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OZET

Antrasiklin grubu bir antineoplastik olan doksorubisin (DXR), hayvan
modellerinde ve insanlarda nefrotoksik etkiler gosterebilmektedir. Bu calismada
doksorubisin uygulamasi ile bobrek dokusunda meydana gelen degisiklikler ve
TRPV1 kanallar1 lizerine vitamin D’nin etkileri arastirilmistir.

Calismada 24 adet eriskin Wistar Albino tipi erkek sican kullanildi. Deney
hayvanlar1 her grupta 6 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. 14 giinliik deney
siresince Grup [’e herhangi bir uygulama yapilmadi. Grup II’ye 10 mg/kg
intraperitoneal (i.p) tek doz doksorubisin, Grup III’e 10 mg/kg ip tek doz
doksorubisin ile birlikte oral 200 1U/glin kolekalsiferol ve Grup IV’e oral 200 IU/giin
kolekalsiferol uygulanda.

Deney sonunda sicanlar dekapite edilerek bobrek dokular1 ¢ikartildi. Rutin
151k mikroskobu takibi yapilarak dokular parafin bloklara gomiildii. Elde edilen
bulgular incelenerek fotografland.

Immiinohistokimyasal boyamanm 151tk mikroskobu altinda incelenmesi
sonucu; kontrol grubu ile karsilastirildiginda doksorubisin grubunda TRPV1
immiinreaktivitesinde azalma olup, vitamin D uygulamasinin bu azalmayi geri
dondiirmedigi saptandi. TUNEL teknigi ile bakilan apopitozisin doksorubisin
grubunda arttig1 ve vitamin D uygulamasiyla kismen geri dondiigii saptandi. Doku
malondialdehid (MDA) seviyelerinin de apopitoz bulgulariyla paralellik gosterdigi
gorildii.

Bu c¢alisma ile doksorubisinin bobrek dokusunda meydana getirdigi
degisiklere kars1 vitamin D’nin anti-apoptotik etki gosterdigi ve antioksidan etkiye
sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, bobrek, trpvl, vitamin D.

v



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF VITAMIN D ON RENAL TISSUES
AND TRPV1 CHANNELS OF DOXORUBICIN ADMINISTERED RATS

Doxorubicin is an antineoplastic agent in anthracycline group, and may show
nephrotoxic effects in animal models and in humans. in this study we investigated
the changes in the kidney tissue with doxorubicin treatment, and the effects of
vitamin D on TRPV1 channels.

In this study, 24 adult male Wistar Albino rats were used. Animals were
divided into 4 groups as 6 animals in each group. During the 14- day experiment
period Group I did not have any application. Group II had 10 mg / kg single dose of
doxorubicin intraperitoneally (ip); Group III had 10 mg / kg single dose of ip
doxorubicin and oral 200 IU / day cholecalciferol; and to Group IV oral 200 IU /
cholecalciferol was administered.

At the end of the experiment the rats were decapitated and kidney tissues
were removed. Tissues were controlled with light microscope and embedded in
paraffin blocks. The findings examined and photographed. As result of
immunohistochemical staining and examination with light microscope; TRPV 1
immunoreactivity of DXR group decreased in comparison with control group, and
vitamin D application did not reverse this effect. Apoptosis detected by the TUNEL
method, tended to increase in the doxorubicin group and partly reversed with vitamin
D administration. Tissue malondialdehyde (MDA) levels were observed to correlate
with the findings of apoptosis.

This study showed that vitamin D has anti-apoptotic and antioxidant effects
on kidney tissue after doxorubicin induced injury.

Keywords: Doxorubicin, kidney, trpv 1, vitamin D.
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1. GIRIS

Bobrekler, karin boslugunda retroperitoneal olarak yerlesmis, omurganin iki
yaninda bulunan organlardir (1). Bobregin temel fonksiyonu, inen aortadan dallanan
bobrek arterlerinden gelen kanin filtrasyonudur (2). Glomeriillerden siizerek
olusturduklar1 idrar ile, kandan toksik metabolizma iiriinlerini uzaklastirir, idrarin
yogunluk ve yapisin1 degistirmek suretiyle de organizmanm sivi-elektrolit
metabolizmasini, asit-baz dengesini ayarlarlar (3). Bobrekler, maruz kaldiklar1 biiyiik
miktardaki kandan filtrasyon, reabsorbsiyon ve ekskresyon fonksiyonlar1 ile 1,5-2,5
litre idrar olustururlar. Fazla kanlanan organlar olmalar1 nedeniyle kan iginde
bulunan toksik maddelere de maruz kalma ve etkilenme olasiliklar1 fazladir (4).

Antrasiklinler, bir¢cok solid tiimor ve 16semi tedavisinde kullanilan ¢ok genis
spektrumlu ve etkili antineoplastik ajanlardir. En yaygimn kullanilan antrasiklinler
doxorubisin, daunorubisin ve idarubisindir (5-7). Antrasiklinler, antitimér ve
sitotoksik etkilerini, replikasyon, transkripsiyon ve rekombinasyon gibi ¢ogu DNA
islemleri sirasinda DNA topolojisini regiile eden niikleer bir enzim olan DNA
topoizomeraz Il ile etkileserek gdstermektedir (8, 9). DXR kinon igeren antrasiklin
grubu bir antibiyotik olup, yliksek antitiimor etkinlige sahiptir ve ilk olarak 1969’da
bulunmustur (7, 10). DXR, Streptomyces peucetius kiiltiirlerinden izole edilmis olup,
hematolojik maligniteler, 16semi, meme kanseri ve AIDS iliskili Kaposi sarkomu
gibi neoplastik hastaliklarm tedavisinde kullanilmaktadir (11, 12).

Doksorubisin aracili nefrotoksisitenin kesin mekanizmasi heniiz tam olarak
aydmlatilmamistir. Fakat cogu arastrmaciya gére DXR’in olusturdugu hiicresel
hasar serbest antrasiklin radikallerinin olusturdugu ciddi plazma membrani hasarma
bagli olarak ortaya ¢ikar (13).

Vitamin D, makrofajlar, dendritik hiicreler, CD4+ ve CD8+ T lenfositler gibi
immiin sistem hiicrelerinde bulunan vitamin D reseptdrleri aracilifiyla immiin
modiilator etkiler gdstermektedir (14, 15). Insan bdbrek hastaliklarmin vitamin D
yetersizligi ya da eksikligiyle iliskili oldugu bilinmektedir (16).

Transient reseptor potansiyel vanilloid 1 (TRPV1)- pozitif sensoriyal
sinirlerin kardiyovaskiiler fonksiyonlar, kan basinci ve viicut agirlig1 tizerinde 6nemli

rol oynadigi gosterilmistir (17-23). In vivo olarak ya da izole edilmis perfiize



bobreklerde TRPV1’in aktivasyonu glomeriiler filtrasyon hizini ve renal sodyum ve
su ekskresyonunu artirir (24).

Malondialdehid poliansatiire yag asidi peroksidasyon iirlinlerinin baglicas1 ve
iizerinde en cok calisilanidir. 1960°lardan bu yana bu molekiilii saptamak ve in vivo
ve in vitro oksidatif stresi degerlendirmek i¢in ¢esitli metodlar kullanilmistir (25).
Reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasar1
sinirlandirmak  i¢in  viicutta  bircok savunma  mekanizmas1  geligmistir.
Bunlar,“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak
bilinirler. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya
reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu baskilarlar (26).

Bu calismada antioksidan ve antiinflamatuar etkileri oldugu bilinen vitamin
D’nin  doksorubisin nefrotoksisitesi olusturulan ratlarda koruyucu etkileri

incelenmistir.

1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Bobrek
1.1.1.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler, filtrasyon, reabsorbsiyon ve ekskresyon fonksiyonlar: ile maruz
kaldiklar1 yiiksek voliimdeki kandan 1,5-2,5 litre idrar olustururlar. Karin
boslugunda, retroperitoneal yerlesmis olan bobrekler, 130-150 gr agirliginda, koyu
kahverenkli ve gevrek yapida parenkimi olan organlardir. Sag bobregin iist ucu T12,
sol bobregin iist ucu ise T11 vertebra seviyesindedir. Alt ucglar1 L3 vertebra
seviyesinde olup crista iliaca’dan yaklasik 2,5 cm yukaridadir. Karaciger nedeni ile
sag bobrek, soldakinden 2 cm kadar daha asagidadir. Sag bobregin 6n yiizii; adrenal
bez, karacigerin sag lobu, kolon ascendens, fleksura koli dekstra, duodenumun ikinci
parcasit ve jejunum krvrimlari ile komsudur. Sol bdbregin 6n yiizii; adrenal bez,
dalak, mide, pankreas govdesi, splenik damarlar, flexura koli sinistra, kolon
descendensin baslangic1 ve jejunum kivrimlari ile komsudur. Bobreklerin iist-i¢
yiizleri adrenal bez ile komsudur. Arka yiiz hafif konvekstir, diyafragma, musculus
(m) psoas major, m. quadratus lumborum, m. transversus abdominis, subcostal ven-
arter-sinir, nervus (n) iliohypogastricus ve n. ilioinguinalis’le komsudur. Her bir

bobrek, lic katmanl bir destek ve ortii dokusu ile sarilmistir. Bu olusumlar derinden
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yilizeye dogru fibroz kapsiil, adipoz kapsiil ve renal fasyadir. Fibroz kapstil, bobregi
distan sarar. Saglam, genisleme kabiliyeti az, bag dokusundan yapilmis bir fibroz
doku katmanidir. Bobreklerin tiim ylizlerini hilus da dahil olmak iizere tamamen
orter. Fakat bobrek dokusuna tamamen yapismadigindan kolayca altindaki dokudan
styrilabilir. Adipoz kapsiil, fibroz kapsiiliin dis tarafinda bulunan yag tabakasidir.
Bobregi travmalara karst korur. Yag dokusu renal hilustan iceri girerek sinus
renalis’de bulunan olusumlarin arasindaki bosluklar1 doldurur. Renal faysa, adipoz
kapsiilin dis tarafinda olup, karin duvarindaki ekstraperitoneal yag dokusunun
yogunlasmasi ile olustugu kabul edilir. Renal fasya ve adipoz kapsiil, bobregi adrenal
bezle beraber sarmistir (1, 27-29).

Bobregin koronal kesiti yapilirsa korteks ve medulla olmak iizere iki
kistmdan meydana geldigi goriiliir. Medulla, en igte bulunan sinus renalis ile distaki
korteks arasinda yer alir. Kirmizimsi renkte ve ¢izgilidir. Tepeleri siniise tabanlari ise
kortekse uzanan 8-18 kadar koni goriiliir. Bunlar renal piramitlerdir. Bu piramitlerin
tepeleri (papilla renalis) sinusta yer alan kiigiik kalikslere (calices minores) girer.
Renal papillalarin iginde porus denilen bir takim delikler bulunur. Renal piramitler,
nefronun distal tiibiilleri ile toplayic tiibiilleri igerir. Piramidal borucuklarin i¢inde
bulunan filtrattaki suyun reabsorbsiyonunu saglayarak idrar1 konsantre ederler.
Toplayict tiibiiller daha biiyiik olan duktus papillaris (bellini kanali)’lere, duktus
papillaris’ler ise piramitlerin tepesindeki foramen papillaris’ler araciligi ile kiiciik
kalikslere agilirlar. Korteks, renal piramitlerin taban ile bobrek kapsiilii arasindaki
kisimdir. Sarimst kirmizi renktedir. Korteks, piramitlerin etrafin1 sararak bobrek
siniisiine dogru uzanir. Korteks kokenini nefrojen dokudan alir ve idrar yapan
olusumlar1 ihtiva eder. Cok sayida diiz ve kivriml1 tiibiiller, kan damarlar1 ve gozle
goriilebilen sferik yapilar (corpusculum renale)’dan olusur. Korteksin bobrek
kapsiiliine yakin olan dis kismina zona eksterna, malpighi piramitlerine yakin olan i¢
kismina zona interna denir. Malpighi piramitleri arasinda da daha koyu renkli
kortikal bir doku bulunur. Piramitleri birbirinden ayiran bu kolonlar Bertin kolonlar1
(columnae renales) olarak adlandirilir. Piramitlerin tabanlarindan korteks i¢ine dogru
uzantilar olup, bunlara stria medullaris adi verilir. iki stria medullaris arasinda kalan

korteks bolimiine bobrek lobulusu denir. Her bobrek lobulusu ortasinda interlobuler



arter ve ven bulunur. Bir renal piramid ve etrafin1 saran kortikal cevhere topluca
lobus renalis denir ve sayilar1 8 ila 18 arasindadir (1, 27-29).

Nefron, bobregin en kiiclik fonksiyonel iinitesi olup, glomeriil, Bowman
kapsiilii ve tiibiillerden meydana gelir. Kardiyak output’un % 20-25’ini alan
bobrekler, dakikada 1,2 litre, giinde ise yaklasik 1700 litre kan alir. 1700 litre kanin
onda bir kadar1 (yaklasik 170 litre) glomeriiler filtrat, glomeruler filtratin ise %1
kadarindan (1,7-2 litre) idrar olusur. Bobrekler, L1-L2 vertebralar arasi discus
seviyesinde, aorta abdominalisten ayrilan renal arterler tarafindan beslenir. Aorta
abdominalisten baslayan bobrek arterleri, birgok dallanmadan sonra vas afferens
olarak glomeriil i¢ine girer, buradan vas efferens olarak ¢ikan damarlar, renal vende
toplanarak sonunda vena cava inferior’a acilirlar. Bobreklerin lenf damarlarinin cogu
kan damarlari ile beraber hilusa dogru ilerleyerek sonunda nodi lymphatici lumbalese
dokiiliirler. Bobregin ylizeyel lenf damarlar ile fibroz kapsiile ait olan lenf damarlar1
adipoz kapsiile ait olan lenf damarlar1 ile birleserek komsu lenf nodlarina dokiiliirler.
Pleksus renalisden ¢ikan sinir dallar1 arteria renalisi takip ederek bobregin renal
parankiminin i¢ine ilerleyip nefronlarin hiicrelerine kadar giderler. Parasempatikleri
n.vagus’dan, sempatikleri n.splanchnicus minor ve n.splanchnicus minimus

araciligiyla Th10 -Th12 ve L1 segmentlerinden gelir (1, 27-29).

1.1.1.2. Bobrek Embriyolojisi ve Histolojisi

Genitoliriner sistem, dorsal aortanin her iki tarafindaki tirogenital kabart1
denilen longitiidinal bir mezoderm (intermediyer mezoderm) kabartisindan gelisir.
Urogenital kabartmn {iriner sistemi olusturacak olan bdliimiine nefrojenik kabart1 ad1
verilir. Gebeligin 4. haftasinda, embriyonun enine kivrildigi1 donemde, ara mezoderm
genital kabartinin lateralinde yer alan segmental olarak diizenlenmis nefrotomlar1
olusturmak iizere ardisik somitlerden ayrilir. Nefrojenik kabartinin servikal ve yukari
torasik bolgeleri nefrotom olarak bilinen segmental hiicre topluluklarmi olusturur.
Nefrojenik kabart1 (kordon)’nin, asag1 torasik, lumbar ve sakral bolgeleri segmentli
degildir. Segmentli bolgeden pronefroz, segmentsiz bolgelerden ise mezonefroz ve
metanefroz gelisir. Insanlarda intrauterin hayatta kranialden kaudale dogru, farkl iic
bobrek sistemi pes pese ve kismen de iist liste binecek sekilde olusur. Bunlar;

pronefroz, mezonefroz ve metanefroz’dur. Pronefroz rudimenter ve islevsizdir;



mezonefroz intrauterin yagamin erken doneminde kisa siire fonksiyon gorebilir;
metanefrozdan ise kalict bobrekler meydana gelir. Metanefrozda kalict bobrekler
besinci haftanin baginda gelisimine baslarlar ve yaklasik dort hafta sonra fonksiyonel
hale gelirler. Kalic1 bobrekler mezoderm kaynakli iki farkli kokene sahiptirler;

* Metanefrik divertikiil (lireterik tomurcuk),

« Intermediyer mezodermin metanefrik kitlesi (metanefrojenik blastem).

Metanefrik divertikiil mezonefrik duktusun kloakaya giris yerine yakin, disa
dogru yapmis oldugu divertikiildiir. Metanefrik mezoderm ise nefrojenik kordonun
kaudal kismindan koken almaktadir. Metanefrik divertikiil (lireter tomurcugu);
mezonefrik kanaldan disa dogru bir biliylime ile olusur ve bundan fireterler, renal
pelvisler, kaliksler ve renal toplayict sistem gelisir. Metanefrik mezoderm
(metanefrojenik blastem)’den ise bobregin yapisindaki nefronlar gelisir. Kalici
bobrekler, 9. haftadan baslayip fotal hayat boyunca idrar olustururlar. idrar amniyon
bosluguna salinir ve amniyon sivisi ile karigir. Bu idrarla karigik amniyon sivisindan
fotiis hergiin birkag litre yutar. Sivi, fotiis barsaklarindan emilir, artik Giriinler fotiisiin
kan dolagimimna oradan da temizlenmek i¢in plasenta membrani araciligi ile anne
karnina tagmir. Dogumdan sonra, interstisyel dokunun artmasinin yani sira, 6zellikle
proksimal tiibiiliislerin ve henle kulpunun uzamasi sonucu bdbrek hacmi artar.
Prematiire bobrekler disinda nefron olusumunun dogumda sona erdigi bilinmektedir.
Bobreklerin islevsel olgunlasmasi ise dogumdan sonra da stirmektedir (28-33).

Nefron bobregin islevsel birimidir. Her bobrek 1 milyon civarinda nefron
icerir. Her nefron genislemis bir kapiller ag olan glomeriil ile onu ¢evreleyen ¢ift
yaprakli bir zar olan Bowman kapsiilii, proksimal kivriml tiibiil, Henle kulpunun
ince ve kalin uzantilari, distal kivrimli tiibiil ve toplayici tiibiillerden olusmaktadir.
Her bobrek cisimciginin ¢ap1 yaklasik 200 pm’dir ve kapiller bir yumak olan
glomeriilden olusmustur. Bu yumak Bowman kapsiilii denen iki tabakali epitelden
olusmus bir kapsiille sarilmistir. Kapsiiliin i¢ tabakasi (viseral tabaka) glomeriiliin
kapillerini dis taraftan sarar. Dis tabaka bobrek cisimciginin dis taraftaki sinirmi
olusturur ve Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakas1 adini alir. Bowman kapsiiliiniin
iki tabakasi arasinda, siiziilen sivinin toplandigi idrar boslugu bulunmaktadir. Her
bobrek cisimciginde afferent arteriyollerin girdigi ve efferent arteriyollerin ¢iktig1 bir

damar kutbu ve proksimal kivrimli tiibiillerin basladigi bir idrar kutbu bulunur.



Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakasi ince bir retikiiler lif tabakas1 ve bazal lamina
ile desteklenen tek katli yass1 epitelden olusur. idrar kutbunda epitel, proksimal tiibiil
icin tipik olan tek katli prizmatik yada tek katl kiibik epitele doniistir. Embriyonik
gelisim sirasinda viseral tabaka biiyiik Olglide degisime ugrayarak bu tabakadaki
hiicrelerin govdelerinden birka¢ birincil uzant1 sekillenir ve bu hiicreler ayakli
hiicreler (podosit) admi alir. Her bir primer uzanti ayakcik (pedisel) denen
glomertiliin kapilerlerini saran ¢ok sayida ikincil uzant1 olusturur. Porlu glomeriil
endoteli, bazal lamina ve podositlerin ayakg¢iklari birlikte bobrek cisimciginin siiziicli
duvarini olusturup, su ve iyonlarin gegmesine izin verirken hiicrelerin ve biiyiik

protein molekiillerinin gegisini engellerler (2, 34, 35).

1.1.1.3. Bobrek Fizyolojisi

Bobreklerin 6nemli fonksiyonlarindan biri eksojen veya viicutta metabolizma
sonucu olusan atiklarin organizmadan uzaklastirilmasidir. Oldukga kritik olan diger
bir gorev, viicut sivilarinin hacim ve bilesimini kontrol etmektir. Su ve biitiin
elektrolitlerin viicuda giren ve viicutta olusan miktarlar1 arasindaki denge, dnemli
Olciide bobrekler tarafindan saglanir. Boylelikle bobrekler, hiicrelerin islevlerini
yapabilecekleri uygun homeostazisi saglamis olurlar. Bobrekler toksin atilimi ve
swvi-elektrolit dengesinin diizenlenmesi yaninda viicut sivilarmin osmolalitesinin ve
elektrolit yogunlugunun diizenlenmesi, asit baz dengesinin diizenlenmesi, arteryel
kan basincinin diizenlenmesi, hormonlarin salgilanmasi, metabolize edilmesi,
atilmasi1 ve glukoneogenez gibi dnemli gorevleri de yerine getirmektedir.

Bobregin baslica islevleri sunlardir;

e Viicut sivilarinin igeriginin korunmasi: Bobrekler, viicuttaki sivi voliimiinii,
ozmolaritesini, elektrolit icerigini, konsantrasyonunu ve asiditesini diizenler.
Bu diizenlemeyi, idrarla atilan su ve elektrolit miktarini degistirerek saglarlar.

e Metabolik son iirlinlerin ve yabanci maddelerin viicuttan uzaklastirilmast:
Metabolizma tiriinleri, ¢esitli toksin ve ilaglar1 ekskrete ederler.

e Enzim ve ¢esitli hormonlarm sentez ve sekresyonu:

a) Renin, anjiyotensinojenden anjiyotensin olusumunu katalize eden,

jukstaglomeriiler aparatin graniiler hiicreleri tarafindan salgilanan bir enzimdir.



Anjiyotensin potent bir vazokonstriktor olup, tuz dengesi ve kan basinci
diizenlenmesinde onemli katkilarda bulunur.

b) Renal kortikal interstisyel hiicreler tarafindan yapilan eritropoetin, kemik
iliginde eritrosit olgunlagmasini uyarir.

¢) Vitamin Ds’lin aktif formu olan 1,25- Dihidroksivitamin Ds;, proksimal tiip
epitel hiicreleri tarafindan olusturulur. Bu steroid hormon viicuttaki kalsiyum
ve fosfor dengesinin saglanmasinda 6nemli rol oynar.

d) Pankreasta yapilan insiilinin yaklasik %20°si renal tiibiiler hiicrelerde
parcalanir.

e) Prostaglandin (PG) sentezi yapilir. Bobrek medullasi, vazodilatator etkili olan

PGA,; ve PGE; sentezler (36-38).

1.1.2. Doksorubisin

Antrasiklinler, bir¢cok solid tiimér ve 16semi tedavisinde kullanilan ¢ok genis
spektrumlu ve etkili antineoplastik ajanlardir. En yaygmn kullanilan antrasiklinler
doxorubisin, daunorubisin ve idarubisindir (5-7).

Antrasiklinler, antitiimor ve sitotoksik etkilerini, replikasyon, transkripsiyon
ve rekombinasyon gibi cogu DNA islemleri sirasinda DNA topolojisini regiile eden
niikleer bir enzim olan DNA topoizomeraz II ile etkileserek gostermektedir (8, 9).
DXR kinon igeren antrasiklin grubu bir antibiyotik olup, yiiksek antitiimor etkinlige
sahiptir ve ilk olarak 1969’da bulunmustur (7,10).

Doksorubisin, streptomyces peucetius kiiltlirlerinden izole edilmis olup,
hematolojik maligniteler, 16semi, meme kanseri ve AIDS iliskili Kaposi sarkomu
gibi neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (11,12). DXR, over,
akciger, testis, prostat, serviks, mesane kanserleri ve Ewing sarkomu tedavisinde de
etkilidir (39)

Doksorubisinin  kanser tedavisindeki klinik etkinligine hepatotoksisite,
nefrrotoksisite, cilt toksisitesi ve kardiyomiyopati gibi doz kisitlamasi gerektiren yan
etkiler tesir etmektedir (40-42). Ayrica DXR kilo kaybi, uzamis kullanim siiresi ve
yiiksek doz kullaniminda 6liime de neden olabilmektedir. Ozellikle kardiyak yan
etkilerinden ka¢inmak i¢in bir kisiye uygulanabilecek DXR dozunun 450- 550 mg/

m” ‘nin altinda tutulmas: gerekir (43-45).



Kardiyotoksisite
Nefrotoksisite
Doksorubisinin
yan etkileri

Cilt yan etkileri

Sekil 1. DXR’in yan etkileri (13).

Hepatotoksisite

Doksorubisin kinon igeren bir tetrasiklin halka ve iki karbonlu yan zincirden
ibaret olup, C-13’de karbonil parcacik, C-14’de primer alkol ve C-7°de amino seker
(daunozamin) tetrasiklin halkaya glikozidik bagla baglanmistir (46).

h OH h

MNH2

Sekil 2. DXR’in kimyasal yapis1 (13).

Doksorubisinin kinon-semikinon redoks siklusunun, antineoplastik etkinligi
acisindan O6nemli oldugu disiiniilmektedir. Bir¢ok calisma DXR’in antikanser
etkisini iki yolla ortaya ¢ikardigini 6ne siirmektedir. Bunlardan ilki serbest oksijen
radikalleri (SOR) tretimi, 6teki ise ilactn DNA molekiiliine eklenip topoizomeraz
I’y1 aktive etmek yoluyla meydana getirdigi DNA zincir kirilmalaridir (47-50).
DXR ayrica tiimor hiicrelerinin immiinojenitelerini de potansiyalize etmektedir.
Giincel calismalar DXR’in kalretikiilin molekiiliinii hiicre yiizeyine aktardigini
ortaya koymustur. Bu molekiiliin hiicrenin ’beni ye’ sinyali iiretmesine ve timor
hiicrelerinin immiin hiicreler tarafindan fagosite edilmesine aracilik ettigi

diisiiniilmektedir. Sonug¢ olarak tiimor immiinojenitesi artmis olmaktadir (51-53).



DXR’in sitotoksik ajanlarla kombinasyonu ve tam hiicre asilarmin transjenik

farelerde antitimor yanit1 artirdig goriilmiistiir (54).

1.1.2.1. DXR Aracih Kardiyotoksisite

Kardiyotoksisite potent bir antineoplastik ajan olan DXR’in terapotik
potansiyelini ve kullanimini ciddi bigimde kisitlayan en 6nemli yan etkidir (12, 55).

Ila¢ miykard hiicrelerinde doz bagimli birikici bir hasar olusturup, miyokard
fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir. Toplamda 500 mg/m” iizeri DXR
dozlarinda klinik olarak asikar kardiyotoksisite goriilebilmektedir (56, 57). Son
zamanlarda DXR aracili kardiyotoksisitenin artmis miyokardiyal SOR birikimine,
bozulmus kalsiyum homeostazina ve mitokondriyal hasra bagl olabilecegi goriisleri

agirlik kazanmstir (42, 58-63).

1.1.2.2. DXR Aracih Hepatotoksisite

Doksorubisinin  bazal metabolizmayr etkileyerek hepatotoksik etkiler
olusturdugu bilinmektedir. DXR ile karacigerde yalnizca SOR iiretimi artmaz, ayni
zamanda bunlarin detoksifikasyonu da azalir (64-67).

Deneysel modellerde DXR uygulamasi sonrasit inflamatuar hiicrelerin

graniilomatdz lezyonlar ve periportal fibrozis olusturdugu da goriilmiistiir (68).

1.1.2.3. DXR Aracih Nekroz

Intravendz infiizyon yoluyla uygulanan ilacin interstisyel alana sizmasi
ekstravazasyon olarak adlandirilir (69). Ekstravazasyon DXR uygulamasmim 6nemli
yan etkilerinden biridir. DXR canli hiicrelere direkt toksik etkiler gostererek hiicre
Oliimiine neden olur ve hiicre i¢indeki DXR- DNA kompleksleri intraseliiler alana
gecer ve bunlar yara iyilesmesini saglayan sitokin ve biliylime faktorlerinin
salinmasin1 engelleyerek cilt nekrozlarmin gelismesine neden olurlar. DXR cilt
nekrozuna belirtilen bu mekanizmaya ek olarak bdlgesel mononiikleer hiicre artig1 ve

damar konjesyonlarina sebep olarak da yol acabilir (70-72).



1.1.2.4. DXR aracili nefrotoksisite

Doksorubisin aracili nefrotoksisitenin kesin mekanizmasi heniiz tam olarak
aydmlatilmamstir (13). Fakat cogu arastirmaciya gére DXR’in olusturdugu hiicresel
hasar serbest antrasiklin radikallerinin olusturdugu ciddi plazma membrani hasarina
bagl olarak ortaya ¢ikar. DXR uygulamasi sonrasi bobregin antioksidan 6zellikleri
zayiflar ve bir tiir renal akut bobrek yetmezligi (ABY) tablosu olusur. Bunun sonucu
olarak da bobrekde siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon (GSH)
gibi antioksidan molekiillerin diizeyleri azalirken, malondialdehid (MDA) ve
esdegerleri gibi SOR molekiillerin konsantrasyonlarinda belirgin artiglar goriiliir

(73,74).

1.1.3. Doksorubisin Nefropatisinin Deneysel Modeli

Kronik bobrek hastaligt (KBH)’'nin ¢ogu tipi glomeriiloskleroz,
tiibiilointerstisyel inflamasyon ve fibrozis gelisimiyle karakterizedir. Doksorubisin
kemirgen modellerinde renal hasar1 indiikledigi bilinen ve primer fokal segmental
glomeruloskleroz (FSGS)’a benzer tablo olusturan bir ajandir (75). Olasilikla
antrasiklinlere bagli gelisen bobrek hasari ilk olarak 1970°de Sternberg tarafindan
yayinlanmistir (76). Adriamisin (ADR) aracili renal hasar tanimi ise ratlarda 1976’da
(77) ve farelerde ise 1998°’de (78) yapilmistir. 1977°de Burke ve arkadaslar1 78
yasinda bir erkekte doksorubisin uygulamasi sonrast bdbrek yetmezligini
tanimlamiglardr (79). O giinden bu yana doksorubisin nefropatisi (DN) etraflica

calisilmis ve altta yatan siiregler anlasilmaya caligilmistir.

1.1.3.1. DN Modelinin Avantaj ve Dezavantajlan

Doksorubisin nefropatisi kolayca olusturulabilir ve kuvvetli bir renal doku
hasarlanmas1 modelidir, zira ciddi doku hasar1 olusur ve mortalite (<%5) ve
morbidite (kilo kayb1) kabul edilebilir smirlardadir. Ilag uygulamasi sonras1 birkag
glin icinde bobrek hasar1 gelismeye bagladigi i¢in hasarlanma zamanlamasini
ongormek miimkiindiir. Yapisal ve islevsel olarak bu hasarlama modeli, insanlarin
kronik, proteiniirik bobrek hastaligma onemli dlgiide benzerlik gostermektedir. DN
modeli rat ve farelerde hemen hemen aynidir. Hastaligin calisilmasi i¢cin kemirgen

modeli idealdir. Ciinkii kemirgenlerin kisa iireme periyotlari, hayvan ve
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malzemelerin kolay ve ucuz olusu ve genetik manipiilasyonlara da olanak tanimasi
potansiyel avantajlar1 olusturmaktadir (80).

Doksorubisin nefropatisinin dezavantajlarindan bir1 farkli doksorubisin
miistahzarlariyla ayni siddette renal hasar olusturulamayabilmesidir. Kuyruk veni ya
da intraperitoneal DXR uygulanmasi yetenekli uygulayicilar gerektirmektedir.
DXR’in terapdtik indeksi dar bir ila¢ olmasi 0,5 mg/kg gibi kiiciik doz sapmalarinin
bile diisiik doz uygulamasiyla yetersiz renal hasarlanma yada fazla dozda 6liime
neden olabilmesiyle sonuglanabilmektedir. DXR, DN gelistirmesi acisindan tiir

icinde veya tlirler arasinda degiskenlikler gosterebilmektedir.

1.1.3.2. DN’de farmakokinetik

Insanlarda DXR plazmadan hizla temizlenir ve onemli dlgiide dokulara
baglanir. Agirlikli olarak karaciger tarafindan metabolize edilir. Uygulanan dozun
%4-5’15 giin i¢inde idrarla atilirken, %40-50’s1 7 giin i¢cinde safra yoluyla atilir (81).
Rat ve farelerde ise intravendz uygulama sonrasi ila¢ hizla plazmadan temizlenip
dokularda depolanir ve yavasca idrar ve safraya salinir. DXR oOnemli bir
metabolizmaya ugramaz. Agirlikla bobrekte fakat az miktarda da olsa karaciger, kalp
ve ince barsakta birikir (82). Olasilikla nefrotoksisitenin altinda bu durum yatiyor

olabilir.

1.1.3.3. DN’de DXR Uygulamasi

Doksorubisin uygulamasinda ideal rejim tiir, cins, cinsiyet, yas, kaynak gibi
faktorlere baghdir. Erkek Wistar ratlarda DXR dozu 1,5- 7,5 mg/ kg araligindadir.
Uygulama yolu olarak kimi ¢alismalarda kuyruk veni secilse de, ekstravazasyona
bagl cilt nekrozu bu yolun 6nemli komplikasyonudur. DXR’m dar terapdtik
indeksine bagl olarak uygulanan ilag miktarindaki kiiclik degisimler gelisen renal
hasar ciddiyetini énemli lgiide etkileyebilir. Intrakardiyak ve intrarenal uygulamalar
da olmasmma ragmen, rutin deneysel modellerde kullanimlar1 yaygin degildir.
Intraperitoneal uygulama peritondan emilimdeki degiskenliklere bagli olarak renal
hasarlanma saglamadaki standardizasyon giicliiklerine karsin, uygulama kolayligi
saglamasi nedeniyle tercih edilen bir yontem olarak diisiiniilebilir (83). DN’ne erkek

ratlar, disi ratlara gore daha duyarli ve egilimlidir. Kastre edilmis erkek ratlarda DN
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gelisim olasiliginin azalmis olmasi, DN patogenezinde seks hormonlarmmin 6nemli
olabilecegini diisiindiirmektedir (84).

Doksorubisin nefropatiside histopatolojik degisiklikler podosit filizyonu,
tiibiilointerstisyel inflamasyon, fibrozis ve sklerozla seyreden insan FSGS hastalig1
ile benzerlikler gosterir (85). DXR glomeriiler endotelde incelme ve podosit
efasmani olusturarak plazma proteinlerine karsi olan boyut ve yiik spesifik filtrasyon
bariyerinin kaybina neden olur (86). Bu degisiklikler uygulama sonras1 1-2 haftada
baslamakla beraber 4. haftada en ciddi halini alir. Kemirgenlerdeki bu deneysel
modelde insan nefrotik sendrom (NS) ve KBH ile uyumlu sekilde artmig kreatinin,
azalmig kreatinin klerensi, azalmis serum albumini, dislipidemi ve artmig {riner
protein atilimi gibi bdbrek fonksiyon bozukluklar1 da goriiliir. Bu hayvanlarin
bobreklerinin histopatolojik incelemesinde tiibiilointerstisyel alanda ciddi lenfosit ve
makrofaj infiltrasyonu goriiliir (85). DN’li bobreklerde CD4+ ve CD8+ hiicrelerde
artis olurken, dalakda artis olmamasi bu hiicrelerin renal hasarlanmayr modiile
ettiklerini diistindiirmektedir. Gebe hayvanlarda gebelik 6ncesi ya da sirasinda DXR
uygulamasi ile annede oldugu kadar fotiiste de renal hasarlanma ortaya ¢ikmaktadir

(87).

1.1.3.4. DN’ne Genetik Yatkinhk

Deneysel genetik ¢alismalar 16. kromozom iizerindeki resesif gegisli tek bir
gen lokusunun DN’ne duyarlilig1 belirledigini gostermistir. Bu lokustaki allellerin, 8.
kromozomda bulunan ve hiicresel kemoterapdtik duyarliligiyla ilgili olan arginin
metiltransferaz ekspresyonuyla iliskili oldugu diistintilmektedir (88). Genetik altyap1
DN’nin siddetini de etkilemektedir. Ayni caligmalarda, 8. kromozomdaki bir baska
gen lokusunun da nefropatinin siddet ve ilerlemesiyle ilgili oldugu ortaya konmustur.

Lenfosit sayis1 da DN gelisimi agisindan bir belirleyici olabilir (89).

1.1.3.5. DN Patogenezi

Adriamisin bobrekteki etkilerini, direkt glomeriiler hasar ve sonrasinda da
tiibiilointerstisyel hasar olusturma yoluyla meydana getirir. DXR glomertiler
endotelyal hiicreler (glikokaliksi de etkileyerek), glomeriil bazal membrani ve

podositleri etkileyerek glomertiler filtrasyon bariyerinde degisikliklere neden olur.
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Glikokaliksin kalinlig1 azalir, glomeriil endotel hiicresi por kalinlig1 artar, glomertiler
elektriksel yiik Ozgilliigli azalir ve podosit ayaksi cikintilarinda diizlesmeler
gozlenir. Tim bu degisiklikler glomeriiler endotelyal hiicrelerce iiretilen
glikokaliksin igerdigi proteoglikan ve glikozaminoglikanlarin glomeriil hiicreleri
tarafindan {iretiminin azalmasi ile iliskilidir (90). ADR’in direkt renal hasar
olusturucu etkisini géz oniine sermesi bakimindan, arteri baglanan bobreklerde hasar
gelisiminin olmadig1 deneysel model 6nem tasimaktadir (91).

Doksorubisin nefropatisi gelisim mekanizmalar1 arasinda serbest radikal
dretimin artmas1 Onemlidir. Myxine glutinosa (hagfish) glomeriillerinde ADR
uygulamasi sonrasi glomeriil ATPaz aktivitesi azalirken, su ge¢irgenligi artmakta ve
bu degisiklikler siilfidril vericisi olan N-asetil sistein uygulamasiyla geri
donmektedir. Ilaveten ADR uygulanmasi sonrasi karaciger, bobrek ve kalpte
antioksidan glutatyon diizeyleri azalirken, lipid peroksit diizeylerinin arttig1
goriilmektedir (92). Ileri glikasyon son fiiriinleri (IGSU) reseptorleri olmayan
farelerin ADR aracili podosit hasarindan ve proteiniiriden korundugu goriilmiistiir.
IGSU ligand1 aracili renal hasarlanmada NADP- oksidaz ve p44/p42 MAP kinaz
sinyal yolaklarinin aktivasyonu ve profibrotik biiyiime faktorlerinin upregiilasyonu
onemli rol oynamaktadir (93).

Otaki ve ark. (94) DN’de slit diyaframla iliskili degisiklikleri ¢calismislardir.
ADR uygulamas1 sonras1 7 giin gibi erken donemde slit diyafram molekiilleri olan
nefrin, podosin ve NEPHI (fakat ZO-1 ve CD iligkili protein degil)
ekspresyonlarinda podosit hasariyla uyumlu sekilde siirekliden, siirekli olmayan dot-
benzeri bir patern gelisir. Ozellikle NEPH1 orantisizca etkilenir. Uygulamanin 7.
glinlinde glomeriiler lizatlarm immiinpresipitasyon ve western blot ile caligsilmasi
sonucu nefrinin biiylik 6l¢ciide NEPH1’e affinitesini kaybettigi goriilmiistiir. Bu
calismadaki bilgi ve bulgular, dogasi geregi gozlemsel oldugu icin DN’de slit
diyafram anormallikleri erken kritik olaylar olarak isaret edilmistir.

Mikroarray ¢ip teknolojisi kullanilarak yapilan gen profillemesi sonucu
tanimlanan gen aglarmin DN’deki tiibiilointerstisyel fibrozisin potansiyel
yonlendiricisi oldugu gosterilmistir. Sadlier ve arkadaslari, fibrozis patogenezinde
daha onceden tanimlanmis yolaklar (transforme edici biiylime faktorii beta 1- bag

doku biiyliime faktorii fibronektin- 1 yolagi) yaninda ekstraseliiler matriks tiretimiyle
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ilgili endoglin, clusterin ve gelsolin gibi yeni genleri de tanimlamislardir (95). Bu
genlerin bir boliimii (claudin- 1 gibi) ayrica tiibiiler epitelyum hiicrelerinin epitelyal-
mezenkimal doniisiimii ile de iliskilidir. ADR tiibiilotoksisitesi, glomeriiller {izerine
olan hasarlandiric1 etkilerinden bagimsiz olup, tiibiil hiicresi kemokin salmnimi
(CCL2 ve CCLS5 gibi) ve SOR ve/veya Fas/FasL etkilesimi sonucu gelisen oksidan

hasarlanma yoluyla olmaktadir.

1.1.4. Oksidatif Sistem

Oksijen dogada dioksijen olarak bulunan kararsiz bir elementtir. Bu kararsiz
yapisindan kurtulabilmek icin bagka bir oksijen atomunun dis yoriingesindeki iki
elektronu ortaklasa kullanarak “Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)’ni olusturur (96).
SOR lipid, protein ve niikleik asitler gibi hiicre bilesenlerini okside etme kapasitesine
sahiptir. Ozellikle hiicre membraninda bulunan doymamis yag asitleri oksidasyona
duyarlidir ve bunlarin oksidasyonu lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarmin
baslamasmna neden olur. Bir reaksiyon =zincirinin baslamasi, Oteki reaksiyon
zincirlerinin baglamasina ve siddetlenmesine neden olur ve bunun sonucunda yaygin
peroksidasyon, membran lipid tabakasmin yapisal biitiinliiglinde bozulma, membran
gecirgenliginde artig, iyon transportunda bozulma ve hiicre lizisi ortaya ¢ikar. SOR
bilesiklerinin neden oldugu oksidatif stresin kanser, diyabet, ateroskleroz, ilaglara
bagli nefrotoksisite gibi bircok olaymn patogenezinde ve komplikasyonlarin

gelismesinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (97).

1.1.4.1. Lipid Peroksidasyonu

Serbest oksijen radikalleri etkisiyle ortaya ¢ikan bozukluklarin basinda hiicre
membran lipidlerinin peroksidasyonu (LPO) gelmektedir. LPO, serbest radikaller
tarafindan baglatilan ve membranlarin yapisindaki doymamis yag asitlerinin

oksidasyonuna neden olan kimyasal bir olay olarak tanimlanmaktadir (98).

1.1.4.2. Malondialdehid

Lipidlerinin peroksidasyonun en onemli iiriinii malondialdehid (MDA)’dir.
Ug ya da daha fazla ¢ift bag igceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit
meydana gelir. Olusan malondialdehid, hiicre membranlarindan iyon alis-verisine

etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasma yol acar, iyon
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gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara yol acgar.
MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile tepkimeye girebilir ve
bundan 6tiiri mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (99).

Lipid peroksidasyonu, lipid molekiillerindeki iki ansatiire bag arasinda
yerlesmis metilen grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikmasi ile baslayan karmasik
bir olaydir. Sonugta yeni bir karbon merkezli lipid serbest radikali olusur. Oksijen
varliginda bu yeni lipid serbest radikalinden lipid peroksitleri veya hidroperoksitleri
olusmaktadir. Bu son iirlinler nispeten daha kararli bir son iiriin olan ve lipid
peroksidasyonunun belirteci olarak kullanilabilen MDA’e doniistir (100). Membran
komponentlerinin polimerizasyonuna ve c¢apraz baglanmalarina neden olan MDA;
deformabilite, 1iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyindeki
determinantlari agregasyonu gibi, i¢ membranin bazi 6zelliklerini degistirmektedir.
Ayrica, diffiize olabildiginden, DNA’nin azot bazlariyla reaksiyona girmektedir.
MDA, bu 6zelliklerinden dolayr mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesiktir
(101-103).

Malondialdehid poliansatiire yag asidi peroksidasyon iiriinlerinin baslicasi ve
iizerinde en cok calisilanidir. 1960°lardan bu yana bu molekiilii saptamak ve in vivo
ve in vitro oksidatif stresi degerlendirmek icin cesitli metodlar kullanilmistir.
Biyolojik orneklerdeki baslica MDA kaynagi, poliansatiire yag asitlerinin
peroksidasyonudur. Gegtigimiz 20 yil icinde MDA lipid peroksidasyonunun bir
belirteci olarak kabul edilmis olup c¢esitli hastaliklarda diizeyleri Olgiiliip
degerlendirilmistir. Kanser etyolojisinde lipid peroksidasyonu net bir 6rnek olarak
degerlendirilebilir. Bu durumda MDA lipid peroksidasyonunu gdsteren bir

biyomarker olup ayni zamanda kanser gelisiminin de potansiyel bir nedenidir (104).

1.1.4.3. Lipid Peroksidasyonun Sonuclari

Lipid peroksitleri hiicre zarlarinin énemli bir komponentidir ve Fe, Cu gibi
gecis metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini verirler. Bu nedenle Fe
veya Cu tuzlar1 lipid peroksidasyonunu katalize ederler. Sonugta hiicre zarmin
akiskanligini ve permabilitesini azaltarak zar biitiinliigliniin bozulmasina yol acgarlar.
Lizozomal membranlarin tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraselliiler

sindirime yol acar. Biriken hidroperoksitler direkt olarak toksik etki gdstermenin
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yaninda duyarli aminoasit kalmtilarini (methionin, histin, sistein, lizin) okside eder
veya zincir polimerizasyon tepkimeleriyle enzimleri inaktive edebilirler (105-107).
Yag asidi hidroperoksitlerinin baska bir toksik etkisi de arasidonik asit
metabolizmasinda gozlenir. Yiiksek lipid peroksid seviyeleri prostasiklin sentezini
giiclii bir sekilde inhibe edeceginden arasidonik asit metabolizmasi tromboksan
sentezine dogru kayar ve sonugta ndtrofil stimiilasyonu, siiperoksit anyon tiretimi ve

trombosit agregasyonu tekrar modiile olur (26).

1.1.4.4. Bobrek ve Serbest Oksijen Radikalleri

Hayvan c¢alismalarinda SOR’nin akut-kronik ve/veya immiin ve immiin
olmayan bobrek hastalarinda patofizyolojik Onemi saptanmistir. Tablo 1°de
patogenezde serbest oksijen radikallerinin rolii gdsterilmis renal patolojiler
stralanmigtir (108).

Tablo 1. Serbest oksijen radikallerinin rolii oldugu diisiiniilen renal hastaliklar

Glomeriiler hastalik

» Minimal degisiklik hastalig

* Membrandz glomeriilopati

* Notrofil bagimli hasar, antiglomeriiler bazal membran nefriti
Akut bobrek yetmezligi

* Postiskemik

* Toksik: Sisplatin, gentamisin, vankomisin, amikasin

* Kontrast nefropati, miyoglobiniiri/hemoglobiniiri, radyasyon
Obstruktif nefropati
Pyelonefrit
Tlerleyici bobrek yetmezligi

Calismalarda bobrek dokusu veya idrarda artmis oksidan hasar {riinlerinin
saptanmast ve/veya serbest oksijen radikalleri inhibitorleri verilmesi ile
koruyuculugun deneysel olarak gosterilmesi ile serbest oksijen radikallerinin
nefropati patogenezinde rolii oldugu ortaya konmustur. Farkli iskemi ve inflamasyon

modellerinde SOR’nin glomeriiler hasara neden oldugu saptanmistir (108).
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1.1.4.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest oksijen radikalleri diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasari
sinirlandirmak  i¢in  viicutta  bircok savunma  mekanizmasi  mevcuttur.
Bunlar,“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak
bilinirler. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya

SOR’ni toplayarak lipid peroksidasyonunu baskilarlar (109, 110).

1.1.4.6. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidan maddeler endojen, eksojen ve gida kaynakli antioksidanlar
olarak 3 grupta toplanirlar (111). Tablo.2’de antioksidan maddelerin siniflamasi
gosterilmistir.

Tablo 2. Antioksidan Maddelerin Siniflandirilmasi

[-Endojen antioksidanlar
1-Enzim olanlar

a-Mitokontrial sitokrom oksidaz sistemi
b-Siiperoksid dismutaz
c-Katalaz
d-Glutatyon peroksidaz, Glutatyon —S-transferaz
e-Hidroperoksidaz
2-Enzim olmayanlar
a-Lipid fazda bulunanlar
i - a-tokoferol (E vitamini)
ii - B- karoten
b-Sivi1 fazda bulunanlar: Askorbik asit, melatonin, {irat, sistein, seruloplazmin,
transferin, laktoferin, myoglobin, hemoglobin, ferritin, metionin, albumin,
bilirubin, glutatyon
II- Eksojen Antioksidanlar (ilaglar)
1- Ksantinoksidaz Inhibitérleri: Tungsten, allopurinol, oksipurinol, folik asit
2- NADPH Oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestetikler
3- Rekombinant Siiperoksid Dismutaz
4- Endojen antioksidan aktiviteyi arttiran maddeler: Ebselen, asetilsistein
5- Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol, albumin
6- Demir redoks dongiisiiniin inhibitdrleri: Desferroksamin, seruloplazmin
7- Sitokinler: Tiimor nekroz faktor (TNF), IL-1
8- Demir selatorleri
III- Gida antioksidanlari
1- Butylated Hydroxytoluen (BHT)
2- Butylated Hydroxyanisone (BHA)
3- Sodyum Benzoat
4- Fe-Siiperoksid Dismutaz
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1.1.4.7. Antioksidanlarin Olas1 Etki Mekanizmalari

1) Reaktif oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile cevirme ’toplayici etki’ dir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus
ve kii¢lik molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Reaktif oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme ’bastiric1 etki’ dir. Vitaminler,
flavanoidler bu tip etkiye sahiptirler.

3) Reaktif oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarmi
engelleyici etki ’zincir kiric1’ etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller bu
tip etki gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarm onarilmasi ’onarict etki’ dir

(112).
1.1.5. Vitamin D

1.1.5.1. Vitamin D Biyoaktivasyonu

Vitamin D diyetle almabildigi gibi, giines 1518min etkisiyle ciltte de
olusturulabilir. Cildin giines 151gindaki ultraviyole (UV) 1sinlarina maruz kalmasi
sonras1 7- dehidrokolesterol fotolitik doniisiimle previtamin D3;’e ve sonra da termal
izomerizasyonla vitamin Ds’e doniistir (113, 114). Dogal gidalarin yalnizca ¢ok
kiigiik bir boliimii yeterli miktarda vitamin D, ve Ds igerirken, giiniimiizde cogu
gidaya Vitamin D ilavesi yapilmaktadir. Yine de gidalarla yetersiz alim, giinesten
kacinma ve giines koruyucularin kullanimi nedeniyle vitamin D yetersizligi tiim
diinyada yaygin olarak goriilmektedir. Bu durum, vitamin D yetersizliginin kanser,
otoimmiin hastaliklar ve hipertansiyon gibi pek ¢ok hastalikla iligkili olmasi
nedeniyle 6nem tagir (115).

Vitamin D’nin metabolik aktivasyonundaki ilk basamak 25. karbonun basta

karacigerde olmak iizere hidroksilasyonudur.
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Sekil 3. D vitaminin metabolizmasi

Karacigerde CYP2C11, CYP27A1 ve CYP3A4 hari¢c 6teki sitokrom P450
enzimlerinin ¢ogunun vitamin D bilesenlerini 25- hidroksile ettigi diisiiniilmektedir.
CYP2R1 karaciger ve testiste bulunan bir sitokrom P450 enzimi olup, hem vitamin
D, ve hem de vitamin Ds’ii 25- hidroksile etmekte ve 2R1 gen mutasyonlarinda
hastalarda 25- hidroksi vitamin D diizeyleri diisik saptanmakta ve rikets
goriilebilmektedir (116).

Vitamin D biyoaktivasyonunda ikinci basamak ise fizyolojik kosullarda
bobrekte gerceklesen 1 alfa, 25- dihidroksivitamin D (1,25- (OH)2 D) olusumudur
(117). (Sekil 1). Oteki baz1 hiicre tipleri dolasan vitamin D diizeylerine gebelik,
KBY, sarkoidoz, tiliberkiiloz, graniilomatéz hastaliklar ve Romatoid artrit
durumlarinda etki ediyor olabilir. Fakat bu ekstrarenal kaynakli 1,25- (OH)2 D
genellikle hiicre- spesifik etkiler olusturan otokrin/ parakrin etkilerden sorumludur.
Bu giline degin la- hidroksilaz prostat, meme, kolon, akciger, pankreas beta
hiicreleri, monositler ve paratiroid hiicreleri olmak bir¢ok hiicre ve dokuda

tanimlanmistir (118). (Sekil 4).
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Sekil 4. D vitaminin dokulardaki etkileri

Renal 1a-hidroksilaz aktivitesi kalsiyum homeostazini saglamak {lizere 6nemli
bicimde kontrol altindadir. Diyet kalsiyumu direkt olarak ve indirekt olarak da
parathormon (PTH) iizerinden enzim aktivitesini kontrol altinda tutar (119).

Paratiroidektomi 1a- hidroksilazin hipokalsemi ile uyarilmasmi koreltse de
tamamen ortadan kaldirmaz (120). Kalsiyumun direkt olarak 1lo- hidroksilaz
aktivitesi ve mRNA’sin1 baskilamasi insan proksimal tiibiil hiicre hatlarinda
gosterilmistir (121). Bu etkiye kalsiyum algilayici reseptorlerin (CaSR) aracilik edip
etmedigi heniiz bilinmemektedir. PTH, renal proksimal tiibiil hiicrelerinde 1la-
hidroksilaz gen transkripsiyonunu artiracak bicimde cAMP iizerinde degisiklikler
yaparak la- hidroksilaz aktivitesi ve mRNA’sin1 direkt olarak diizenler (122).

Diyette fosfat kisitlanmasi, PTH ve kalsiyumdan bagimsiz olarak la-
hidroksilaz aktivitesi ve mRNA’sin1 artirir (123). Hiicre kiiltiirlerinde fosfatin 1a-
hidroksilaz lizerine direkt etkisinin olmamasi, diyet fosfatinin etkilerine sistemik bir
hormonun aracilik edebilecegini diisiindiirmektedir. Bu etkiye aracilik etmesi olas1
ajanlar son donemde tanimlanmis olan fosfatiirik faktorler yada fosfatoninler olan
fibroblast biiyiime faktorii 23(FGF-23), frizzled- iliskili protein 4 (FRP-4), ve
matriks ekstraseliiler fosfoglikoproteinprotein (MEPE)’dir (124). FGF-23 renal fosfat
reabsorbsiyonunu NPT2’yi inhibe ederek azaltir. FGF-23 fosfat yliklenmesiyle artan
ve fosfat homeostazinda rol alan bir molekiildiir. FGF-23 eksprese eden transjenik
farelerde diisiik plazma fosfat diizeylerine ragmen azalmis 1,25- (OH), D; diizeyleri
saptanmistir (125). FRP-4 uygulamasiyla hipofosfatemi gelistigi saptanmistir fakat
1,25- (OH), D3 ve 1a- hidroksilaz diizeyleri artmamistir ve bu durum FRP-4’{in 1,25-
(OH), Dsj iizerine baskilayict etki gosterdigini diisiindiirmektedir (126). Benzer
sekilde MEPE’nin in vivo olarak overekspresyonu hipofosfatemiye ve 1,25- (OH),
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D; diizeylerinde azalmaya neden olur (127). Boylelikle tiim fosfatoninler dolasan
1,25- (OH)2 Dj; diizeylerini degistirmekte ve belki de la- hidroksilaz tarafindan
yapilan fosfat kontroliine aracilik etmektedir.

Aktif vitamin D3 (D1,25-(OH),Ds;)‘ln feedback kontrolii kendi dolasan
diizeylerini sinirlar ve vitamin D intoksikasyonunu en aza indirir. Her ne kadar in
vivo etkiler kismen de olsa artmis kalsiyum, fosfat ve azalmig PTH’a bagl olsa da
bobrek hiicre kiiltiirlerinde 1la- hidroksilaz aktivitesinin direkt baskilanmasi
kaydedilmistir (128). 1,25- (OH), Dstedavisiyle 1a- hidroksilaz mRNA’sinda azalma
goriiliir (129), fakat son kanitlara goére bu durum 1,25- (OH), D5’iin direkt etkisinden
ve reseptoriiniin lo- hidroksilaz gen promoterine olan etkisinden ziyade promoter
etkinligin PTH (cAMP) tarafindan indiiklenmesinin inhibisyonuna baghdir (130).

Renal 1,25- (OH), Ds iiretimini kontrol eden bir baska olas1 faktor de Klotho
geni uriiniidiir. Klotho geni olmayan farelerde artmis 1,25- (OH), D;, yiiksek plazma
kalsiyum ve fosfat diizeyleri olup, bu hayvanlar ektopik kalsifikasyonlara bagli
olarak erkenden oliirler (131). Hiperkalsemi, hiperfosfatemi ve diisiik PTH’a ragmen
bazal lo- hidroksilaz diizeyinin yiiksek olmasi, klotho gen iirliniiniin 1lo-
hidroksilazin negatif kontrolorii oldugunu diistindiirmektedir. Klotho 1,25- (OH), D3
tarafindan da indiiklenmektedir (132).

Bobrek dis1 dokulardaki la- hidroksilaz kontrolii bobrektekinden oldukga
farkli olup, lokal iiretilen 1,25- (OH), Ds’iin otokrin/ parakrin islevleriyle iligkilidir.
1,25- (OH), Ds sentez ve yikimai sitokinler ve biiylime faktorleri gibi lokal faktorlerin

kontroliindedir.

1.1.5.2. 1,25- (OH), D; Metabolizmasi

Aktif vitamin Ds’lin serum kalsiyum ve fosfatii artiran yiiksek potansiyeli,
etkinligini zayiflatacak bir mekanizma gerektirmektedir. Vitamin D tarafindan
indiiklenebilen dokulardaki 24- hidroksilaz enzimi 24 ve 23. Karbon atomlarinda bir
seri oksidasyon tepkimesini katalizleyip yan zincir ayrilmasi ve bdylelikle
inaktivasyona neden olur. Islevsel 24- hidroksilaz enzimi olmayan farelerde,
parcalanma kapasitesinin azalmis olmasma bagl olarak yiiksek serum 1,25- (OH),
Ds diizeyleri goriiliir (133). 24- hidroksilaz ve 1a- hidroksilaz arasinda karsilikli bir

kontrol mevcuttur. 24- hidroksilazin aktivite ve ekspresyonu fosfat tarafindan
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artiritlirken (123), PTH tarafindan azaltilir (107). 24- hidroksilaz geni en az 2 ayr1
vitamin D yanit 6gesi ihtiva eder ve bunlar da transkripsiyon reseptorleri vasitasiyla
1,25- (OH), Dy-iin etkilerine aracilik ederler (134).

Aktif vitamin D; ayrica 1,25(R)-(OH),Ds- 23(S), 26-lactona da
dontistiiriilebilir ve bu metabolit 1,25- (OH), D; etkilerine kars1 hafif antagonistik
etki gosterir (135,136). Son caligmalarda kimi hiicrelerde 1,25- (OH), Ds;‘lin 38
hidroksil grubu 3 a pozisyonuna epimerize olabildigi (3- epimeraz enzimi ile)
gosterilmis olup (137) 1,25(OH),—3-epi-D3 biyolojik aktivitesini koruyarak daha
yavas metabolize oldugu gosterilmistir. Bu epimer sayesinde spesifik olarak 3-
epimeraz igeren hiicrelerde hormon aktivitesinin uzamasi saglanirken, proapopitotik

etkinlikleri de artmaktadir (138).

1.1.5.3. Vitamin D’nin tasinmasi

Vitamin D metabolitleri suda cok az ¢oziinebilen lipofilik molekiiller
olduklar1 i¢in dolasimda plazma proteinlerine baglanarak tasmirlar. Bu tasiyicilar
arasinda en onemlisi vitamin D baglayict protein (DBP) olup, metabolitlere afinite
siras1 25(OH)D= 24,25(0OH),D >1,25(0OH),D> vitamin D seklindedir (139). DBP’in
plazma diizeyi, vitamin D metabolitlerinden 20 kat yiiksek olup, dolasan vitamin D
bilesenlerinin %99’dan fazlas1 basta DBP ve daha az oranda albumin ve
lipoproteinlere olmak {iizere proteinlere baglidirlar. Bu durum bu bilesenlerin
farmakokinetikleri a¢isindan 6nemlidir. DBP- bagl vitamin D’nin hedef hiicrelere
ulagimi daha sinirli (139) ve dolayisiyla hepatik metabolizma ve biliyer salgilanmaya
daha az maruz olmalar1 dolayisiyla dolagimdaki yar1 dmiirleri daha uzundur. Aktif
vitamin D bilesenlerinin serbest formlarmin konsantrasyonu arttikca biyolojik
etkinlikleri de korele bicimde artmaktadir (140). Dolayistyla DBP, serbest vitamin D
bilesenlerini tamponlayip, intoksikasyona engel oluyor gibi goriinmektedir (141).
DBP diizeyleri vitamin D tarafindan kontrol edilmeyip, karaciger hastaligi, nefrotik
sendrom ve malnutrisyonda azalirken, gebelik, Ostrojen tedavisiyle de artmaktadir.
DBP diizeyleri degisse de sabit tutulma g¢abasi i¢inde olan serbest 1,25- (OH), D;
diizeyleri vitamin D metabolizmasindaki self- kontroliin 6rneklerindendir. Esasinda

DBP geni olmayan farelerde diisiik 25- (OH) D ve 1,25- (OH), D diizeylerine karsin
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rikets belirtilerinin olmamas1 yukarida belirtilen serbest hormon hipotezini destekler
niteliktedir.

Ote yandan 25(OH)D’nin lo- hidroksilaz igeren proksimal tiibiil hiicrelerine
kolayca diffiize olmadig: artik bilinmektedir. Endositik reseptor megalinden yoksun
farelerde vitamin D eksikligi gelistigi ve idrarda DBP ve ona bagl vitamin D
metabolitlerinin kaybmna bagli olarak rikets gelistigi goriilmiistiir (142). Boylece
25(0OH)D’nin proksimal tiibiile girisi bazolateral yiizey boyunca difiizyon yoluyla
olmayip Sekil 5’de gosterildigi gibi fircamsi kenardan DBP’nin reseptor aracili alimi

seklinde olur.
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Sekil 5. Vitamin D’nin bdbrek tiibiil hiicresinden diflizyonu
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Vitamin D baglayici protein geni olmayan farelerin vitamin D
intoksikasyonuna direngli olmasi bu mekanizmayla agiklanabilir (143). DBP geni
olmayan fareler vitamin D intoksikasyonuna direngli olduguna goére 25(OH)D’nin
DBP’den bagimsiz alimi da s6z konusu olmalidir. Megalin burada endositozu
kolaylastiran protein kompleksinin bir pargasidir. Yine reseptor iligkili protein (RAP)
de gerekli olup, yoklugu DBP’nin ekskresyonuna yol agar (144), ¢iinkii RAP
kiibilinin uzaklastirilmasmni saglar (145) ve kiibilin de megalin tarafindan igeri
almmadan 6nce DBP’nin hiicre yiizeyinde sekestre olmasi i¢in gerekli bir proteindir.
Hiicre i¢ine girdikten sonra legumain tarafindan DBP pargalanir (146) ve agiga ¢ikan
25(0OH)D 1a- hidroksilaz veya 24- hidroksilaz tarafindan metabolize olur ve burada
25(OH)D’nin mitokondriye gec¢isi de pasif olmaktan ziyade kolaylastirilmis yolla
olmaktadir. Megalinin intraseliller COOH™ terminali en az iki vitamin D baglayan

proteinle etkilesir; bunlar IDBP-1 ve IDBP- 3’tiir (147). IDBP’ler 1s1 sok
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proteinlerinin homologlar1 olup, 25(OH)D bilesenleri yaninda Ostradiole de (148)
baglanirlar ve farkli fonksiyonlar gosterirler. Megalin eksprese eden hiicrelerde
IDBP-3’iin overekspresyonu 25(OH)D’nin hidroksile edilmek iizere mitokondriye
hareketini artirir. Aslinda IDBP-3, 1a- hidroksilaz ile direkt olarak etkilesim i¢inde
gibi goriinmektedir. Ote yandan IDBP- 1’in overekspersyonu 1,25- (OH), Ds’iin
VDR’ne hareketini artirir. Megalinin VDR koaktivatorii olan SKI- etkilesimli protein
(Skip)’e baglandig1 da gosterilmis olup, bu da vitamin D aktivitesini kontrol ettiginin
bir bagka gostergesidir (149).

Megalin diizeylerinin 1,25- (OH), D3 tarafindan artirilmasi (150), 1,25- (OH),
Dj; iiretiminde bir feed- forward (ileri besleme) mekanizmasi saglar. Parsiyel (3/4)
nefrektomi, ratlarda kalan bobrek dokusunda 2 hafta i¢inde megalin ekspresyonunda
diismeye neden olur ve sonrasinda da lo- hidroksilaz mRNA’sinda artig goriiliir.
Boylelikle azalmis megalin seviyeleri ve renal kitle kaybina bagli azalmis sentez
kapasitesi kompanse edilmis olur (151). Bu bulgu erken bobrek yetmezlikli olgularda
vitamin D desteginin 6nemini desteklemektedir.

1.1.5.4. 1,25- (OH); D3- VDR etkilesimi

Atif vitamin Ds’ilin bir¢ok biyolojik etkisi i¢in ihtiya¢ olan yiiksek affinitedeki
reseptdor VDR olup, bu reseptor steroid hormonlarin niikleer reseptorleri ailesinin bir
iiyesidir. Bu reseptor ailesinin 6teki tiyeleri gibi VDR de ligand tarafindan aktive

edilen transkripsiyon faktorii olarak etki eder (152) (Sekil 6).
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Sekil 6. Vitamin D- VDR etkilesimi

24



1.1.5.5. Vitamin D’nin biyolojik etkileri

1.1.5.5.1. Klasik vitamin D yanith organlar

Sekil 7°de ozetlendigi lizere bobrek, kemik, paratiroid bezi ve barsaklar
arasinda mevcut olan ve normal hiicre fizyolojisi ve iskelet biitiinliiglinii saglamak
iizere ekstraseliiller kalsiyum diizeylerini dar bir aralikta tutan etkilesimin ana

bilesenlerinden biri vitamin D endokrin sistemidir.
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Sekil 7. Aktif D vitaminin kalsiyum homeostazisindeki rolii

Vitamin D ince barsaklardan kalsiyum ve fosfor absorbsiyonu igin,
mineralize bir kemik dokunun gelismesi ve siirdiiriilmesi i¢in ve paratiroid
fonksiyonlarmin diizenlenmesi i¢in gereklidir.

Paratiroid bezleri: Vitamin D endokrin sistemi paratiroid fonksiyonunun
etkin bir diizenleyicisidir. Vitamin D eksikligi paratiroid hiperplazisine, artmis PTH
sentez ve salmimina neden olurken 1,25- (OH), D3 uygulamasi PTH sentez ve
paratiroid hiicre hiicre biiyiimesini inhibe eder ve bdylelikle KBY’de gelisen
sekonder hiperparatiroidizm tedavisinde 1,25- (OH), D3 tedavisi etkilidir (153). PTH
geninin 1,25- (OH), D3- VDR kompleksi tarafindan baskilanmasmin yani sira 1,25-
(OH); D3 hem paratiroid bezindeki VDR diizeyini ve hem de kalsiyuma paratiroid
bezinin yanitin1 da kontrol eder. KBYli farelerde serum 1,25- (OH), D; seviyesi ile
paratiroid VDR protein icerigi arasinda direkt ve giiclii bir korelasyon vardir (154).
Dahasi, proflaktik 1,25- (OH), D3 uygulamas1 KBY progresyonuna katkida bulunan
paratiroid VDR ekspresyonundaki azalmayi engeller. KBY’ de uzamis 1,25- (OH),
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Dj; eksikligi paratiroild VDR ve CaSR diizeyinde 6nemli azalmaya neden olur ve bu
nedenle PTH sentezini baskilamak i¢in yliksek serum kalsiyum ya da 1,25- (OH);, D3
dozlarma gereksinim duyulur (153).

Bobrek: 1,25- (OH), Ds’lin bobrekteki en 6nemli endokrin islevi la-
hidroksilaz1 baskilayip, 24- hidroksilazi stimiile ederek ve proksimal tiibiilde megalin
ekspresyonunu indiikleyerek kendi homeostazi iizerine siki bir kontrol saglamasidir
(150).

Aktif vitamin D; renal kalsiyum absorbsiyonu ve kalbindin ekspresyonunu
artirip, kalsiyumun idrara salgilanmasinin en son belirleyici noktasi ve yiiksek VDR
icerigine sahip olan distal tiibiillde PTH- bagimli kalsiyum transportunu hizlandirir
(155). 1,25-(OH), D3 aracili kalsiyum reabsorbsiyonunda, TRPV ailesinin bir {iyesi
olan epitelyal kalsiyum kanallar1 (ECaC- TRPV5) 6nemli bir hedeftir. Insan bobrek
ECaC promoterinde bazit VDR baglant1 bolgeleri mevcuttur. Dolasan 1,25- (OH), D;
diizeylerindeki azalma birlikte kanalin protein ve mRNA diizeylerinin
ekspresyonunda belirgin diisiisle sonuclanir (156).

Atif vitamin Ds; tedavisi, PTH’dan bagimsiz antiproliferatif etkiler yaninda
podosit kayb1 ve hipertrofisinin 6nlenmesi yoluyla glomeriiloskleroz gelisimi ve

albuminiiri progresyonunu azaltir (157).

1.1.5.5.2.Vitamin D’nin klasik olmayan etkileri

Genetik, nutrisyonel ve epidemiyolojik anormallikler vitamin D endokrin
sistemiyle, kalsiyum homeostaziyla iliskisiz olarak etkileserek hipertansiyon,
bozulmus kas fonksiyonu, enfeksiyonlara egilim, otoimmiin hastaliklar ve kanser
gibi bir¢cok hastalikla sonuclanabilir (158, 159).

Vitamin D tedavisinin malign hiicre biiyiimesini baskilayici, hiperproliferatif
hastaliklarda apopitozisi indiikleyici, immiin yaniti modiile edici, insiilin salinimi-
kas fonksiyonlarini- sinir sistemini kontrol edici etkileri ¢esitli caligmalarda ortaya
konmustur.

Renin- anjiyotensin sistemi (RAS) kan basinci, elektrolitler ve voliim
homeostazinin diizenlenmesinde merkezi bir rol iistlenmektedir. Bir¢ok c¢alisma

yetersiz glines 15181 maruziyeti veya diisiik serum 1,25- (OH), D5 diizeyleriyle ytliksek
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kan basinci ve/ veya yiiksek plazma renin aktivitesi arasinda iliski saptamislardir
(160, 161).

Aktif vitamin Ds; renin-anjiyotensin sistemi i¢in negatif bir endokrin
diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. VDR geni olmayan farelerde renin
ekspresyonunda belirgin artis ve plazma anjiyotensin II liretimindeki artisa bagh
olarak hipertansiyon, kardiyak hipertrofi ve su aliminda artis ortaya ¢ikar. Vahsi
farelede yapilan dogrulayici ¢alismalarda 1,25-(OH), D; sentezinin inhibisyonuyla
renin ekspresyonunun arttigr gorilmiis ve 1,25-(OH), D; uygulamasiyla, serum
kalsiyumundaki degisimlerle iligskisiz olarak VDR- aracili bir mekanizmayla renin
dretimi baskilanmigtir. Sonugta vitamin D, RAS sisteminin down- regiilasyonuna

neden olur.

1.1.6. Transient Reseptor Potansiyel Vanilloid 1 Kanallar1 (TRPV1)

Transient reseptor potansiyel vanilloid 1 (TRPV1)- pozitif sensoriyal
sinirlerin kardiyovaskiiler fonksiyonlar, kan basinci ve viicut agirlig1 tizerinde 6nemli
rol oynadig1r gosterilmistir (17-23). Kalp dokusunda eksprese edilen TRPV1’in
aktivasyonu, kalsitonin geni iliskili peptid (CGRP) ve substans P (SP) salinimi
yoluyla (162) kalbi iskemi/ reperflizyon hasarindan korur ve bu TRPV1 aktivasyonu
CGRP salinimma bagl gelisen vazodilatasyona bagl olarak sistemik kan basincinda
diismeyle sonuglanir (163-167). TRPV1’i ve/ veya TRPV1’in alt yolaklarmni aktive
eden ilaglarin bobrekleri (168) ve akcigerleri (169) iskemi aracili hasarlanmadan
korudugu tanimlanmistir. Son donemlerde TRPV1 kanallar1 endotel hiicrelerinde
saptanmis ve bunlarm kan basinci regiilasyonu ve doku kan akiminda 6nemli iglevler
yerine getirdigi ortaya konmustur. Diyetle alinan kapsaisinle kronik olarak aktive
edilen TRPV1’in endotele bagl vazodilatasyonu iyilestirdigi ve hipertansiyonu
onledigi saptanmistir (170). Endotelyal TRPV4 kanallari, endotele elementer
kalsiyum akismi saglayan iyon kanallar1 olarak fonksiyon goriir ve damarsal
fonksiyonlar1 diizenler (171). TRPV1 ve 4 bir¢ok sistemik vaskiiler yatakta eksprese
edilse de renal vaskiiler yapilardaki goreceli ve bdlgesel dagilimi tam olarak
bilinmemektedir (172, 173). Bu kanallarin saglhk ve hastalik durumlarmdaki
fonksiyonlarmi netlestirmek igin biyolojik ozelliklerini ve endojen modiilatorler

tarafindan regiilasyonlarini anlamak biiyiik 6nem tagir. TRPV kanallari, multimerler
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olusturarak iletim ve kap1 6zelliklerinde 6zgiinliik saglayan fonksiyonel ¢esitlilikler
gosterebilmektedirler (174, 175). TRPV1 agonist ve antagonistleri ¢esitli kosullarda

analjezik ilaclar olarak denenmektedir.

1.1.6.1. TRPV1 ve 4 Kanallarinin Elektrofizyolojik Ozellikleri

Transient Reseptor Potansiyel Vanilloid kanallari, tipkt TRP ailesinin 6teki
iyeleri gibi 6 transmembran parcasi ve intraseliler C ve N terminalleri olan
peptidlerdir. Bu polipeptidler fonksiyonel kanallar olusturmak {izere beserli olarak
bir araya gelirler. TRP kanallar1 esasen se¢ici olmayan katyon kanallaridir. TRPV
kanallar1 ise sodyuma gore, kalsiyum ve magnezyum i¢in oldukca secicidir. TRPV1
icin Ca'/ Na' segiciligi 4-10:1 ve TRPV4 igin ise 6:1 gibi hafif diizeydedir (176-178).

Nativ TRPV1 kanallar1 daha ¢ok dorsal kok gangliyonlar1 ile gangliyon
trigeminale ve nodosum’da calisilmistir. Nativ TRPV1’in akim- voltaj iliskisi, disa
dogru olan akim seklindedir ve tersine ¢cevirme potansiyeli ise fizyolojik ¢ozeltilerde
0 mV’a yakindir. Tek kanal kondiiktansi ise yaklasik 80 pS’dir (179). Bu kanallar
sicak ve asit gibi potansiyel tehlikeli kosullar1 algilayabilmektedirler. Buna goére
TRPV1 kanallar1 43°C iizeri 1s1 ve 5,9 alt1 pH’da aktive olurlar. TRPV1 kanallarinin
elektrofizyolojik 6zelliklerinin ¢ogunun saptanmasinda, eksojen TRPV1 aktivatorii
olan ve ac1 biberden elde edilen kapsaisin ve endojen aktivator olarak da anandamid
ve N- arasidonoil- dopamin kullanilmistir (178, 179).

Nativ TRPV4 kanallariysa agirlikli olarak bobrek, karaciger, akciger, kalp,
damarsal yapilar, yag dokusu ve duyusal gangliyonlarda ¢alisilmistir (180). TRPV4
kanallar1 1s1iyla ve mekanik olarak aktive olan kanallardir. Bu kanallarin sistemik
osmotik basin¢ ayarlanmasinda etkili oldugu gosterilmistir (181-184). Farkli TRPV

kanal alt tipleri arasinda bir¢ok farkli heteromultimer olusabildigi diistintilmektedir.

1.1.6.2. TRPVY’in Endojen Modiilatorleri

Transient Reseptor Potansiyel Vanilloid 1 Kanallari, TRP kanallar1 arasinda
en 1y1 bilinenidir, ¢linkli biberin (chilli pepper) aci ve 1s1 olusturan bileseni olan
kapsaisinin hedef molekiilii olarak kesfedilmistir. Agr1 tedavisinde kapsaisinin hem
geleneksel halk tibbinda ve hem de deneysel agr1 arastirmalarinda uzun bir gegmisi

vardir. Julius ve arkadaslart TRPV1°1 kapsaisinin hedef molekiilii olarak kesfetmis ve

28



TRPV1’in asidik pH gibi kimyasal ve 43 °C tizerindeki 1silar gibi fiziksel uyaranlari
biitlinlestiren polimodal bir katyon kanali oldugunu ortaya koymuslardir (179).
Organizmanin sicakliginin algilanmasi ve beden 1sismin diizenlenmesinde onemli
fonksiyonlar1 olan TRPV1 bir¢cok néronda saptanmistir.

Bu bilgiler 151ginda, TRPV1’1 aktive eden ligandlar organizma tarafindan
sicak ve agrili olarak algilanir. Chilli pepper yaninda TRPV1 kanallarin1 aktive eden
bircok bitkisel bilesenler disinda son yillarda 6riimcek, akrep ve tarantula zehirleri de
TRPV1 ligand1 olarak tanimlanmistir. Endojen TRPVI1 iyon kanal aktivatorleri
’endovanilloidler’ olarak adlandirilmakta olup, bunlar arasidonik asit metabolizmasi
irtinleridirler ve 5-, 12-, 20- lipooksijenaz iiriinleri ve N- a¢il dopamin konjiigatlarini
kapsamaktadirlar. Fakat hem eksojen ve hem de endojen bu aktivatorlerin fizyolojik

rolleri ve molekiiler etki yolaklar1 heniiz tam olarak anlagilmamistir (185).

1.1.6.3. TRPV1 ve PI3K

Fosfatidilinositid 3- kinaz (PI3K) yolaginin akut ve kronik bobrek hasarinda
rol oynadig1 bilinmektedir (186-191). Fosfatidilinositid 3- fosfat (PIP3), sif 1 PI3K
lipid kinazlar ailesi tarafindan olusturulan membrana bagli bir ikincil mesajcidir.
PIP; ve alt bilesenleri, reseptor tirozin kinazlarmin biliylime faktorii reseptor ailesine
ait hiicre yiizey reseptorleri ve/ veya G- protein- ¢iftli (esli) reseptorlerinin kontrolii
altindadir. PI3K ve TRPV1 arasindaki etkilesim sonucunda sinir biiylime faktoriiniin
(NGF) plazma membranindaki kanallarin sayismi artirdigi diisiiniilmektedir (192).
TRPV1’in plazma membranindaki yeniden dagilimma PI3K yaninda insiilin ve IGF-
1 gibi &teki baz1 stimuluslarin da neden oldugu gdsterilmistir (193, 194). Insiilin ve
IGF-1’in kanali fosforile ederek reseptor duyarliligni artirdigi (195) ve PI3K
yolagina benzer sekilde TRPV1 mRNA veya protein diizeylerini artirdigi (196, 197)

da distiniilmektedir.

1.1.6.4. TRPV1 ve Bobrek Fizyolojisi

In vivo olarak ya da izole edilmis perfiize bobreklerde TRPV1’in aktivasyonu
glomertiler filtrasyon hizini1 ve renal sodyum ve su ekskresyonunu artirir (24).
TRPV1’in renal etkilerinde olasilikla purinerjik P2Y, reseptor aktivasyonu rol

oynamaktadir (198).
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Transient reseptor potansiyel vanilloid 1 kanallar1 renal korteks ve medullada
tiibiillerde eksprese edilir (199, 200). Ayrica renal pelvis, pelviiireterik bileske ve
iireteri innerve eden TRPV1 pozitif sensoriyal sinirler de tanimlanmistir (201, 202).
TRPVI’in renal pelviste diisiik basing baroreseptorii olarak islev gordiigi ve
mekanik uyarilara yanit olarak primer renal afferent C liflerinden noéropeptid
salmimini regiile ettigi gosterilmistir (203). Bir taraf renal pelvisinde eksprese edilen
TRPV1’in aktivasyonu ayni taraf afferent renal sinir aktivitesi (ARNA) nde artis,
kars1 tarafta diiirez, natriiirez ve renal pelvisten SP ve CGRP salinimina neden olur
(204, 205). Aksine TRPVI1 agonisti kapsaisin tarafindan ARNA stimiilasyonu,
sempatoinhibitor sistemin kuvvetle etki etmesine neden olur ve bu, merkezi sempatik
akim (out- flow) iizerine olan elektriksel afferent etkilerden ziyade ndrokinin 1
reseptor yolagi lizerinden etki eden norokinin salinimi ilizerinden olmaktadir (206).
Tim bu bilgiler TRPVI’in renal filtrasyon fonksiyonunun ve sodyum ve
homeostazinin saglanmasinda yasamsal rolii oldugunu ortaya koymaktadir (20). Bu
nedenle TRPV1 disfonksiyonunun renal ekskresyon fonksiyonunun ve hemodinamik
homeostazin bozulmasina neden olabilecegi sdylenebilir (207). Ilaveten, bdbrekle
ilgili olabilecek sekilde TRPV1’in endotel hiicreleri iizerinde de olasi rolii mevcuttur

(208).

1.1.6.5. KBY’de TRPV1

Kronik bobrek yetmezligi (KBY)’de TRPV1 ile ilgili bilinenler oldukca
smirhdir. Gilincel bilgiler, TRPV1 aktivasyonunun renal fibrozis iizerine yararl
etkileri olabilecegi yOniindedir. Dort hafta boyunca deoksikortikosteron asetat
(DOKA) tuzu verilmis olan, tek tarafli nefrektomi yapilmis farelerde TRPV1
aktivasyonunun kronik renal fibrozise kars1 koruyucu oldugu gdzlenmistir (209). Ote
yandan, DOKA tuzu ile hipertansiyon saglanmis olan TRPV1 knock- out farelerde

renal inflamatuar yanitlarin siddetlendigi goriilmiistiir (210).

1.1.6.6. ABY’de TRPV1

Vanilloid reseptor agonistleri olasilikla akut iskemik bdbrek hasarinda
renoprotektif rol oynamaktadir. TRPV1 endotelyal vazorelaksasyonda da 6nemli rol

oynamaktadir. Ueda ve arkadaglari ratlarda iskemik ABY’de kapsaisinin (iskemiden
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30 dakika once, oral uygulama) etkilerini incelemislerdir (211). Iskemik ABY, tek
tarafli nefrektomiden 2 hafta sonra 45 dakika boyunca sol renal arter ve venin okliide
edilip, sonrasinda da reperflize edilmesiyle saglanmistir. Kapsaisin, doza bagimli
olarak iskemi/ reperflizyona bagh renal disfonksiyonu azaltmistir. Ayrica kapsaisin
tedavisiyle iskemi/ reperflizyon aracili notrofil infiltrasyonu, renal siiperoksit iiretimi
ve renal tiimdr nekrozis faktdr (TNF) alfa mRNA ekspresyonu azalmistir. Ote
yandan kapsaisin, renal interlokin (IL)- 10 mRNA ekspresyonu ve IL- 10 plazma
diizeylerini artrmistir. Benzer etkiler bir baska TRPVI1 agonisti olan
resiniferatoksinin subkutan uygulamasiyla da gézlemlenmistir. Bu sonuglar, TRPV1
agonistlerinin iskemi/ reperfiizyon hasarina kars1 bobrek iizerinde koruyucu etkileri
oldugunu ortaya koymaktadir. Ueda ve arkadaslari (211) TRPV1 tarafindan
inflamatuar yanitin inhibisyonunun renoprotektif etki agisindan 6nemli oldugunu
gostermislerdir. Takip eden diger bir calismada, benzer etkiler bir bagska oral TRPV'1
agonisti olan SA13353 (1-(2-(1- adamantil)etil)-1- pentil- 3-(3-(4- piridil)propil)iire)
uygulamasiyla da goriilmiistiir (212).

Transient reseptdr potansiyel vanilloid 1 kanallarmin iskemik ABY’deki
roliiniin degerlendirildigi bir bagska ¢aligmada farelerde TRPV1 aktivatorii olarak
sentetik N- oktanoil- dopamin (NOD) kullanmislardir (213). Oteki bdbregi
cikartilmis farelerde, intraven6z NOD verildikten 1 saat sonra renal arter 45 dakika
boyunca klampe edilmistir. Klempin agilmasindan hemen once hayvanlara 2. Doz
NOD verilmis ve renal fonksiyonlar 0, 1, 3, 5. giinlerde degerlendirilmistir. Bir¢cok
doku yaninda bobrekleri de innerve eden dorsal kok gangliyonlarinda NOD, TRPV1
kanallarin1 aktive etmistir. Dopamin ve salin alan gruplara kiyasla NOD, renal
fonksiyonlar ve renal epitelyum hasarmi diizeltmistir. Bu bilgiler, ABY sonrasi
bozulan renal fonksiyonlarin, TRPV1’in NOD ile aktivasyonu sonrasi hafifledigini
ortaya koymaktadir.

Duysal noronlarin aktivasyonu iskemi/ reperflizyon aracilt ABY nin patolojik
gelisim siirecinde 6nemli rol oynamaktadir (214). Duysal noronlarin aktivasyonu
baslica endotelyal PGI, iiretimini artrmak yoluyla inflamatuar yaniti zayiflatir ve
akut renal hasar1 azaltir.

Deneysel modellerde TRPV1 aktivasyonunun, adipogenez ve obesiteyi

onledigi (215), endotel aracili vazorelaksasyonu diizeltip, hipertansiyonu onledigi
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(208) vaskiiler lipid birikimini 6nleyip, aterosklerozu azalttig1 (216, 217) gosterilmis
olmasina karsin, konuyla ilgili kapsamli klinik ¢alismalar yeterli degildir.

Transient reseptor potansiyel vanilloid 1 kanal modiilatérlerinin yan
etkilerinin termogenez lizerine oldugu diisiiniilmektedir (218). TRPV1’in kapsaisin
tarafindan aktivasyonu, viicut isisinda gecici diismelere sebep olurken, TRPV1

antagonistleri ise artmig viicut sicakligma neden olur.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali ve Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi
(FUDAM)’nde yapildi. Calismanin yapilabilmesi igin gerekli olan etik onay, Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan 12.06.2013 tarih, 2013/05 sayili

toplantidan 74 numarali karar ile alind1.

2.1. Deney Hayvanlan

Calismada FUDAM dan temin edilen 8 haftalik Wistar Albino cinsi, 24 adet
erkek (250- 350g) rat kullanildi. Ratlar rastgele secilerek 4 gruba ayrildi. Gruplarin
kendi icinde homojen olmasina ve gruplardaki rat agirlik toplamlarmin yaklasik ayni
degerde olmasma dikkat edilerek gruplar olusturuldu. Calismamizda kullanilacak
ratlar 21° C oda 1s1sinda 12 saat 151k (7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00)
tutulacak 6zel olarak yaptirilan ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi.
Yemler ¢elik kaplarda, su cam biberonlarda (normal ¢gesme suyu) add-libitum olarak
verildi. Biitlin gruplardaki hayvanlar deneye baslanmadan once tartilip ve haftalik
tartimlar1 yapildi. Gruplarda bulunan biitiin ratlar ayn1 ortamda gozetim altinda
tutuldu. Sicanlar Elazig Yem Fabrikasi’'nda 06zel olarak hazirlanan pelletler
seklindeki sican yemleriyle beslendi. Deney hayvanlarmna verilen sican yeminin
bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 3’de gdsterilmistir. Deney hayvanlarinin
deneysel uygulama yapilincaya kadar bakimlarma bu sekilde devam edildi.

Tablo 3. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin bilesenleri

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

Hayvan ¢alismalari, toplam 24 adet sican iizerinde gerceklestirildi. Ilk agirhk
Olciimleri yapilarak agirliklar1 kaydedildi Toplam 4 deney grubu su sekilde
olusturuldu: kontrol (grup 1), doksorubisin (grup 2), doksorubisin+vitamin D (grup
3) ve vitamin D (grup 4).

Kontrol grubu (Grup 1) (n:6): On dort giinliik ¢aligma siiresince herhangi
bir islem yapilmada.

Doksorubisin grubu (Grup 2) (m:6): Deneyin 1. giinii doksorubisin
hidroklorid (C27H29NO11HCI) (Doxo Teva 50 mg flakon) 5 cc serum fizyolojikte
¢oziildi ve 10 mg/kg/i.p. tek doz uygulandi.

Doksorubisin+vitamin D grubu (Grup 3) (n:6): Deneyin 1.giini
doksorubisin hidroklorid (C27H29NO11HCI) (Doxo Teva 50 mg flakon) 5 cc serum
fizyolojikte ¢oziildii ve 10 mg/kg/i.p. tek doz uygulandi. Daha sonra deney siiresince
oral olarak 200 IU/gilin/rat dozunda damlalik ile kolekalsiferol (Devit- 3 damla,
50.000 1U/15 ml, Deva, Istanbul) uygulandi.

Vitamin D grubu (Grup 4) (n:6): Deney boyunca oral olarak 200 [U/giin/rat
dozunda damlalik ile kolekalsiferol (Devit- 3 damla, 50.000 IU/15 ml, Deva,
Istanbul) uygulandu.

2.3. Orneklerin Ahnmasi

Biitiin gruplardaki sicanlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75
mg/kg)+xylazine (10 mg/kg) i.p. uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler.
Dekapitasyonun ardindan siganlarin bobrek dokulari hizla ¢ikarildi. Cikarilan bobrek

dokular1 histolojik ¢aligma i¢in % 10’luk formol soliisyonunda tespit edildi.

2.4. MDA diizeyinin saptanmasi

Malondialdehid analizi 0.42 gr Tris-base + 1.43 Tris-HCI +3 gr KCI ve 0.5
ml Tween 20, 250 ml distile suda hazirlandi. Hazirlanan bu tampon 6rneklerin
homejenatinda kullanildi. 1 gr doku {izerine 5 ml tampon ilave edildi ve
homojenizatér (Ultra-Turax T25, IKA-Labortecknik) yardimiyla doku tamamen
parcalandi. Homejenat 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant

kismindan 1 ml yeni bir tiipe alindi. Alinan 1 ml 6rnek tizerine 1 ml % 10’lik TCA
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(Tri-kloro asetik asit), 1 ml % 0,067 TBA (2-Thio barbitiirik asit), 1 ml distile su ve
0.5 ml % 4’lik HCI ilave edildi.

Hazirlanan karisim 90°C’de 120 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasi tiipler oda sicakliginda sogutuldu ve iizerine 3 ml biitanol ilave edilip
vortekslendi. Tipler 5 dak. 5000 rpm’de santrifiij edildi ve olusan siipernatanttaki
kirmizi-pembe renk spektro kiivetine pipet yardimiyla alindi ve biitanole karsi 532

nm’de okundu (219).

2.5. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pum kalinliginda alman kesitler polilizinli lamlara alindi.
Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda Apop Tag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, catno: S7101, USA) kullanilarak apopitoza
giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrmntili olarak
verilmistir (Tablo 4). Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus
BH-2) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apopitotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele segilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplandi. Kesit kalinligi, skala bar:
S0pm’dir.
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Tablo 4. TUNEL boyama prosediirii

islem Siire

1 60°C etiiv Bir gece

2 Xylol 3X15 dakika

3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika

4 PBS 5 dakika

5  Kaesitlerin gevreleri smirlayici kalem ile ¢izilie.

6 1:500diliisyondakiProtinaz K soliisyonu 20 dakika

7 PBS 3X5 dakika

8  Endojenperoksidaz blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika

9 PBS 3X5 dakika
10  Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 ul ReactionBuffer + %30 TdTEnzyme) 37°C’de 60 dakika
12 Stop/WashBuffer (2ml) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB DilutionBuffer + DAB Substrate 5-10dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika

18  Harris hematoksilen 1-5dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %380, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22

Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

2.6. Immiinohistokimya Metodu

Parafin bloklardan 5-6pum kalinlhiginda alman kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilip
antigenretrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W)
7+5 dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda 1sisinda yaklasik 20 dakika sogutmak
icin bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich,
USA) ile 3x5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek igin
hidrojen peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide
Block, TA-125-HP, LabVision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanan
dokulara zemin boyasin1 engellemek icin 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB,
LabVision Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra 1/200 oraninda dilue
edilen primer antikor (Rabbitpolyclonal TRPV1 primaryantibody, bs-1931R,
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Biossantibodies, Boston, USA) ile 60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe
edildi. Dokular, primer antikor uygulanmasmndan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikandiktan sonra sekonder antikor (biotinylatedGoat Anti-Poliyvalent (anti-mouse /
rabbitlgG), TP-125-BN, LabVision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda
oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular, sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile
3x5 dakika yikanip Streptavidin Peroxidase (TS—125-HR, LabVision Corporation,
USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS icerisine
almdi. Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen
(AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, LabVision
Corporation, USA) soliisyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali
alindiktan sonra es zamanl olarak PBS ile yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen
ile zit boyamasi yapilan dokular PBS ve distile sudan gecirilerek uygun kapatma
soliisyonu (Large Volume VisionMount, TA-125-UG, LabVision Corporation, USA)
ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Olympus BX 50 mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi.

Immiinohistokimyasal =~ boyanmanmn  degerlendirilmesinde ~ boyanmanin
yaygimnlig1 esas alindi. Sitoplazmik immiin boyanmanin yayginlhg: 0’dan +3’e kadar
say1 ile semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 5).

Tablo 5. immiinohistokimyasal boyanma yayginligmn derecesi

Derece Anlam
0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli

2.7. istatistiksel analiz

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

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

3.1. MDA diizeyi

Doksorubisin verilen grup, kontrol grubu ve vitamin D verilen grupla
kiyaslandiginda bobrek dokularmda MDA diizeyi anlamlh olarak artmis bulundu
(her biri i¢in p<0,05). Doksorubisin + vitamin D verilen grup sadece doksorubisin
verilen grupla kiyaslandiginda bobrek dokularinda MDA diizeyi anlamli olarak
azalmig bulundu (p<0.05). Tim parametrelerin gruplar arasmndaki degisimi Tablo
6’da gosterilmistir.

Tablo 6.Tiim parametrelerin gruplar arasindaki degisimi

MDA (ortalama+ Apoptotik indeks (%)

standart sapma)

Kontrol 130,32+7,81 3,67+1,03
DXR 253,30+1,99¢ 15,17+3,76 ¢
DXR+ vit D 149,43+8,40 ® 8,17+0,75 “¥
Vit D 145,84+23,62 3,17+0,98 °

a kontrole gore; b DXR grubuna gére; ¢ Vit D grubuna gore anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05).
3.2. Immiinohistokimyasal Bulgular
3.2.1.TRPV1 immiinreaktivitesi

Transient reseptor potansiyel vanilloid 1 kanallar1 immiinreaktivitesi igin
yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 15tk mikroskopi altinda incelenmesi
sonucu; TRPV1 immiinreaktivitesi bobrek dokusunda sadece glomeriillerde
gozlendi. TRPV1 immiinreaktivitesi kontrol grubunda +3 yaygmliginda goriildi
(Sekil 8). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DXR grubunda TRPVI
immiinreaktivitesinde belirgin bir azalma vardi ve +2 yaygmliginda oldugu gorildi
(Sekil 9). Vitamin D’nin tedavi olarak verildigi DXR + Vitamin D grubunda ise
DXR grubuna gore TRPV1 immiinreaktivitesinde belirgin azaldig1 izlendi ve +1
olarak degerlendirildi (Sekil 10). Sadece Vitamin D verilen grupta ise TRPVI

immiinreaktivitesi +1 yayginliginda gozlendi (Sekil 11).
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Sekil 8. Kontrol grubuna ait bobrek Sekil 9. DXR verilen gruba ait bobrek
dokusunda +3 vyayginliginda TRPV1 dokusunda +2 yaygmhiginda TRPV1

immunreaktivitesi immunreaktivitesi.

Sekil 10. DXR + Vitamin D grubuna ait Sekil 11.Vitamin D verilen gruba ait
bobrek dokusunda +1 yayginliginda bobrek dokusunda +1 yaygmlhiginda

TRPV1 immunreaktivitesi. TRPV1 immunreaktivitesi.
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3.3. TUNEL Bulgulan

Apopitotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 11k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi bobrek dokusunda
kontrol ve Vitamin D gruplarinda benzerdi (Sekil 10, 11). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DX grubunda anlamli bir artis vardi (p<0.05) (Sekil 12). DX

grubu ile kiyaslandiginda DX + Vitamin D grubunda ise anlamli bir azalma vardir

(p<0.05) (Sekil 13).

Sekll 10. Kontrol grubuna ait bobrek Sekil 11. Vitamin D grubuna ait bobrek
dokusunda TUNEL pozitif hiicreler dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).
(—). Glomeriil (G). Glomeriil (G)

Sekil 12. DXR verilen gruba ait bobrek Sekil 13. DXR + Vitamin D grubuna ait
dokusunda TUNEL pozitif hiicreler bobrek dokusunda TUNEL  pozitif
(—). Glomeriil (G). hiicreler (—). Glomeriil (G).

40



4. TARTISMA

Bobrekler, maruz kaldiklar1 biiyiik miktardaki kandan filtrasyon, reabsorbsiyon
ve ekskresyon fonksiyonlar: ile 1,5-2,5 litre idrar olustururlar. Fazla kanlanan
organlar olmalar1 nedeniyle kan i¢cinde bulunan toksik maddelere de maruz kalma ve
etkilenme olasiliklar1 fazladir. Antineoplastik ilaglarn kemoterapide kullanilmalar:
sonucu Ozellikle hizli bir bicimde ¢ogalmakta olan gastrointestinal, hematopoetik
sistem hiicreler1 ve testiste Onemli toksik etkilerin olustugu bilinmektedir.
Antineoplastikler icinde bobrek iizerine de toksik etkileri bulunan bircok ajan
bilinmektedir. Doksorubisin molekiiliiniin de icinde bulundugu antrasiklinler, bir¢cok
solid timor ve losemi tedavisinde kullanilan c¢ok genis spektrumlu ve etkili
antineoplastik ajanlardir. Nefrotoksisite, antrasiklin antibiyotiklerin 6nemli yan
etkilerinden birisidir. Doksorubisine bagli nefrotoksisitenin mekanizmas1 tam olarak
bilinmemektedir. Doksorubisin nefrotoksisitesi olasilikla, DXR’in olusturdugu
serbest antrasiklin radikallerinin olusturdugu ciddi plazma membrani hasarina bagl
olarak ortaya c¢ikar. Doksorubisin serbest oksijen radikalleri ve antioksidan sistemler
arasinda dengesizlige neden olur. Lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu ile
kanitlanan oksidan-antioksidan sistemler arasindaki dengenin bozulmasi DN’de doku
hasarma katkida bulunmaktadir (13).

Cetin’in (4) yaptig1 c¢alismada doksorubisin uygulamasi sonrasi bdbrek
dokularinda immiinhistokimyasal olarak pre-apopitotik olarak bax ve kaspaz-3
immiinreaktivitesinde ve lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA diizeylerinde
belirgin artis saptamislardir. Doksorubisin uygulamasi 6ncesi nikotinamid
tedavisinin bobrek dokusunu olasilikla antioksidan ve antienflamatuar etkileri
nedeniyle DN’ne karsi korudugu goézlenmistir (220). Kurkuminin DN’ne bagl
proteiniiri, albuminiiri, hipoalbuminemi ve hiperlipidemiye karsi koruyucu etkisi
oldugu ve idrarda DN’ne  baglh  olarak artan  N-acetyl-beta-D-
glucosaminidase (tiibiiler hasar belirteci), fibronektin, glukozamino glukan ve
plazma kolesteroliindeki artislar1 inhibe ettigi saptanmistir. Kurkumin DN’ne bagl
azalan GFR’yi kismen diizeltmis olup, tiim bu etkilerini oksidatif hasar1 baskilayip,
bobrek glutatyon igerigi ve glutatyon peroksidaz aktivitesini artirarak yaptigi
gozlenmistir (221). Domatesten elde edilen likopenin DN’1i farelere uygulanmasiyla

serum lire, kreatinin diizeylerinde diigme yaninda glutatyon ve ilgili 6teki antioksidan
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enzim aktivitelerinin arttigi1 ve histopatolojik degisikliklerde iyilesmeler oldugu
saptanmistir  (222). Luffa acutangula ekstraktimin da antioksidan 6zellikleri
dolayisiyla DN’de biyokimyasal ve histopatolojik parametrelerde diizelmeye neden
oldugu hayvan modelinde ortaya konmustur (223). Deneysel bir ¢alismada koenzim-
Q10, oksidan maddelerin diizeylerini azaltarak DN’de biyokimyasal ve histopatolojik
parametrelerde diizelmeye neden olmustur (224). Rashikh  ve ark. (225)
calismalarinda DXR verilen farelerde kan basinci, plazma renin aktivitesi, plazma
ire- kreatinini, doku malondialdehid diizeylerinde artis; plazma albumin, total
proteini ve renal dokuda indirgenmis glutatyon (GSH), siiperoksitdismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) gibi antioksidan molekiillerde azalma saptamislardir. Histopatolojik
olarak podosit ayaksi ¢ikintilarinda daralma, glomeriil bazal membraninda genisleme
ve slit por ¢apinda azalma goriilmiistiir. Direkt renin inhibitérii olan aliskiren
uygulamasiyla belirtilen bu patolojik siire¢ Onlenebilmistir. Telmisartan ve
kaptoprilin DN’ne etkilerinin karsilastirildigr bir ¢alismada her iki molekiiliin de
DN’ne kars1 esit sayilabilecek diizeyde koruyucu etkiler gosterdigi saptanmistir. Her
2 grup ilacin da bu etkilerine antioksidan ozellikleri ve iNOS ekspresyonunu
diistirmelerinin  biliylik Olciide aracilik ettigi distiniilmektedir (226). Zingiber
officinale roscoe (zencefil) uygulamasinin, renal antioksidan sistemi aktive ederek ve
GST diizeylerini artrrarak, DN’de bozulmus olan biyokimyasal ve histopatolojik
parametrelerde  diizelmeye neden oldugu saptanmustir (227).  Silymarin
uygulamasinm, renal lipid peroksidasyonunu inhibe ederek ve GST diizeylerini
artirarak, DN’de bozulmus olan biyokimyasal ve histopatolojik parametrelerde
diizelmeye neden oldugu saptanmistir (228).

Literatiirdeki diger ¢aligmalara benzer olarak lipid peroksidasyonunun gostergesi
olan MDA diizeylerini DXR uygulanan ratlarda kontrol grubuna gdre anlamli
derecede yiiksek saptadik.

Bobrek hastaliklar: ve vitamin D yetersizligi arasindaki iligki hakkinda giincel
bilgiler mevcuttur (16, 19). Aktif vitamin D bobrekte iiretilir ve vitamin D eksikligi
KBH’da erkenden gelisir. Bir¢ok klinik kanit vitamin D’nin renoprotektif etkilerini
ortaya koymaktadir (229). Hojs ve ark. (230) diyaliz 6ncesi donemdeki sekonder
hiperparatiroidisi olan KBY hastalarinda 1pg/giin parikalsitol ile 6 aylik takip

doneminde 24 saatlik idrar albumini ve kantitatif proteiniiride anlamli azalma

42



saptamiglardir. RAS blokorii ilaglarla proteiniirinin  azaltilmasi yoluyla KBY
ilerleyisindeki azalmaya ragmen, KBY tanili bir¢ok olguda proteiniiri sebat
edebilmekte ve bu durum KBY progresyonu icin bagimsiz bir risk faktori teskil
etmektedir. Benzer olarak De Borst ve ark. (231) bu hasta popiilasyonunda aktif
vitamin D tedavisiyle proteiniiride anlamli azalma saptamiglardir. He ve ark. (232)
ise caligmalarinda DN’nde parikalsitol uygulamasinin podosit hasari, proteiniiri ve
bobrek hasarmi Wnt/B-katenin sinyal yolagini ve proinflamatuar sitokin salmimini
inhibe ederek azalttigin1 gézlemlemislerdir. Bu konuda yapilan baska bir ¢caligmada
Panichi ve ark. (233) mezengiyoproliferatif glomeriilonefritin deneysel bir modeli
olan anti-Thy-1.1. nefriti olusturduklar1 ratlarda, 1,25(OH);Ds; uygulamasmin
glomertiler hiperseliilarite ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunu azaltarak, bobrekteki
apopitotik siirecin geriledigini saptamiglardir. Puromisin aminoniikleozid nefroz
modelinde olusan podosit hasarlanmasina karsi da, aktif vitamin D ve analoglarinin
kullanimiyla podosit hasarlanmasinin anlamli 6l¢iide 6nlendigi ortaya konmustur
(234). Dabak ve ark. (235) DN modelinde vitamin D uygulamasmin histopatolojik
degisiklikleri kismen de olsa geriye dondiirdiigiinii saptamislardir. Calismamizda da
doksorubisin ile birlikte vitamin D tedavisi uygulanan ratlarda MDA diizeyleri DXR
grubuna gore anlamli olarak diisilk saptandi. Tim bu bulgular vitamin D
uygulamasinin antioksidan sistem {izerinden DN’de protektif etkileri olabilecegini
desteklemektedir.

Doksorubisin uygulamasinin apopitotik etkisine olasilikla p53 proteini aracilik
etmektedir. Sabuncuoglu S. calismasinda akciger hiicrelerinde DXR’in apopitozise
neden oldugunu gostermis ve bir antioksidan olan aminoguanidin uygulamasiyla
apopitozisin azaldigim1 saptamustir (236). Zhao D ve ark. (237) da giincel
calismalarinda DXR’in osteosarkom hiicrelerinde apopitozis iliskili proteinler olan
kaspas 3 ve sitokrom C diizeylerini artrarak ve mitokondriyal membran
potansiyelini ise azaltarak apopitozisi artirdigini ortaya koymuslardir.

Calismamizda da DXR uygulanan grupta apopitotik indeks kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksek saptandi. Vitamin D tedavisi uygulanan
DXR grubunda ise apopitotik indeks DXR grubuna gore anlamli olarak diisiik

saptandi.
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Vitamin D tedavisinin malign hiicre biiylimesini baskilayici, hiperproliferatif
hastaliklarda apopitozisi indiikleyici, immiin yanit1 modiile edici, insiilin salinimi-
kas fonksiyonlarini- sinir sistemini kontrol edici etkileri ¢esitli caligmalarda ortaya
konmustur (14, 15).

Seergeev ve Song (238) 2014 yilinda ratlarda olusturduklar1 obezite
modelinde vitamin D ve kalsiyum alimmin, yag dokusunda kalpain ve kaspaz- 12
proteazlar1 aktive ederek apopitozisi artirdigimi ortaya koymuslardir.

Bir vitamin D analogu olan EB1089 molekiiliiniin mide kanseri hiicre
popiilasyonunda proliferasyonu azalttii, apopitozisi artirdigt ve mitokondriyal
hasarlanmaya neden oldugu goriilmiistiir (239).

Ote yandan, multipl skleroz relapsl olgularm serumlariyla muamele edilen
insan umblikal ve endotel hiicrelerine bu maruziyet Oncesi aktif vitamin D
uygulamasinin endotel hiicre apopitozisini anlaml 6l¢iide azalttig1 ve hiicre dmriiniin
uzadig1 goriilmiistiir (240).

Bir dipeptid olan JBP485, rat bobrek dokusunda organik anyon tasiyicilari
tarafindan ekskrete edilmekte ve karaciger ve gastrointestinal sistem {izerine
koruyucu rol oynamaktadir. Ratlara aktif vitamin D uygulamasi sonras1 JBP485’in
plazma konsantrasyonunda artis, renal klerensinde azalma saptanmis olup, bu etki
olasilikla bobrek dokusunda organik anyon tasiyicisit ekspresyonundaki azalmaya
baghdir (241). Vitamin D nedenli hiperkalsemi, ratlarda poliiri, natriiirez ve
fosfatiiriyle seyreder. Vitamin D nedenli hiperkalsemi durumlarinda immiinblotting
ile tip 1 bumetanid duyarli Na-K-2Cl ortak tasiyicis1 (BSC-1)’nin basta medulla
olmak {izere tiim bobrekte azaldigi saptanmistir. Yine ayni durumlarda Kir 1.1
potasyum kanallar1 (ROMK)’nda da azalma saptanirken; medullada Na/H degistirici
kanal 3 ve Na-K-ATPaz’da ise azalma dikkati gekmemistir. Proksimal tiibiillerde ise
tip 2 Na- P(i) ortak tasiyicisinda anlamli azalma olup, bu da fosfatiiriyi
aciklamaktadir. Boylelikle kalin ¢ikan kolda BSC-1 ve ROMK yogunlugundaki
azalma hiperkalsemi iligkili iiriner konsantrasyon defektini agiklamaktadir. Ayrica tip
2 Na- P(i) yogunlugundaki azalma ise artmis fosfatiiriyi agciklamaktadir (242).

Literatiirde, TRPV-1 kanallarinin aktivasyonunun adipogenez ve obeziteyi
onledigi; TRPV1- shRNA’nin intratekal uygulanmasinin kan basincini artirdigi; akut

miyokard enfarkti durumunda serotonin yaninda TRPV-1 artisinin ani bradikardi ve
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hipotansiyonu (Bezold- Jarisch refleksi) tetikledigi yoniinde c¢okga deneysel
calismaya rastlanmaktadir (17-23).

Izole edilmis perfiize bobreklerde TRPV1’in aktivasyonunun renal perfiizyon
basincini azalttigi, glomeriiler filtrasyon hizini ve renal sodyum ve su ekskresyonunu
ise olasilikla es zamanl kalsitonin geni iliskili peptid ve substans P reseptorlerinin
uyarimi ve bdylelikle de bu maddelerin artmis salinimi yoluyla sagladigi saptanmis
olup, bu bulgular TRPV1’in renal hemodinamikler ve itrah fonksiyonlar1 {izerinde
kilit bir rol {istlendigini diistindiirmektedir (24).

TRPV1 agonistlerinin iskemi/ reperfiizyon hasarna kars1 bobrek iizerinde koruyucu
ve antiinflamatuar etkileri oldugu Ueda ve ark. (211) tarafindan ortaya konmustur.
Bir baska ¢alismada ise ABY sonrasi bozulan renal fonksiyonlarm, TRPV1’in NOD
ile aktivasyonu sonrasi hafifledigi saptanmistir (212).

Transient reseptor potansiyel katyon kanali C6 (TRPC6), podositler tarafindan
iretilen bir slit diyafram proteinidir. TRPC6 mutasyonlar1 otozomal dominant
FSGS’ye neden olmaktadir. TRPC6 ekspresyonunun artmasi da kazanilmig
proteiniirik bobrek hastaligina neden olur. RAS blokorii ilaglar ile bu patolojilerde
gerileme olmaktadir. DXR uygulamasi ile TRPC6 ekspresyonu artar ve kazanilmis
proteiniiri tablosu gozlenir. 1,25-dihidroksi vitamin D3 tedavisi ile de TRPC6
ekspresyonu ve proteiniirinin azaldig1 saptanmistir (243).

Bu c¢alismada bobrek dokusu TRPV1 immiinreaktivitesinin  DXR
uygulamasiyla azaldig1 ve bu durum iizerine vitamin D uygulamasinin olumlu bir
etkide bulunmadigi saptanmustir. Ote yandan yine c¢alismamizda, doksorubisin
uygulanarak meydana getirilen bobrek hasari, vitamin D uygulamasiyla onemli
Olciide  diizelmistir. Bu  diizelme  apoptotik  belirteg¢  olan  TUNEL
immiinreaktivitesinde belirgin bir azalma gozlenerek tespit edilmistir. Vitamin D’nin

bu etkisi olasilikla antioksidan etkileriyle iliskilendirilebilir.

Sonug olarak ¢alismamizda;

e DXR uygulamasinin bobrek dokularinda apoptozisi ve MDA seviyelerini
artirdigini, vitamin D’nin ise bu etkiyi kismen geriye dondiirdiigiinii,

e Doksorubisinin apoptozis gostergesi olan TUNEL immiinreaktivitesini

artirdigini, yine vitamin D’nin bu etkiyi de azalttigini saptadik.
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Bu bulgular 1s51g1inda daha detayli ¢aligmalarla vitamin D’nin doksorubisin
gibi kemoterapotiklere bagli gelisen toksik etkilerin azaltilmasinda alternatif bir
tedavi secenegi olarak kullanilabilecegi diisiintilebilir.

Epidemiyolojik ve gozlemsel caligmalar vitamin D ile hipertansiyon ve
ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda iliskiye isaret etmektedir. Bu
siirecte renin-anjiyotensin sistemi bozuklugu goriiliirken, hipertansiyon ve endotel

disfonksiyonu da artmig kardiyovaskiiler hastalik riskine katkida bulunur.
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