye) ve CGA (C3878-1g,
Sigma-Aldrich, Co. Almanya) dozlari literatiire uygun olarak belirlendi (99,100).
Ortama ve birbirlerine alismalarini saglamak i¢in deneyden bir hafta 6nce siganlar

asagida belirtildigi iizere {i¢ gruba ayrildi ve her bir grup ayr kafeslere yerlestirildi.

1. Grup, Kontrol (K) grubu (n:6): Deneyin 1. giinlinden itibaren 7 giin boyunca
giinliik oral gavaj ile 2 cc phosphate buffered saline (PBS) (Oksoid Limited,
Ingiltere) ve 7. giin tek doz i.p. 2 cc serum fizyolojik (SF) uygulandh.

2. Grup, CP grubu (n:6): Deneyin 7. giiniinde 2 cc SF i¢inde 150 mg/kg tek doz i.p.
CP uygulandi.
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3. Grup, CP + CGA grubu (n:6): Deneyin 1. giinlinden itibaren 7 giin boyunca
giinliik oral gavaj ile 2 cc PBS i¢inde 100 mg/kg olacak sekilde CGA ve 7. giinde 2
cc SF i¢inde 150 mg/kg tek doz i.p. CP uygulandi (Resim 2).

Resim 2: Siganlara orogastrik gavaj ve intraperitoneal girisim uygulanmasi

Denekler, deneyin 1. giinii ve sakrifikasyonun gergeklestigi 8. giinde
sakrifikasyondan Once tartildi. Deney bitiminde siganlar, derin anestezi altindayken
(ketamin 90 mg/kg ip) dekapitasyon yoluyla sakrifiye edildi. Alinan kan ornekleri
biyokimyasal parametreler icin EDTA (etilen diamin tetra asetik asit)’li tiiplere
konuldu ve abdominal bdlge orta hattan agilarak sag bobrekleri ve mesaneleri
cikartilip ayr1 ayri tartildi (Resim 3). Alinan sag bobrek ve mesanenin birer yarilari
histopatolojik degerlendirme amaciyla her bir denek i¢in numaralanarak hazirlanmig
cam kavanozlardaki %10’luk formalin soliisyonuna tespit i¢in alindi. Sag bobregin
ve mesanenin diger yarilari ise biyokimyasal degerlendirmeler i¢in SF ile yikanarak

eppendorf tiiplerine alinip derin dondurucuda -80°C’de saklandi.
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Resim 3: Deneklere ait bobrek ve mesane dokulariin ¢ikarilmasi

3.3. Histolojik Islemler

3.3.1. Formalin Soliisyonunun Hazirlamsi

Deneyden bir giin 6nce her bir denek i¢in numarali cam kavanozlara %10’luk
formalin soliisyonu hazirlanarak konuldu. Gerekli olan %10’luk formalin
hazirlanirken her 100 mililitre (ml) i¢in 6l¢li kabina 10 ml formaldehit soliisyonu ve
90 ml distile su eklenmistir.

3.3.2. Isik Mikroskobik Inceleme i¢cin Dokularin Hazirlanmasi

Dokularin histolojik takip, kesit alma ve boyama islemleri KTU Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Uygun
sekilde kiiclik hacimlere kesildikten sonra %10’luk formalin soliisyonuna alinan
bobrek ve mesane dokulari; kasetlerin lizerine grup adi ve numaralar1 yazilarak 7 giin
151k almayan, kuru ve oda sicakliginda ortamda saklandi. Ardindan Tablo 4’te
anlatildigi sira ve siirelerle tam otomatik doku takip cihazinda (Thermo Scientific
Exelsior AS, Ingiltere) alkol ve ksilen serilerinden gegirilerek dnce dehidrate edilip
sonra seffaflagtirildi (Tablo 4). Takip cihazindan alinan dokular, doku gémme

cihazinda (Leica HistoCare Arcadia H, Cin) parafin bloklar haline getirilip oda
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sicakliginda sogumaya birakildi. Daha sonra bu bloklar, kesit alabilmek icin +4 °C’
de buzdolabinda sogutuldu. Sogutulan bloklardan, tam otomatik mikrotom (Leica
RM 2255, Almanya) yardimi ile, bloktan dokuya ulasana kadar 6nce 20 um’lik
kesitler alindi. Dokuya ulastiktan sonra ise 4-5 pm’lik seri kesitler alinarak benmari
igerisindeki 37 °C sicak suya konuldu ve kirigikliklarin agilmasi beklendi. Agilan
kesitler, hematoksilen eozin (H&E), PAS ve terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) deoxyuridine triphospate nick end labeling assay (TUNEL) boyama igin suyun

icerisinden ayr1 lamlar {izerine alindi.

Tablo 4: Doku takip cihazinda standart doku takip prosediirii

Uygulama Siire
1. Formaldehit 1 saat
2. Alkol (30°C) 50 dakika
3. Alkol (30°C) 1 saat
4. Alkol (30°C) 1 saat
5. Alkol (30°C) 1 saat
6. Alkol (30°C) 1 saat
7. Alkol (30°C) 1,5 saat
8. Ksilen (30°C) 1 saat
9. Ksilen (30°C) 1 saat
10. Ksilen (30°C) 1 saat
11. Parafin (58°C) 1 saat
12. Parafin (58°C) 1 saat
13. Parafin (58°C) 1,5 saat
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3.3.3 Isik Mikroskobik Inceleme i¢cin Uygulanan Boyama Yéntemleri

H&E Boyama: Lam iizerine alinan dokular zembile dizilerek otomatik
boyama cihazinda (Leica Autostainer XL, Leica, Almanya) Tablo 5’ deki prosediirle
H&E boyast ile boyandi (Tablo 5). Boyama isleminden sonra preparatlar kapama

medyumu damlatilarak lamel ile kapatildi.

Tablo 5: Boyama cihazinda kullanilan H&E boyama prosediirii

Uygulama Siire

1. Firmn (60°C) 45 dakika
2. Ksilen 5 dakika
3. Ksilen 5 dakika
4. Ksilen 5 dakika
5. %100 Alkol 5 dakika
6. %96 Alkol 5 dakika
7. %70 Alkol 5 dakika
8. Distile Su (Yikama) 1 dakika
9. Hematoksilen 2 dakika
10. Distile Su (Yikama) 1 dakika
11. Asit Alkol 1 saniye
12. Distile Su (Yikama) 1 dakika
13. Amonyakli Su 10 saniye
14. Distile Su (Yikama) 1 dakika
15. Eozin 1,5 dakika
16. Distile Su (Yikama) 1 dakika
17. %96 Alkol 5 saniye
18. %100 Alkol 5 dakika
19. Ksilen 5 dakika
20. Ksilen 5 dakika

Bobrek dokularimin degerlendirilmesi igin H&E boyali her bir kesitte segilen
5 farkli alanda 151k mikroskobu ile; proksimal ve distal tiibiillerde dejenerasyon,

Bowman kapsiilii ve glomeriillerde dejenerasyon ve bobrek dokusunda 6dem ve/veya
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hemoraji gibi histolojik parametreler degerlendirilerek her bir hasar igin yari
kantitatif (0: Hasar yok, 1: Hafif hasar, 2: Orta derecede hasar, 3: Siddetli hasar)
skorlama yapild1 (101). Mesane dokusundaki histopatolojik degisiklikler ise Gradel;
Normal epitel, dokuda 6dem, iilserasyon, kanama veya herhangi bir inflamasyon
yok, Grade 2: Hafif 6dem ve inflamasyon, dokuda kanama veya iilserasyon yoK,
Grade 3: orta derecede ddem ve inflamasyon, epitelde diizlesme ve rejenerasyon,
fokal {ilserasyon ve hafif kanama, Grade 4: Siddetli 6dem ve inflamasyon, mukozal

erozyonlar, yaygin {ilserasyon ve kanama (102).

PAS Boyama: PAS boyama igin hazirlanan preparatlar zembile dizilerek
otomatik boyama cihazinda (Leica Autostainer XL, Almanya) 6ncelikle deparafinize
edilerek PAS boyas1 (PAS Stain Kit RRSK15, Atom Scientific, ingiltere) ile firmanin
onerileri dogrultusunda Tablo 6” daki protokole gére manuel olarak boyanip medyum
damlatilarak lamel ile kapatildi. Bu boyama ile boyanmis bobrek preparatlarinda;
bobrek tiibiillerindeki bazal membran ve proksimal tiibiil epitel hiicrelerinin firgamsi
kenarlarin; mesanede ise epitel yiizeyinde bulunan glikozaminoglikan tabakasinin

biitinligii degerlendirildi (103).

Tablo 6: PAS boyama protokolii

Uygulama Siire
1. Periyodik Asit Schiff Cozeltisi (A) | 10 dakika
2. Distile Su (Yikama) 2 dakika
3. Schiff Ayiract McManus (B) 20 dakika
4, Distile Su (Yikama) 2 dakika
5. Sodyum Metabisiilfit Cozeltisi (C) | 2 dakika
6. Tespit Cozeltisi (D) 2 dakika
7. Distile Su (Yikama) 2 dakika
8. Mayer Hemalum Cozeltisi (E) 3 dakika
9. Distile Su (Yikama) 5 dakika
10. %70 Etanol 30 saniye
11. %96 Alkol 30 saniye
12. %100 Alkol 30 saniye
13. Ksilen 1 dakika
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TUNEL Boyama: Pozitif sarjli lama alinan dokular, zembile dizilerek otomatik
boyama cihazinda (Leica Autostainer XL, Almanya) deparafinize edildikten sonra
Tablo 7°deki protokole géore TUNEL boyama teknigi ile boyandi, hematoksilenle de
zemin boyamasi yapilarak lamel ile kapatildi. Degerlendirmede TUNEL teknigi ile
boyanan preparatlarda; X400 biiyiitmede 5 farkli alanda 100 hiicre sayilarak
apoptotik ve normal hiicreler kaydedildi ve apoptotik indeks (AI) hesaplandi.
(AI=TUNEL (+) hiicre sayisi/toplam hiicre sayist x 100) (104).
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Tablo 7: TUNEL boyama protokolii

Uygulama Ozellikli Ortam Siire
L Phosphate Buffered ) 25 dakika
Saline (PBS)
Hydrogen Peroxide
2. Block (Thermo - 15 dakika
Scientific/TA-125-HP)
3. Distile Su (Yikama) - 5 dakika
4. PBS - 2x5 dakika
5 Ultra V Block (Thermo ) 10 dakika
Scientific/TA-125-UB)
Enzyme Solution (TdT)
6. . 37 °C, nemli 1,5 saat
(fluorescein-dUTP)
(Roche/11684817910)
7. PBS - 2x5 dakika
Converter Peroxidase
8. (antifluorescein 37 °C, nemli 30 dakika
antibody-peroxidase)
(Roche/11684817910)
9. PBS - 2x5 dakika
DAB Kromojen Kit
10. (Thermo Scientific/TA- Karanlik 2 dakika
125-HD)
11. Distile Su (Yikama) - 5 dakika
12. Hematoksilen - 2 dakika
13. Distile Su (Yikama) - 5 dakika
14. %70 Etanol - 5 dakika
15. %96 Etanol - 5 dakika
16. %2100 Etanol - 5 dakika
17. Ksilen - 5 dakika
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3.4. Bobrek ve Mesane Dokusunun Biyokimyasal Degerlendirmesi

Doku Orneklerinin Hazirlanisi

Bobrek ve mesaneden alinan dokularin her birinden yaklasik 30’ar mg’lik
kesimler yapildi. Sonrasinda bu dokular homejenizatér (IKA Ultra-Turrax T-25,
Staufen im Breisgau, Almanya) yardimiyla 2 mL fosfat tamponu (PBS, pH:7.4)
icerisinde 9500 rpm’de homojenize edildi. Homojenatlar 1800xg’de 10 dakika
santrifiijlendi. Santriflij sonucu elde edilen siipernatantlarda MDA, SOD, CAT, GSH,
TNF-a, MPO, TOS (Total oksidan seviyesi), TAS (Total antioksidan seviyesi)
parametrelerin 6l¢iimii gergeklestirildi.

Doku orneklerindeki protein miktarlar1 {iretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda ticari kit (Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No:
23227, Rockford, 1L, ABD) kullanilarak belirlendi ve sonuglar mg/mL cinsinden
hesaplandi. Dokularda MDA ve ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) kitleri
kullanilarak 6l¢iilen tiim biyokimyasal parametrelerin seviyeleri, standardize olmasi
acisindan hesaplanan 6rnek protein miktarlarina oranlanarak “mg protein” bagina
olacak sekilde verildi.

MDA Diizeylerinin Belirlenmesi: MDA o6lgtimii, Mihara ve Uchiyama
yonteminde modifikasyon yapilarak gergeklestirildi. Bu metot ile, MDA’nin asidik
ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucu olusan molekiil renginin
532 nm’deki absorbansinin 6l¢iiliir.

Doku MDA o6l¢iimiinde ilk olarak doku homojenizasyon tamponu hazirlandi.
Fosfat tampon ¢6zeltisinden (PBS) 0.01 M hazirlamak igin; 900 mL saf su bulunan
behere 10 adet PBS tableti (Medicano, Uppsala, Isveg) eklenerek ¢oziilmesi saglandi.
Cozeltinin pH’1, pH metrede (Hanna Instrument, HI9321, ABD) 7.4’¢ ayarlanip
¢ozeltinin son hacmi 1 L’ye tamamlandi. Baska bir beherde %1°lik H3PO4 (Fosforik
asit) ¢ozeltisi hazirlamak ig¢in 20 mL saf su tlizerine 2.94 mL %85’lik H3PO4 (Sigma,
St. Louis, MO, ABD) ilave edilerek son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

TBA ¢6zeltisi hazirlamak igin ilk olarak 0.67 g TBA (Sigma, St. Louis, MO,
ABD) tartildi. TBA, 50 mL saf su ve 50 mL asetik asit (Sigma, St. Louis, MO, USA)
ile magnetik bar yardimiyla karigtirilarak ¢6zme islemi tamamlandi. Son hacim saf

su ile 250 mL’ye tamamlandi.
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Standart ¢6zeltiler hazirlamak i¢in 0.01 M 50 mL HCI (Sigma, St. Louis, MO,
ABD) ¢ozeltisine 82.5 uL 1,1,3,3 tetrametoksipropan (Sigma, St. Louis, MO, ABD)
eklenerek ¢ozelti 50 °C’de 1 saat bekletildi. Hazirlanan ana stok ¢ozeltisinden gesitli
oranlarda diliisyonlar yapilarak; 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625, 0.78 ve
0.39 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler ve kor hazirlandi.

Doku MDA dl¢iimii i¢in ise 500 pL homojenata 3 mL %1’lik H3sPOg4
eklenerek karistirlldi. Hazirlanan karistma 1 mL  %0.672°lik TBA  eklenip
kanistirilarak 60 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Siire sonunda tiipler oda
sicakliginda sogutularak 1800xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
stipernatant ~ kisimlardan ~ 200’er pL  alindi.  Mikropleyt  okuyucu ile
spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices, California, ABD) 532 nm dalga
boyunda absorbans ol¢iimii yapmak i¢in 96 kuyucuklu pleyte alinan siipernatant
koyuldu. Elde edilen standart absorbans sonuglar1 ile konsantrasyon verileri grafige
gegirilerek MDA standart grafigi olusturuldu (Sekil 6). Bu grafikten ve dokulardaki
protein miktarindan yararlanilarak doku MDA diizeyleri nmol MDA/mg protein

olarak hesaplandi.
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Sekil 6: Doku MDA 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

Doku SOD Enzim Seviyelerinin Belirlenmesi: Doku o6rneklerinde SOD

enzim seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (Bostonchem,

38



Cat No: BLS-8178Ra, Boston, ABD) kullanilarak belirlendi ve sonuglar ng/mg
protein birimiyle verildi. Doku SOD 6l¢iimiinde Kullanilan standart grafigi Sekil 7°de

gosterildi.
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Sekil 7: Doku SOD o6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

Doku CAT Seviyelerinin Belirlenmesi: Doku 6rneklerinin CAT seviyeleri,
tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (Bostonchem, Cat No: BLS-
5986Ra, Boston, ABD) kullanilarak belirlendi ve sonuglar ng/mg protein birimiyle
verildi. Doku CAT 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi Sekil 8’de gdsterildi.
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Sekil 8: Doku CAT o6l¢liimiinde kullanilan standart grafigi
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Doku GSH Seviyelerinin Belirlenmesi: Doku 6rneklerinin GSH seviyeleri,
tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (Bostonchem, Cat No: BLS-
8577Ra, Boston, ABD) kullanilarak belirlendi ve sonug¢lar ng/mg protein birimiyle
verildi. GSH 6lgtimiinde kullanilan standart grafigi Sekil 9’da gosterildi.
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Sekil 9: GSH o6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

Doku TNF-a Seviyelerinin Belirlenmesi: Doku o6rneklerinin  TNF-o
seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (Bostonchem, Cat
No: BLS-1396Ra, Boston, ABD) kullanilarak belirlendi ve sonuglar pg/mg protein
birimiyle verildi. TNF-a 6l¢timiinde kullanilan standart grafigi Sekil 10°da gosterildi.

40



25
. @ R2=0.9976
E >
: .
o
8
Q 15
c
] il
81
[
o
7 [ )
L 05
< .
el
0@
0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 10: TNF-a 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

Doku MPO Seviyelerinin Belirlenmesi: Doku 6rneklerinin MPO seviyeleri,
tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kit (Bostonchem, Cat No: BLS-
1661Ra, Boston, ABD) kullanilarak belirlendi ve sonuglar ng/mg protein birimiyle
verildi. MPO o6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi Sekil 11°de gosterildi.
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Sekil 11: MPO 6l¢limiinde kullanilan standart grafigi
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Total Oksidan Durumun (TOS) Belirlenmesi: Doku o6rneklerindeki TOS
seviyeleri, tretici firmanimn tavsiyeleri dogrultusunda kolorimetrik kit (Rel Assay
Diagnostics, Cat No: RL0024, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak belirlendi ve
sonuglar pmol H202 esdegeri/L birimiyle verildi.

Total Antioksidan Durumun (TAS) Belirlenmesi: Doku orneklerindeki
TAS seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda kolorimetrik kit (Rel Assay
Diagnostics, Cat No: RLO0017, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak belirlendi ve
sonuglar mmol troloks esdegeri/L birimiyle verildi.

Oksidatif Stres Indekslerinin (OSI) Hesaplanmasi: Doku &rneklerindeki
OSI seviyeleri; OS=[(TOS, pumol esdegeri/L) / (TAS, umol troloks esdegeri/L)] x
100 formiilii kullanilarak hesaplandi (106).

3.5. istatiksel Analiz

Istatistiksel olarak gruplarin veri analizi IBM SPSS versiyon 23.0 kullanilarak
yapildi. Gruplarm normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile bakildi.
Gruplar arasi istatistiksel fark Kruskal Wallis Testi ile normal dagilima uymayan
ikiden fazla parametrenin degerlendirilmesi Mann Whitney U testi ile yapildi.
P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Deneklerin Viicut, Bobrek ve Mesane Agirliklari

Deneklerde, ilk giin yapilan viicut agirhigr 6l¢iimlerinde gruplar arasinda
anlamli bir fark mevcut degildi. Deneyin 8. giiniinde yani deney sonunda yapilan
viicut agirlik dlgimleri degerlendirildiginde CP+CGA grubunda K grubuna gore
azalma oldugu gozlemlendi. (p<0,02) (Tablo 8) (Sekil 12).

Deneyin 1. Giinii 286,33+23,03 278,33+11,69 285+22,80
Deneyin 8. Giinii 292,16+24,29 283,5+20,81 260,83+17,27"

*K grubuna gore anlamli (p<0,05)
Veriler, ortalama =+ standart sapma (Ort.+= SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, CP+CGA: Siklofosfamid+KIlorojenik asit grubu

Tablo 8: Deney gruplarina ait deneklerin giinlere gore agirlik degisimi

Denek agirhiklar (gr)

400
350
300
250
200
150
100

50

1. Giin 8. Giin

K

Sekil 12: Deney gruplarina ait deneklerin giinlere gore agirlik degisimi (K: Kontrol
grubu, CP: Siklofosfamid grubu, CP+CGA: Siklofosfamid+KIlorojenik asit grubu)

Deney esnasinda cksize edilip tartilan bobrek ve mesane dokularnin

agirliklar1 degerlendirildiginde; CP grubunda K grubuna gore istatistiksel olarak fark
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yaratmasa da bir artis mevcuttu. CP+CGA grubunda ise CP grubuna kiyasla bobrek
ve mesane agirliklarinda azalma oldugu goriildii (sirastyla p=0,04 ve p<0,01).
CP+CGA grubu mesane dokularinin agirliklari, K grubuna gore de diistiktii (p<0,01)
(Tablo 9) (Sekil 13).

Tablo 9: Deneklerin bobrek ve mesane agirlik verileri

Sag Bobrek Agirligi  1,19+0,09 1,33+1,14 1,15+0,10™
Mesane Agirhg 1,84+0,13 2,06+0,33 1,24+0,25%™

*K grubuna goére anlamli (p<0,05)

**CP grubuna gore anlamli (p<0,05)

Veriler, ortalama =+ standart sapma (Ort.+= SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, CP+CGA: Siklofosfamid+KIlorojenik asit grubu

Bibrek agirhiklan (gr) Mesane agirhiklar (gr)

135 2.50
1.30

2.00

£

1.25

1.50 kK
1.20 s

1.00
1.15
110 l 0.50
1.05 0.00

K CcP CP+CGA K CcP CP+CGA

Sekil 13: Deney gruplarina gore deneklerin bobrek ve mesane agirliklari
4.2. Histolojik Bulgular

4.2.1. H&E Yontemi ile Boyanan Kesitlerdeki Histolojik Bulgu ve
Skorlar
Bobrek dokusuna ait H&E ile boyali histolojik kesitlerin incelemesinde; K
grubunda; Bowman kapsiilii, glomeriil, proksimal ve distal tiibiil yapilari normal
goriiniimde izlendi (Resim 4, 5). CP grubuna ait bobrek kesitlerinde; K ve CP+CGA
grubuna kiyasla tiibiiller ve glomeriillerde dejenerasyon, 6dem ve hemorajide

belirgin bir artis mevcuttu. Tiibiil epitelinde vakuoler degisiklikler, dejenerasyon ve
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konjesyon izlendi (Resim 6, 7). CP+CGA grubunda ise CP grubunda goriilen tiibiiler
dejenerasyon, 6dem, hemoraji ve glomeriiler dejenerasyon nispeten azalmist: (Resim
8,9).

Bobrek dokusu histopatolojik skorlamasinda; CP grubunda K grubuna gore
tiibiiler dejenerasyon, glomeriiler dejenerasyon, 6dem ve hemorajide istatistiksel
olarak anlamli artig gézlendi (hepsi i¢in p<0,01). CP+CGA grubunda da K grubuna
gore tiibliler dejenerasyon, glomeriiler dejenerasyonda artis mevcuttu (sirasiyla
p<0,02 ve p<0,01). Ancak CP+CGA grubunda; tiibiiler dejenerasyon, glomeriiler
dejenerasyon, 6dem ve hemoraji gibi tiim patolojiler i¢in CP grubuna gore azalma
oldugu goriildii (hepsi igin p<0,02) (Tablo 10) (Sekil 14).

Tablo 10: Bobrek dokularinin histopatolojik skorlart

Tiibiiler Dejenerasyon 0,33+0,51 2,5+0,54" 1,33+0,51% ™
Glomeriiler Dejenerasyon  0,33+0,51 2,66+0,51" 1,66+0,51%™"
Odem-Hemoraji 0,66+0,81 2,5+0,54" 1,33+0,81"

*K grubuna gore anlaml (p<0,05)

**CP grubuna gére anlamli (p<0,05)

Veriler, ortalama =+ standart sapma (Ort.# SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, CP+CGA: Siklofosfamid+KIlorojenik asit grubu

Bibrek dokularinin histopatolojik hasar skorlari

3.0
238

*
£ *

26

24

22 *

20 * sk ok
1.8

16

1.4

12

1.0

08

06

0.4

02

0.0

Tiibiiler dejenerasyon Glomertiler dejenerasyon Odem-Hemoraji

mK mCP mCP+CGA

Sekil 14: Deney gruplarina ait bobrek dokularinin histopatolojik hasar skorlart
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Resim 4: K grubuna ait bobrek kesiti. Bobrek cisimcigi (mavi renkli alti uglu yildiz),
ve kapsiil yapis1 (mavi renkli ok) normal goriiniimde izlendi (H&E, X200).

Resim 5: K grubuna ait bobrek kesiti. Bobrek cisimeigi (mavi renkli alti uglu yildiz),
distal tiibiil (mavi renkli bes uclu yildiz) ve proksimal tiibiil (mavi renkli dort uglu
yildiz) yapilari normal goriiniimde izlendi (H&E, X400).
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Resim 6: CP grubuna ait bobrek dokusu. Glomeriillerde dejenerasyon (alt1 uglu
yildiz), Bowman boslugunda genisleme (iliggen), tiibiil epitelinde vakuolizasyon
(yukar1 ok), dokiilme ve dejenerasyon (sola ok), cast formasyonu (bes u¢lu yildiz) ve
intertiibliler hemoraji (saga ok) gozlendi (H&E, X200).

Resim 7: CP grubuna ait bobrek dokusu. Glomeriillerde dejenerasyon (altt uglu
yildiz), tiibiilde genisleme (besgen) ve epitelinde dokiilme, dejenerasyon (sola ok),
vakuolizasyon (yukar1 ok), cast formasyonu (bes uglu yildiz) ve intertiibiiler hemoraji
(saga ok) gozlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 8: CP+CGA grubuna ait bobrek dokusu. Tiibiil epitelinde dokiilme ve
dejenerasyon (sola ok), tiibiilde cast formasyonu (bes uglu yildiz) azalmistt (H&E,
X200).

Resim 9: CP+CGA grubuna ait bobrek dokusu. Siklofosfamid grubuna kiyasla tiibiil
epitelinde dokiilme ve dejenerasyon (sola ok), vakuolizasyon (yukart ok) ve
intertiibiiler hemoraji (saga ok) daha az izlendi (H&E, X400).
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Mesane dokusuna ait H&E ile boyali histolojik kesitlerin incelemesinde; K
grubunun mesanelerinin mukoza tabakasini olusturan epitel ve hemen altinda yer
alan lamina propria normal goriiniimdeydi (Resim 10). CP grubuna ait mesane
kesitlerinde K ve CP+CGA grubuna kiyasla belirgin olarak mesane mukozasinda
odem, hemoraji, llserasyon ve inflamatuar hiicre artisi, epitelde dokiilme ve
dejenerasyon goriildii (Resim 11). CP+CGA grubunda, CP grubunda goriilen tiim bu
patolojik bulgular, nispeten daha hafiflemisti (Resim 12).

Mesane dokusunda yapilan histopatolojik hasar skorlamasinda ise; CP ve
CP+CGA gruplarina ait hasar skorlar1 K grubuna gore yiliksek bulundu (sirasiyla
p<0,01 ve p<0,01). Ancak CP+CGA grubunun hasar skoru CP grubuna kiyasla
belirgin olarak diisiiktii (p<0,01) (Tablo 11) (Sekil 15).
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Tablo 11: Mesane dokularinin histopatolojik skorlari

* k%

Histopatolojik hasar skoru 1+0,0 4+0,0" 2,5+0,54"

*K grubuna goére anlamli (p<0,05)

**CP grubuna gore anlamli (p<0,05)

Veriler, ortalama + standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, CP+CGA: Siklofosfamid+KIlorojenik asit grubu

Mesane dokularinin histopatolojik hasar skorlari

*

4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

15

1.0

0.5

0.0
K CP CP+CGA

Sekil 15: Deney gruplarina ait mesane dokularinin histopatolojik hasar skorlari
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Resim 10: K grubuna ait mesane dokusu H&E boyama. Mesane epiteli (kirmizi sola
ok) ve lamina propria (kirmiz doért uglu yildiz) normal histolojik goriiniime sahipti
(H&E, X100).

Resim 11: CP grubuna ait mesane dokusu H&E boyama. Mesane epitelinde dokiilme
(kirmiz1 gentikli ok), lamina propriada yogun hemoraji, inflamatuar hiicre artis1 ve
6dem (kirmizi bes uglu yildiz) izlenmektedir (H&E, X100).
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Resim 12: CP+CGA grubuna ait mesane dokusu H&E boyama. Mesane epitelinde
dokiilme (kirmizi ¢entikli ok), lamina propriada 6dem (kirmizi ¢ift uglu ok) ve
hemoraji (kirmizi bes u¢lu yildiz) izlenmektedir (H&E, X100).
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4.2.2. PAS Yontemi ile Boyanan Kesitlerdeki Histolojik Bulgular

Bobrek dokusunun PAS yontemi ile boyanan kesitlerinin incelemesinde de H&E ile
boyali kesitlere benzer bulgular mevcuttu. K grubuna ait bobrek kesitlerinde;
glomeriil, proksimal ve distal tiibiil yapilari normal goriinimde olup PAS (+)
boyanan Bowman Kkapsiilii paryetal yapragi, tiibiill bazal membranlar1, proksimal
tibiil firgams1 kenarlar1 diizenli ve normaldi (Resim 13). CP grubuna ait bobrek
kesitlerinde ise glomeriillerde dejenerasyon, Bowman araliginda genisleme, tiibiil
epitelinde dokiilme ve vakuolizasyon mevcuttu. Ilave olarak PAS (+) boyanan
Bowman kapsiilii  paryetal yapraginda kalinlagsma-ayrilma, tiibiil bazal
membranlarinda diizensizlikler ve proksimal tiibiilde fircamsi kenar kayiplari
belirgindi (Resim 14). CP+CGA grubunda ise PAS (+) yapilarda goriilen
degisiklikler ve tim patolojiler CP grubuna kiyasla azald1 (Resim 15).

Mesane dokusunun PAS yontemi ile boyanan kesitlerinde de H&E boyali
kesitlere benzer sekilde K grubuna ait mesane mukoza epiteli ve tizerindeki PAS (+)
boyanan GAG tabakasi kesintisiz ve diizgiin goriinimde izlendi (Resim 16). CP
grubuna ait mesane epitelinde dokiilme, GAG tabakasinda belirgin bolgesel kayiplar
mevcuttu (Resim 17). CP+CGA grubunda ise epitelin ve PAS (+) GAG tabakasinin
CP grubuna kiyasla daha diizenli oldugu ve daha fazla devamlilik arz ettigi gorildii

(Resim 18).
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Resim 12: K grubuna ait bobrek dokusu PAS boyama. Tiibiil bazal membranlart
(turuncu ¢entikli ok), proksimal tiibiil firgams1 kenarlar1 (turuncu yukar: ok) ve
Bowman kapsiilii paryetal yapragi (turuncu saga ok) diizenli goriinlimde
izlenmektedir (PAS, X400).

Resim 13: CP grubuna ait bobrek dokusu PAS boyama. Bowman kapsiilii paryetal
yapraginda kalinlasma-ayrilma (yesil saga ok) tiibil bazal membraninda
diizensizlikler (yesil yukar1 ok) ve proksimal tiibiilde fircams1 kenar kayiplari (yesil
centikli ok) izlenmektedir (PAS, X400).
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Resim 14: CP+CGA grubuna ait bobrek dokusu PAS boyama. Bowman kapsiilii
paryetal yapragi (yesil saga oK) ve tiibiil bazal membrani (yesil yukari ok) CP
grubuna kiyasla daha diizgiin gériinimdeydi (PAS, X400).

Resim 15: K grubuna ait mesane dokusu PAS boyama. Mesane epiteli ve tizerinde
GAG tabakas1 (kirmizi sola ok), lamina propria (kirmizi doért uglu yildiz) normal
histolojik goriiniime sahipti (PAS, X200).
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Resim 16: CP grubuna ait mesane dokusu PAS boyama. Mesane epitelinde dokiilme,
dejenerasyon ve yer yer GAG kayb1 (kirmizi g¢entikli ok), lamina propriada yogun
6dem, hemoraji ve inflamatuar hiicre artis1 (kirmizi dort uclu yildiz) izlenmektedir

(PAS, X200).

Resim 17: CP+CGA grubuna ait mesane dokusu PAS boyama. Mesane epitelinde
dokiilme ve dejenerasyon (kirmizi gentikli ok), lamina propriada 6dem, hemoraji ve
inflamatuar hiicre (kirmizi dort uglu yildiz) goriilmekle birlikte CP ye gére azalmisti

(PAS, X200).
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4.2.3. TUNEL Yoéntemi ile Boyanan Kesitlerdeki Histolojik Bulgular

TUNEL boyali preparatlarda yapilan apoptoz degerlendirmesi sonucunda; CP
grubunun bobrek ve mesane dokularindaki apoptotik indeks (AI) K grubuna gore
anlamli sekilde yiiksekti (p<0,01 ve p<0,01). Hem mesane hem de bobrek
dokularinda CP+CGA grubunda da K grubuna gore Al’da artis mevcuttu (p<0,02,
p<0,02). Ancak CP+CGA grubunun bobrek ve mesane dokularmin Al degeri, CP
grubuna gore belirgin olarak azaldi (p<0,01 ve p=0,04) (Tablo 12) (Resim 19-24)
(Sekil 16).

Tablo 12: Deney gruplarina ait bobrek ve mesane dokularindaki apoptotik indeks
(%)

Bobrek Dokusunda Apoptotik Indeks  14,26+1,81  31,83+4,51°  19,10+3,14>™
(%)

Mesane Dokusunda Apoptotik indeks 22,90+3,91  33,10+4,06°  28,80+1,95"
(%)

'k*'k

*K grubuna gore anlamli (p<0,05)

**CP grubuna gére anlamli (p<0,05)

Veriler, ortalama =+ standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, CP+CGA: Siklofosfamid+KIlorojenik asit grubu

Bobrek Apoptotik indeks Mesane Apoptotik Indeks (%)
%)
35:00 35.00 =
30.00 x
30.00
25.00 25.00
20.00 20.00
15.00 15.00
10.00 10.00
5.00 5.00
0.00
Xo XCJ
& &

Sekil 16: Bobrek ve mesane dokusunda apoptotik indeks (%)
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Resim 18: K grubuna ait bobrek dokusu TUNEL boyama. TUNEL (+) hiicreler (Sar1
gentikli ok), TUNEL (-) hiicreler (turuncu g¢entikli ok) izlenmektedir (TUNEL,
X400).

Resim 19: CP grubuna ait bobrek dokusu TUNEL boyama. TUNEL (-) hiicreler
(turuncu ¢entikli ok) ve artmis TUNEL (+) hiicreler (sar1 gentikli ok) izlenmektedir
(TUNEL, X400).
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Resim 20: CP+CGA grubuna ait bobrek dokusu TUNEL boyama. TUNEL (-)
(turuncu gentikli ok) hiicreler ve CP grubuna gore azalmis TUNEL (+) hiicreler (sar1
centikli ok), izlenmektedir (TUNEL, X400).

Resim 21: K grubuna ait mesane dokusu TUNEL boyama. TUNEL (+) hiicreler (sar1
centikli ok), TUNEL (-) hiicreler (turuncu c¢entikli ok) izlenmektedir (TUNEL,
X400).
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Resim 22: CP grubuna ait mesane dokusu TUNEL boyama. TUNEL (-) hiicreler
(turuncu ¢entikli ok) ve artmis sayida TUNEL (+) hiicreler (sar1 centikli ok)
izlenmektedir (TUNEL, X400).

Resim 23: CP+CGA grubuna ait mesane dokusu TUNEL boyama. TUNEL (-)
hiicreler (turuncu centikli ok) ve CP grubuna goére azalmis sayida TUNEL (+)
hiicreler (sar1 ¢entikli ok) izlenmektedir (TUNEL, X400).
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4.3. Biyokimyasal Degerlendirme Bulgulari
4.3.1. Serum Biyokimyasi

Deneklerden alinan serum iire, kreatinin sonuglari degerlendirilmis ve Tablo
13’te gosterilmistir. CP ve CP+CGA gruplarinda BUN ve kreatinin degerleri K
grubuna gore yiiksekti (p<0,01 ve p<0,01) (Sekil 17).

Tablo 13: Deney gruplarina ait serum BUN ve kreatinin degerleri

BUN 17+1,26 24,50+3,67" 29,83+7,85"
Kreatinin 0,29+0,014 0,36+0,033" 0,38+0,06"

*K grubuna gore anlamli (p<0,05)
Vferiler, ortalama =+ standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, CP+CGA:; Siklofosfamid+KIlorojenik asit grubu

BUN Kreatinin
*
* *

30.00 % 0.40
25.00 0.35
0.30

20.00 00
15.00 0.20
10.00 0.15
0.10

5.00 0.05
0.00 0.00

LTS SO, <
K
&

Sekil 17: Gruplarin serum BUN ve kreatinin degerleri
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4.3.2. Doku Biyokimyasi

Deney gruplarindan alinan bobrek ve mesane doku 6rneklerinde MDA, SOD,
CAT, GSH, TNF-a, MPO, TOS, TAS, OSI ¢alisilmis ve sonuglara iliskin bilgiler
Tablo 14 ve 15’te verilmistir. CP grubunun bobrek dokularmmda MDA, TOS, OSI,
MPO (p<0,01) ve TNF-ao (P=0,01) degerleri; K grubuna gore anlamli olarak artarken
TAS, GSH ve SOD degerlerinde ise azalma mevcuttu (sirasiyla p<0,01, p<0,01,
p=0,02). CP+CGA grubunda; CP grubuna kiyasla bobrek dokusu MDA, TOS, MPO
ve OSI degerlerinde anlamli derecede diisiis gozlenirken (hepsi p<0,02); GSH degeri
ise yiiksekti (p<0,01). Ilave olarak CP+CGA grubunun bébrek dokusu TAS degerleri
de K grubuna gore yiiksekti (p=0,04) (Sekil 18)

Tablo 14: Bobrek biyokimyasi sonuglarinin degerlendirilmesi

MDA 13,64+1,32 26,41+8,95" 13,51+6,94™
SOD 0,56+0,24 0,25+0,15" 0,36+0,08
CAT 2,13+0,85 1,30+0,37 2,05+0,93
GSH 1,9+0,9 0,44+0,28" 1,24+0,54™

TNF-o 9,45+3.9 18,6+11,61" 11,37+7,02
MPO 0,24+0,11 1,63+0,35" 0,27+0,05™
TOS 3,5540,65 12,57+7,39" 411+1,26™
TAS 1,34+0,19 0,45+0,38" 0,96+0,27"
| 0,27+0,07 10,11+15,24" 0,45+0,19™

*K grubuna gore anlamli (p<0,05); **CP grubuna gore anlamli (p<0,05)
Veriler, ortalama =+ standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid

grubu, CP+CGA: Siklofosfamid+KIlorojenik asit grubu

62



MDA CAT GSH
30 ¥ 25 1.:23
25 2 16 Hok
- - ;;;
15
5 0.5 06 '
~ 04
. . ¢« & o .
xc’ xc" - (? Ov'
< & <
& &
SOD TNF-a MPO
* *
0.70 20 18
0.60 12 16
1
050 14 i:‘z‘
0.40 = 1(2) 1
030 8 8'2 *k
0.20 S 0
648 : o2 P -
0.00 Y
+ QQ oV’ 2 C? C,V' + QQ CGY’
N QXG <
& ¢ 9
TAS TOS osi
*
14 14 e 10.00
9.00
L % 1 8.00
1 10 00
08 8 6.00
06 ¥ 7 *k 5.00
04 4 :'gg
02 2 2:00 *
0 1.00 —p e 4
o CQ COV + C} oo?' 0.00
& & K CP  CP+CGA

Sekil 18: Bobrek biyokimyasi sonuglari
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Mesane dokusundan alinan 6rneklerde, K grubuna kiyasla CP grubunun MPO,
MDA, TNF-a ve OSI degerlerinde artis gdzlenirken (hepsi p<0,01) SOD seviyesinde
anlamli diisiis mevcuttu (p<0,01). CP+CGA grubunda ise CP grubuna kiyasla MDA,
MPO, TNF-a ve OSI seviyelerinde anlamli diisiis goriiliirken (hepsi p<0,01) SOD
seviyesinde anlamli artis mevcuttu (p<0,01). (Sekil 19)

Tablo 15: Mesane biyokimyasi sonuglarinin degerlendirilmesi

MDA 16,84+8.23 42,9949 87" 19,1144,52™
SOD 0,5+0,17 0,23+0,03" 0,4+0,05™
CAT 3,11£2,4 2,05+0,93 2,68+0,99
GSH 2,88+1,99 1,28+0,65 1,8+0,87

TNF-a 28,66+9,94 166,34+58,61" 33,03+6,86™
MPO 0,86+0,18 2,9342.57" 0,67+0,19™
TOS 3,3+1,41 8,79+5,37 3,23+0,59
TAS 0,31+0,2 0,18+0,1 0,39+0,21
OSi 1,48+0,92 5,16+£1,94" 1,05+0,54™

*K grubuna gore anlamli (p<0,05)

**CP grubuna gore anlamli (p<0,05)

Veriler, ortalama + standart sapma (Ort.+ SD) olarak verilmistir. K: Kontrol grubu, CP: Siklofosfamid
grubu, CP+CGA: Siklofosfamid+Klorojenik asit grubu
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Sekil 19: Mesane biyokimyasi sonuglari
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5. TARTISMA

CP, 50 yil askin siiredir basta solid tiimor ve lenfoma olmak tizere bir¢ok
neoplastik hastalikta antitiimor etkisinden; sistemik lupus eritematozus (SLE),
romatoid artrit (RA) gibi otoimmiin hastaliklar, kan ve kemik iligi
transplantasyonunda ise immiinsiipresif etkisinden faydalanmak igin tek basina ya da
kombine olarak kullanilabilen oksazafosforinler sinifina ait alkilleyici bir ajandir
(80). Oksazofosforinlerin etki mekanizmasi hiicre dongiisiine 6zgii olmayip, DNA
alkilasyonu ile DNA sentezinin inhibisyonu ve hiicre 6limii ile olmaktadir. CP,
karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi ile 4-hidroksisiklofosfamid ve
aldofosfamide metabolize edilip ardindan aktif metabolitler akrolein ve fosforamide
dontistiriilir. CP’nin antineoplastik etkilerinden fosforamid; toksik yan etkilerinden
ise akroleinin sorumlu oldugu diistiniilmektedir (74, 104). CP’nin de aralarinda
oldugu alkilleyici ajanlar, DNA ve proteinler gibi biyolojik molekiillere kovalent
baglanarak hiicrelerde apoptoz ve nekroza neden olurken, DNA’y1 metilleyerek
replikasyon hatalarina da yol agabilir. Yani CP, bir yandan mitoz béliinmeye engel
olarak antineoplastik etki gosterirken; 6te yandan hiicrelerde kromozom kiriklarina,

mitotik anomalilere ve mutasyonlara da neden olabilir (105-107).

CP’nin doz smirlayict yan etkisi miyelosupresyon olmakla birlikte, mide
bulantisi, kusma ve sa¢ dokiilmesi de sik goriilen yan etkilerdendir. Uzun vadeli
komplikasyonlar arasinda ise infertilite ve sekonder malignite insidansinda artis yer
almaktadir. Akut 16semi, CP kullanimina bagli en sik goriilen sekonder malignite
olup mesane kanseri de goriilebilen bir diger sekonder malignitedir. ilave olarak,
kemik iligi transplantasyonu gibi yliksek doz CP kullanimi gerektiren durumlarda

miyokardiyal nekroza bagl kalp yetmezliginin goriilldiigii kardiyotoksisite meydana
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gelebilir. Hemorajik sistit de klinikte CP kullanimini kisitlayabilen 6nemli yan
etkilerdendir. CP kullaniminda goriilen; hemorajik sistitin muhtemel nedeni
akroleindir (74, 104). ilave olarak akrolein, CP kullaniminda olusan nefrotoksisitenin

de muhtemel nedeni olarak goriilmektedir (108).

CP kullanim1 sirasinda gelisen birgok organ hasarindan; CP’nin ve akrolein
gibi CP metabolitlerinin yol a¢tig1 direkt sitotoksik etkilere ek olarak, ROS kaynakli
oksidatif stresin de sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (108-110). ilave olarak CP
uygulanmasi; SOD ve CAT gibi antioksidatif enzimlerde ve GSH’ da azalmaya
neden olabilir (107, 111). Bobrek ve mesanede gesitli faktorlerin etkisiyle olusan
hasarlarda; ROS birikiminin kritik bir dneme sahip oldugu endojen ve eksojen
antioksidanlarin bu birikimi dengelemede rol oynadigi diisiiniilmektedir (110, 112).
CP aracili toksisitede de dokularda artan oksidatif stres ve azalan endojen
antioksidan sistemleri dengelemek 6nemlidir; bundan dolayr CP kaynakli bobrek ve
mesane toksisitenin azaltilabilmesi i¢in oksidan-antioksidan dengenin saglanmasina
yonelik farkli antioksidan maddelerin denendigi bilimsel ¢alismalar giinlimiizde de

devam etmektedir (7,113).

Antioksidan bilesiklerden biri olan CGA, basta yesil kahve olmak iizere elma,
kiraz, bogiirtlen, domates, patates gibi bircok sebze ve meyvede bulunabilen bir
polifenoldiir. CGA viicutta kardiyovaskiiler sistem, sinir sistemi ve gastrointestinal
sistemde koruyucu etki, glikoz ve lipit metabolizmasi iizerinde diizenleyici etki
gosterir. Bu etkilerini; antihipertansif, antilipidemik ve antidiyabetik &zelliklerinin
yaninda gii¢lii antioksidan, antienflamatuar, antiapoptotik 6zellikleri vasitasiyla da
gosterir (85). CGA’nmin, bu antioksidan ve antiapoptotik o6zellikleri sayesinde

bobrekte de oksidatif stres kaynakli hasari nleyebilecegi diisiiniilebilir (114). ilave
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olarak CP kaynakli mesane hasarini azaltmada antiapoptotik ve antienflamatuar
etkinligi gosterilmistir (93). Bu bilgiler 1s18inda biz de ¢alismamizda; antioksidan,
antienflamatuar ve antiapoptotik etkilere sahip oldugu bilinen bir polifenol olan
CGA’nin; CP’nin neden oldugu bobrek ve mesane hasarina karsi olasi koruyucu

etkilerini biyokimyasal ve histolojik olarak arastirmay1 amagladik.

CP, ozellikle kronik uzun siireli kullanimda viicut agirhiginda azalmaya neden
olabilir (115). Alabi ve ark. (2021) ise CP uygulama sonrast viicut agirhigindaki
azalmayi, toksisitenin sebep oldugu anoreksiye baglamistir (116). Bundan dolayz;
calismamizda CP verilen grubun viicut agirlhiginda azalma olmayisi; sakrifikasyonun
CP verilmesinden 24 saat sonra gergeklesmesine, istah degisikligi veya emilim
bozuklugu igin yeterli siire olmayisina veya tek doz CP verilmesine baglanabilir. CP
grubu bobrek ve mesane agirliklarindaki kontrole gore anlamli olmayan artigin

nedeni ise dokularda tespit edilen 6dem ve inflamasyon olabilir.

Oksidatif stres, hiicrede oksidan-antioksidan dengenin oksidanlar lehine
bozulmasi olarak tanimlanabilir. Normalde fizyolojik olarak da iiretilen ROS’un;
herhangi bir sebeple hiicrede asir1 artisi veya hiicredeki endojen antioksidan
mekanizmalarin artan ROS’u dengelemede yetersiz kalmalari, oksidatif strese neden
olabilir (45). ilave olarak sigara, cevre kirliligi ve radyasyon gibi ekzojen kaynaklar
da oksidatif stresi artirabilir (54). Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik ilaglar
da dokular i¢in oksidatif stres kaynagi olabilir (117). Cesitli ¢alismalarda, bir
kemoterapétik olan CP ve metabolitlerinin de reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) (O2
anyonlari, OH" radikalleri ve H20;) artisina neden olabildigi gosterilmistir. CP
uygulama sonrasi artan ROS; hiicrelerde lipid peroksidasyonunu indiikleyerek

onemli bir oksidatif stres gostergesi olan MDA’da artisa yol agabilir. (6, 8, 118, 119).
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Biz de ¢alismamizin CP grubunun bobrek ve mesane dokularinda literatiire benzer
sekilde belirgin MDA artis1 tespit ettik (8, 118). Ilave olarak CP uygulamast;
dokularda oksidatif stres gostergelerinden olan TOS ve OSI’de de artisa neden
olabilir (7, 120). Giines ve ark. (2018), CP uygulanan siganlarin bobrek; Akbas ve
ark. (2022) ise mesane dokularinda TOS ve OSI’nin yiikseldigini bildirmislerdir
(120, 122). Literatiire benzer sekilde bizim ¢alismamizda da, mesane dokusundaki
TOS artisinda istatistiksel fark olmamakla birlikte, hem bobrek hem de mesane
dokularinda TOS ve OSI seviyelerinde artis mevcuttu. Bu nedenle CP’nin; bizim
calismamizda da literatiire benzer sekilde bobrek ve mesane dokularinda oksidatif

stresi indiiklemis olabilecegini diisiindiik.

Oksidatif stresi onlemek iizere dokularda; ROS ile savasan GSH, SOD ve
CAT gibi endojen antioksidanlar mevcuttur ve bunlar, serbest radikalleri temizleme
ve zararsiz hale getirme gorevini istlenirler (45). Bu antioksidanlarin veya TAS
seviyelerinin Olgiimii dokudaki antioksidan durum ve oksidatif stresin siddeti
hakkinda bize bilgi verebilir. Literatirde, CP uygulamasinin bircok doku
antioksidaninda diisiise neden olabildigi gosterilmistir (7, 121, 122). Ayrica CP
metaboliti akroleinin GSH ile baglanip hiicre i¢cindeki GSH seviyesini diisiirerek
GSH bagimli antioksidan sistemi bozabildigi bildirilmistir (108, 123). Bir ¢alismada;
tek doz 200 mg/kg CP uygulamasi sonras1 sigan bobrek ve mesane dokularinda SOD
ve TAS seviyelerinde azalma tespit edilmistir (7). Ayrica Alabi ve ark. (2021) ii¢ giin
50 mg/kg CP verdikleri si¢anlarin bobrek ve Saima ve ark. (2023) ise ii¢ giin 150
mg/kg CP verdikleri siganlarin mesane dokularinda; SOD, CAT, GSH diizeylerinin

azaldigini bildirdiler (116, 121).
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Bizim g¢aligmamizda da, tek doz i.p. 150 mg/kg CP uygulamasi literatiirle
uyumlu olarak bobrek ve mesane dokularinda degerlendirilen SOD, CAT, GSH, TAS
seviyelerinde belirgin azalmaya neden oldu. Ancak bu azalma bobrek igin sadece
CAT ve mesane i¢in CAT, GSH ve TAS seviyelerinde anlamli fark olusturmadi.
Calismamizda doku antioksidanlarinda goriilen azalmanin; artan oksidatif stresi
dengelemek igin antioksidanlarin asir1 kullanimina veya oksidatif stres nedeniyle

bozulan antioksidan yapimina bagli olabilecegini diisiindiik.

ROS artisi, antioksidanlarla dengelenemez veya kontrol edilemez hale gelirse
dokularda hasar ve inflamasyonu tetikleyebilir (124, 125). Lokal doku hasari, basta
doku makrofajlart olmak iizere birgok hiicrede bir polipeptid yapili sitokin olan TNF-
o’ da artisa yol acabilir. Ilave olarak TNF-a da, dokuda ROS artisin1 ve inflamasyonu
indiikleyebilir (125). Ayrica ROS kaynakli inflamatuar hiicre salinimi MPO yolagini
da aktive eder (126). Notrofiller ve monositlerde eksprese edilen bir peroksidaz ailesi
tiyesi olan MPO da inflamasyon ve oksidatif stresin belirteci ve aracisidir (127).
Dokularda oksidatif stresi ve doku hasarmi indiikleyen CP’nin; MPO ve TNF-a
diizeylerinde artiga neden olacagi diistiniilebilir. Nitekim, He ve ark. (2015) CP
kaynakli sistit modeli oOlusturduklar1 ¢aligmalarinda; MPO ve TNF-o diizeylerinde
artig oldugunu goézlemlediler (61). Sharma ve ark. (2017) ile Goudarzi ve ark. (2017)
ise CP uyguladiklari gruplarin bobrek dokularinda MPO ve TNF-a diizeylerinde artis
bildirdiler (128,129). Bizim ¢alismamizda da literatiire benzer sekilde CP grubunun
hem bobrek hem mesane dokularina ait MPO ve TNF-a seviyelerinde ciddi bir artis
mevcuttu. Bu artisin; CP tarafindan redoks dengesinin bozulmasina ve onun

indiikledigi lokal doku hasar1 ve inflamasyona bagli olabilecegini diistindiik.
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Oksidatif stres; dokularda yol agtigi inflamasyon ve lokal doku hasarinin
yaninda; hiicrelerde de apoptozu indiikleyebilir (124). CP’ nin de bobrekte apoptoz
artisgtna neden oldugu bircok c¢alismada bildirilmistir (130-132). CP bobrek
dokusunda oldugu gibi mesane dokusunda da apoptozu artirabilir. Ayhanci ve ark.
(2010) yaptiklar1 bir ¢alismada; CP grubu mesane dokularinda apoptozu ifade eden
Bax ve kaspaz 3 artisini immiinohistokimyasal olarak gosterdiler (133). Bir baska
calismada 200 mg/kg tek doz CP uygulanan siganlarin hem bobrek hem de mesane
dokularinda apoptoz artisi oldugu bildirilmistir (7). Biz de literatiirle uyumlu olarak
CP grubuna ait her iki dokuda da apoptoz artis1 oldugunu tespit ettik. Bu artisin; CP’
nin indikledigi oksidatif stresin yaninda CP’nin DNA iizerine yaptigi hasara

sekonder olusmus olabilecegini diisiindiik.

CP, mesane epitelinde apoptoza ilave olarak nekroza da yol agabilir ve epitel
tabakalarinda ayrilma ve dokiilmeler olusturabilir (132). CP kullaniminin mesanede
olusturdugu toksik etkiler, yani CP’nin klinikte de kullanimini kisitlayan yan
etkilerden biri olan hemorajik sistit, birgok deneysel ¢alismada histolojik olarak da
gosterilmistir (7, 8). Akbas ve ark. (2022), 30 giin boyunca i.p. 75 mg/kg CP
uygulayarak hemorajik sistit olusturduklar1 grupta; histopatolojik olarak mesane
epitelinin yer yer kesintiye ugradigini, lamina propriada polimorfoniikleer 16kosit
(PMNL) birikimi, 6dem ve vazodilatasyonun oldugunu tespit ettiler (122). Ho ve ark.
(2021)’nin yaptig1 calismada ise sicanlara 3 doz 75 mg/kg CP uygulamasi sonrasi
degerlendirilen PAS ile boyanmig mesane kesitlerinde; mukozada 6dem, glikoprotein
tabakasinda incelme, mesane epitelinde dokiilme gozlemlendi (134). Bizim
calismamizin CP grubunda da literatiire benzer sekilde mesane mukozasinda 6dem,
hemoraji, tlserasyon, inflamatuar hiicre artis1 ve epitelde dokiilme, dejenerasyon

mevcut olup ve en yiiksek hasar skoru bu gruba aitti. Bu durum; CP’nin hiicrelerde
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ROS artigtyla lipit peroksidasyonuna, DNA hasarina, hiicre nekrozuna ve TNF-o gibi
proinflamatuar sitokinlerin salinimima neden olmasmna bagl olabilir (121).
Calismamizda CP grubunun yiiksek TNF-o seviyelerinin bu diisiinceyi

dogrulayabildigini diisiinmekteyiz.

CP’nin yaptig1 nefrotoksisite de histopatolojik olarak gosterilebilir. Hem CP
hem de metaboliti olan akrolein, doku antioksidan savunma sistemini bozarak tiibiiler
epitel hiicrelerinde nekroz ve buna bagli nefrotoksisite olusturabilir (108, 123).
Literatiirdeki farkli iki calisma; 200 mg/kg CP uygulanmasinin sigan bobrek
dokularinda, glomeriillerde dejenerasyon ve biiziilme, intertisyel hemoraji, tiibiillerde
dejenerasyon, vakuolizasyon ve tiibiil epitelinde dokiilmeye yol agtigini bildirmistir
(6,107). Alabi ve ark. (2021) da CP grubu siganlarin bobrek kesitlerinde ciddi
glomertiiler hasar, proksimal ve distal tiibiillerde dejenerasyon ve ilave olarak
intertisyumda inflamatuar hiicre infiltrasyonu oldugunu tespit ettiler (116). Bir baska
calismada ise CP’nin; PAS boyali kesitlerde glomeriillerde atrofi, Bowman
boslugunda genisleme, tiibiillerde cast formasyonu, tiibiil epitelinde dokiilme ve
bazal membraninda kalinlasmaya neden oldugu gosterildi (135). Mahipal ve ark.
(2017) da CP uygulanan gruptaki bobrek kesitlerinde; proksimal ve distal tiibiillerde
dejenerasyon ve glomeriillerde diger c¢alismalardan farkli olarak hiperplazi
gozlemlediler (136). Biz de CP uygulanan grubun HE boyali bobrek preparatlarinda
literatiin geneline benzer sekilde; glomeriillerde atrofi, Bowman boslugunda
genisleme, tiibiil epitelinde dokiilme ve vakoulizasyon, tiibiil ¢caplarinda genisleme,
intertisyel 6dem ve hemoraji saptadik. Literatiirdeki bulgulara ek olarak glomeriiler
kapillerlerde konjesyon da mevcuttu. PAS boyali preparatlarda ise literatiire benzer
sekilde saptanan Bowman kapsiilii paryetal yapraginda kalinlagma ve ayrilmaya ek

olarak, tiibiil bazal membranlarinda diizensizlikler ve proksimal tiibiilde firgamsi
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kenar kayiplar tespit ettik. Bu da bize; ¢calismamizda CP’nin bobrek hasarina neden

oldugunu gostermektedir.

Klinikte bobrek hasarini degerlendirmede siklikla bobrek fonksiyon
testlerinden serum BUN ve kreatinin kullanilir. BUN, protein yikimiyla olusan bir
yapt olup kandaki nitrojen miktarin1 6lgmek igin kullanilirken; kreatinin, iskelet
kasinda bulunan kreatinin yikim {irinidiir (137). CP’nin indiikledigi nefrotoksisite
serum BUN ve kreatinin artigina yol agabilir. Caglayan ve ark. (2018) ile Mansour ve
ark. (2017) da tek doz 200 mg/kg CP uyguladiklar1 siganlarda CP’nin; BUN ve
kreatinin artisina neden oldugunu gordiiler (6,107). Farkli CP dozlarimin kullanildig
birgok ¢alismada da CP uygulanan grupta BUN ve kreatinin artis1 mevcuttu (116,
118, 136). Bizim c¢alismamizda da CP grubunun serum BUN ve Kreatinin
seviyelerinin literatiire benzer sekilde yiiksek olmasi CP’nin bobrekte sebep oldugu
glomeriiler hasar ve konjesyona, bu hasar ve konjesyonun yol agmis olabilecegi

glomeriiler filtrasyon hizindaki diismeye baglanabilir.

Bobrek ve mesanede bizim ¢alismamizda da gosterdigimiz gibi CP tarafindan
olusturulan hasar1 gidermek igin literatiirde ¢ok farkli antioksidanlar denenmistir
(7,8). Bizim g¢alismamizda bu amagla kullandigimiz CGA da antioksidan,
antiapoptotik, antienflamatuar ve antikanser ozelliklere sahip oldugu bilinen,
biyolojik olarak aktif olan, diyetle alinabilen ve bazi bitkilerde bulunan bir
polifenoldiir. CGA’nin tiim bu faydalarinin yaninda; hepatik trigliserit depolanmasini
bloklayarak, amilazin lipolitik aktivitesini artirarak veya yag dokusunda lipolitik
etkiyi artirarak kilo kaybma da neden olabildigi bildirilmektedir (96). Bizim
calismamizda da; CGA verilen grubu kontrolle kiyasladigimizda 8. Giin viicut

agirliklarinda tespit edilen azalma, CGA’nin kilo kaybettirici etkisine bagli olabilir.
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Calismamiz CP+CGA grubunun bobrek ve mesane agirliklarinda ise CP grubuna
gore belirgin azalma mevcuttu. Bu azalmanin ise CP grubunda artmis olan
inflamasyon ve 6demin CGA tarafindan azaltilmasina bagli olabilecegini diislindiik.
Ancak CGA verilen grubun mesane agirliklarinin kontrole gore de belirgin olarak

azalmis olmasini agiklayamadik.

CGA’nin bobrek ve mesane lizerine antioksidan ve antienflamatuar etkileri
farkli galismalarda gosterilmistir. Ye ve ark. (2016), streptozosinle deneysel diyabetik
nefropati olusturulan sicanlarda, 6 hafta boyunca farkli dozlarda (5, 10, 20 mg/kg ip.)
CGA verilen gruplarin bobrek SOD, CAT ve GPX (glutatyon peroksidaz)
seviyelerinde artis gozlemlemisler (138). Bir baska c¢alismada da bobrekte D-
Galaktoz kaynakli kronik inflamasyona karsi 8 hafta boyunca oral 200 mg/kg CGA
verilen grupta lipit peroksidasyon belirteci MDA ve inflamasyon belirteglerinden
TNF-a ve IL-6 diizeyleri azalirken, antioksidan aktivite belirteci SOD, CAT, GSH
diizeylerinin yiiksek oldugu gorilmistiir (139). AL-Megrin ve ark. (2020)’nin yaptigi
calismada ise sodyum arsenit (NaAsO2) kaynakli nefrotoksiteye karst 4 hafta
boyunca farkli iki dozda (100 mg/kg ve 200 mg/kg) uygulanan CGA’ nin; bdbrek
MDA seviyelerinde ve inflamasyon belirteglerinden TNF-a, IL-1B diizeylerinde
diisis ve antioksidan GSH, CAT ve SOD aktivitelerinde artis yaptig1 gosterilmistir
(140). Biz de CGA uyguladigimiz grubun bobrek dokularinda literatiire benzer
sekilde hasar grubuna gore oksidatif stres gostergelerinin (MDA, TOS ve OSI)
diistiigiinii, antioksidanlarin (SOD, CAT, TAS, GSH) ise arttigini1 ancak bu artigin
sadece GSH igin anlamli oldugunu gordiikk. Calismamizin CGA verilen grubun
bobrek dokularimin TNF-a ve MPO seviyelerinde de CP grubuna gore literatiirle
uyumlu disiis vardr ancak bu diisiis TNF-a igin anlamli fark yaratmadi. Luo ve ark.

da (2020), tek doz CP uyguladigimiz ¢alismamizdan farkli olarak, ti¢ giinde bir 75
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mg/kg olacak sekilde dort kez i.p. CP ile sistit olusturduklari Siganlara 10 giin
boyunca i.p. yolla 100 mg/kg CGA uygulamis ve inflamasyon belirteglerinden 1L-6,
IL-1B ve TNF-a seviyelerinin CGA tedavisi sonrasi diistiigiinii gérmiislerdir (93).
Biz de galismamizda 200 mg/kg tek doz CP ile olusturdugumuz sistit modelinde; Luo
ve ark. (2020)’ dan farkli olarak 7 giin boyunca oral yolla 100 mg/kg CGA
uyguladik. CGA grubumuz mesane dokularinda literatiirdeki ve calismamizdaki
bobrek dokularma benzer sekilde CP grubuna gére MDA, OSI ve TOS seviyelerinde
belirgin azalma vardi ancak TOS’taki bu azalma anlamli fark olusturmadi. CGA’ nin,
bobrek dokusunda oldugu gibi, mesanede de antioksidan parametrelerden SOD,
CAT, GSH, TAS degerlerini artirdigin1 ancak bu artisin sadece SOD diizeyinde
anlamli oldugunu tespit ettik. flave olarak CGA grubuna ait mesanelerde; Luo ve ark.
(2020)’nin  ¢alisgmasina ve c¢alismamizdaki bobrek dokularina benzer sekilde
inflamasyon belirte¢lerinden TNF-o ve MPO diizeylerinin CP grubuna kiyasla
belirgin olarak azaldig: goriildii. Bu nedenle CGA’nin antioksidan ve antienflamatuar
etkisi ile hem bobrek hem de mesane dokusunda CP’nin indiikledigi oksidatif stresi

ve inflamatuvar siiregleri hafifletmis olabilecegini diistindiik.

Calismamizda CGA, hem mesane hem de bobrek dokularinda TUNEL pozitif
boyanan apoptotik hiicre sayisinda CP grubuna gore azalmaya neden oldu. Luo ve
ark. (2020); tarafindan yapilan g¢aligmanin CGA tedavi grubuna ait mesane
dokularinda tespit edilen kaspaz 3 ve bax expresyonunda azalma, bcl-2’de artis ve
TUNEL pozitif hiicre sayisindaki azalma, bizim c¢alismamizla uyumlu olarak
CGA’nin antiapoptotik etkisini gosterdi. Owumi ve ark. (2021) ise; karaciger ve
bobrek dokularinda tamoksifen (TAM) tarafindan indiiklenerek artan apoptozun;
calismamiz bobrek dokusuna benzer sekilde CGA tarafindan azaltildigini gosterdiler

(141).
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Literatiirdeki ¢alismalarda; farkli toksik etkilerin dokularda yaptigi hasarin
CGA tarafindan iyilestirildigi histolojik olarak da gosterilmistir (7, 95). TAM ile
bobrek hasarmin indiiklendigi bir ¢calismada 14 giin boyunca iki farkli dozda (25
mg/kg ve 50 mg/kg) verilen CGA’nin bobrek dokusunda glomerulonekroz, tiibiiler
deskuamasyon ve inflamatuar hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir
(141). Zhang ve ark. (2019) ise, farelerde kursun (Pb) maruziyeti ile olusan
nefrotoksisiteye karst CGA’ y1 degisen dozlarda (10, 20, 40 mg/kQ) i.p. olarak 14 giin
boyunca her giin uygulamiglar ve CGA uygulanan grupta Pb toksisitesi ile ortaya
¢ikan tiibiil epitelinde dejenerasyon ve genislemenin; uygulanan CGA dozu ile
orantili olarak diizeldigini tespit ettiler (142). Bir baska calismada; sisplatin kaynakl
bobrek hasarmna karsi oral gavaj yoluyla uygulanan farkli dozlardaki (3, 10, 30
mg/kg) CGA’nin; bobrek tiibiillerinde deskuamasyon ve dilatasyonu, doza paralel
olarak diizelttigi gosterildi (95). AL-Megrin ve ark. (2020) da 4 hafta gastrostomi
vasitasiyla 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarinda uyguladiklart CGA’nin; hasar
grubunda tespit ettikleri Bowman boslugunda artma, tiibiil hiicrelerindeki vakuoler
degisiklik ve dokiilmede azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir (140). Bizim
calismamizda da oral gavaj yolu ile uygulanan CGA; CP grubundaki bobrek
dokularinda olusan histopatolojik bozukluklarda, literatiire benzer sekilde azalmaya
neden oldu. Bunun nedeni CGA’nin dokuda oksidatif stresi ve inflamasyonu
azaltarak doku hasarin1 6nlemesi olabilir. Bobrek dokusunda toksinlerin yol agtigi
hasar1 azaltan CGA’nin; serum BUN ve kreatinin diizeylerinde de azalmaya neden
oldugu bildirilmistir (138-140). Ancak g¢alismamizda CGA; bobrek dokusunda
oksidatif stres, inflamasyon ve doku hasarii azaltmasina karsin literatiirdeki

caligmalardan farkli olarak, serum BUN ve kreatinin seviyelerinde azalmaya neden
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olmadi. Bu durum; diger caligmalardaki uygulama doz veya siiresinin bizim

calismamizdakinden fazla olmasziyla iliskili olabilir.

Luo ve ark. (2020) da yaptiklar1 ¢alismada mesane dokusunda, CP kaynakli
mukoza ve lamina propriada olusan 6dem, kanama ve inflamasyonun, 10 giin
boyunca 100 mg/kg i.p. CGA uygulamasi ile azaldigini gordiiler (93). Biz de
proflaktik olarak 7 giin oral yolla uyguladigimiz CGA’nin literatiirle ve ¢alismamizin
mesane dokularindaki oksidatif stres ve inflamatuvar belirteglerdeki azalma ile

paralelik gosterecek sekilde mukozal hasari azalttigini gézlemledik.

Sonug olarak; sicanlarda oral yolla proflaktik olarak uygulanan CGA; mesane
ve bobrek dokularinda CP’nin indiikledigi oksidatif stresi ve inflamasyonu azaltarak
doku hasarin1 onleyebilir. Oral kullanim kolayligina da sahip olan CGA; CP
kullaniminin farkli organlarda yol agtigi toksik etkileri onlemek i¢in de iyi bir
proflaksi tercihi olabilir ancak hem bu konuda hem de etkin doz ve siirenin

belirlenmesi igin ek deneysel ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

CGA’nin, sigan bobrek ve mesane dokularindaki CP ile indiiklenen hasari

Onleme ve/veya iyilestirmesindeki roliinii arastirdigimiz ¢alismada:
CP’nin;

1. Bobrek ve mesane dokusunun histolojik yapisinda bozulmaya neden oldugu,

2. Serum BUN ve kreatinin diizeyinde artisa yol agtigi,

3. Bobrek ve mesane dokusunda apoptozu artirdigi,

4. Bobrek dokusunda SOD, GSH, TAS diizeylerini azalttigi, MDA, TNF-q,
MPO, TOS ve OSI seviyelerini artirdig1,

5. Mesane dokusunda SOD diizeyini azalttigi, MDA, TNF-a, MPO, OSI

seviyelerini artirdig1 tespit edilmistir.

CGA’nin;

1. Viicut agirhigini azalttigi,

2. Bobrek ve mesane dokularinin agirliklarini azalttigi,

3. Bobrek ve mesane dokusunda apoptozu azalttigi,

4. CP’nin bobrek ve mesane dokusunda olusturdugu histolojik hasari
tyilestirdigi,

5. Bobrek dokusunda CP’nin azalttigt GSH’1 artirdigi, CP’nin artirdigi MDA,
MPO, TOS ve OSI seviyelerini azalttig1

6. Mesane dokusunda CP’nin artirdigit MDA, TNF-a, MPO, OSI degerlerini

azalttig1i, CP’nin azalttigi SOD seviyesini artirdig1 tespit edildi.
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Elde ettigimiz bu veriler 1s1ginda bu konuda yapilacak sonraki ¢alismalarda;

-CGA’nin  profilaktik  ve/veya iyilestirici  etkisinin  altinda  yatan
mekanizmalarin ~ degerlendirilebilmesi i¢in farkli molekiiler teknikler de
kullanilabilir.

-CGA’nin etkinligini daha iyi degerlendirebilmek igin proflaksi i¢in uygulanan
doz ve siire gesitlendirilebilir.

-CP’nin dokuda yarattigi hasara karsi CGA’nin etkisini ultrastriiktiirel olarak
daha iyi degerlendirebilmek amaciyla elektron ve konfokal mikroskobik

yontemlerden de faydalanilabilir.
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