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Oz: Calismada gebelikte tiitin dumanina maruz kalan anne sicanlarin bébrek dokusunda meydana gelen histopatolojik
sonuglar tzerine Alfa lipoik asitin etkilerinin deneysel olarak arastirilmasi amaglandi. 28 adet disi Sprague-Dawley cinsi sigan
kullanildi. Gebe siganlar; Kontrol grubu, Titiin dumani (TD) grubu, Titln dumani + Alfa lipoik asit (TD+ALA) grubu ve Alfa
lipoik asit (ALA) grubu olmak tizere rastgele dort esit gruba ayrildi. TD ve TD+ALA grubundaki siganlar giftlesmeden dnce sekiz
hafta ve gebelik siiresince glinde iki saat tiitin dumanina maruz birakildi. TD+ALA ve ALA grubundaki siganlara ise
ciftlesmeden dnce sekiz hafta ve gebelik siiresince giin asiri gavaj yolu ile 20 mg/kg ALA verildi. Deney sonunda ¢ikarilan
bobrek dokulari histolojik, immuinohistokimyasal ve MDA dizeyi tayini metotlari kullanilarak incelendi. TD grubuna ait bébrek
kesitlerinde inflamatuar hiicre artisi, Bowman boslugunda artis, tiibil Iimeninde hiyalin birikimi gibi histopatolojik bulgulara
rastlandi. ALA uygulamasi ile histopatalojik bulgularin biliylik bir ¢ogunlugunda azalma goézlendi. TD grubunda VEGF
immiinreaktivitesinin kontrol grubuna goére anlamli artis gosterdigi, TD+ALA grubunda ise TD grubuna gore anlamli derecede
azaldigi belirlendi. MDA seviyelerinde ise TD grubunda, kontrol grubuna gore anlamli artis oldugu tespit edildi. Sonug olarak,
gebelik boyunca titin dumani maruziyetinin bobrek dokularinda histopatolojik hasara ve damarlanmada artisa neden
oldugu, ALA'nin ise bu etkilere karsi kismen koruma sagladigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Alfa Lipoik Asit, Bobrek, Gebelik, Sigan, Tiitiin Dumani.

Investigation of the Effects of Alfa Lipoic Acid on Changes in Maternal Rat
Kidney Caused by Tobacco Smoke Exposure in Pregnancy

Abstract: The aim of this study was to investigate the effects of alpha lipoic acid on histopathological results of kidney tissue
of mothers exposed to tobacco smoke during pregnancy. Twenty-eight Spraque-Dawley female rats were used. Rats were
randomly divided into four groups: control, tobacco smoke (TS), tobacco smoke + alpha lipoic acid (TS+ALA) and alpha lipoic
acid (ALA). Rats in the TS and TS+ALA groups were exposed to TS twice a day for one hour starting from eight weeks before
mating and during pregnancy. 20 mg/kg of ALA was administered by gavage to ALA and TS+ALA group. The kidney tissues
were examined by histological, immunohistochemical and MDA levels. Histopathological findings such as inflammatory cell
increase, enlargement Bowman distance and hyaline casts in the tubule lumen were observed in the TS group. ALA application
was found to reduce the majority of histopathological findings. VEGF immunoreactivity was significantly increased in the TS
group compared to the control group, whereas in the TS+ALA group, VEGF immunoreactivity was significantly lower than TS
group. MDA levels were significantly increased in the TS group compared to the control group. As a result, it has been shown
that exposure of tobacco smoke during pregnancy causes an increase in histopathologic damage and vascularity in kidney
tissues and that alpha lipoic acid has a partially protective effect against this effects.

Keywords: Alpha Lipoic Acid, Kidney, Pregnancy, Rat, Tobacco Smoke.
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GiRiS

P

durumlarin

asif icicilik olarak da adlandirilan gevresel titiin
dumani (CTD) insan saghgini olumsuz etkileyen
(1).

dumaninin 5.000’den fazla toksik kimyasal icerdigi ve

basinda  gelmektedir Tutln
bu igerigin buyuk bir kisminin kanserojen oldugu,
diger bir kisminin ise major hastaliklara neden oldugu
bilinmektedir (2). Ayrica bu toksik bilesenlerin, Griner
sistemini etkiledigi, genel populasyonda tip Il diyabet
gorilme riskini arttirdigi tespit edilmistir (3). Ozellikle

titin dumaninin major komponenti olan nikotinin

katekolamin, kortizol gibi dolasimdaki insdlin
antagonist hormon seviyelerini arttirarak ve
sempatik  sinir  sistemini  etkileyerek insilin

(4).

Gebelikte tUtin dumani maruziyetinin ise anne

hassasiyetini bozdugu ortaya koyulmustur

saghgl Uzerine bircok yan etkisi vardir (5). Tutlin

dumani  kaynakh reaktif oksijen turleri (ROS),
dokularda oksidan-antioksidan dengeyi bozarak
oksidatif  strese neden olur. Bu durum

deoksiribonukleik asit (DNA) ve doku hasarina, ayrica
apoptozis yolu ile hiicre 6limlerine yol agarak kanser
gibi patolojik durumlarda énemli rol oynar (6).
Sigaranin bobrek damarlarinda fonksiyonel
bozukluga yol agtigi ve bunun sonucu meydana gelen
vaskiiler yataktaki endotelyal hasarlarin bobrek ile
iliskili hastaliklarda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir
(7,8). Vaskiler endotelyal biytime faktori (VEGF),
fizyolojik ve patolojik durumlarda gorev alan en gligli
endotelyal anjiyojenik biyime faktéradir. VEGF
sinyali normal vaskiiler gelisim ve homeostazinda
gerekli olsa patolojik durumlarda damar biiyimesini
uyararak timor gelisimine de katilr (9). Bu sinyal
yolaginin ROS uretimiyle uyardigi belirtilmistir. Artan
hiicre i¢ci ROS’'un endotel, diiz kas hicreleri ve
bircok farkli hiicre tipinde VEGF
Gretimini tesvik ettigi ortaya koyulmustur (10,11). Bu

makrofaj gibi

nedenle gebelik siresince bilingli  kullanilan
antioksidanlar, artan serbest radikaller tzerine bir
tedavi olanagi saglayabilir ve bu yolla gerek annede
gerekse cocukta gorilebilecek patolojik durumlari

azaltabilir. Alfa lipoik asit (ALA), 1spanak, brokoli ve
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domates gibi bitkisel kaynaklarda yaygin olarak
bulunan 1950 yilinda ilk olarak sigir karacigerinden,
daha sonra patatesten izole edilen, kan-beyin
bariyerini asabilen, thioktik asit olarak da adlandirilan
8 karbonlu kiglik bir molekildir (12). Gugli bir
ALA’'nin  bobrek

dokularinda antioksidan koruma mekanizmalarinda

antioksidan  olarak bilinen

artis saglayarak oksidatif stresi azalttig
edilmistir (13). Fakat ALA’ nin gebelikte kullanimi
Uzerine yapilan ¢alismalar oldukga sinirhdir. Yapilan

rapor

bir calismada diyabetli gebe farelere uygulanan

ALA’nin yenidogan farelerde gozlenen
kardiyovaskiiler ve iskelet sistem malformasyonlari
ile noral tiip defektlerinde anlamli oranda azalmalara
neden oldugu ortaya koyulmustur (14).

Bu

maruziyetinin anne bdbrek dokularinda olusturacagi

calismada gebelikte titin dumani
olasi hasara karsi ALA’'nin etkilerinin arastiriimasi

amaglanmistir.
MATERYAL ve METOT

Calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’nun 2018/03 sayili 26 no’lu karari geregince
etik yonden uygun bulunarak yapildi.

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi (FUDAM)'nden temin edilen ortalama
agirhg 160 + 10 gr olan 28 adet 6 haftalik Sprague-
Dawley cinsi disi siganlar kullanildi. Deney hayvanlari
FUDAM hayvan laboratuvarinda deney siiresince
sican pelet yemi ve musluk suyu ile 12 saat (07:00-
19:00) aydinlik -12 saat (19:00-07:00)

periyodunda, 21+1 °C ortam sicakliginda beslendi.

karanlk

Disi siganlar, eriskin erkek siganlar ile giftlestirildi ve
vajinal smearda spermin gozlendigi tarih embriyonik
0. gun olarak kabul edildi. Gebe kalan siganlar;
Kontrol grubu, Tatin dumani (TD) grubu, Titln
dumani + Alfa lipoik asit (TD+ALA) grubu ve Alfa lipoik
asit (ALA) grubu olmak (izere rastgele dort esit gruba
ayrildi (n=7). TD ve TD+ALA grubundaki sicanlar,
ciftlesmeden Once sekiz hafta ve gebelik slresince

glinde iki defa birer saat titiin dumanina maruz



Gebelikte Tutiin Dumani Maru...

Erdem Giizel ve ark.

birakildi. TD+ALA ve ALA grubundaki sicanlara ise
ciftlesmeden dnce sekiz hafta ve gebelik siiresince 20
mg/kg dozunda serum fizyolojikte ¢ézdurilmis ALA
gln asiri gavaj yolu ile uygulandi (15). On bir hafta
ile birlikte

siganlar

boyunca siiren uygulamalar dogum

durduruldu. Tim gruplardaki anne
dogumdan sonra yirmi birinci glin olarak belirlenen
laktasyon donemi sonrasi ketamin (75mg/kg) ve
(10mg/kg)

edilerek, bobrek dokulari gikarildi.

xylazine anestezisi altinda dekapite

Deney Diizenegi ve Tiitiin Dumaninin Verilmesi

Titin dumani uygulamasi igin  150x50x50
ebatlarinda kapag tstten acilabilir sekilde cam kafes
yaptirildi. Alt kismina yakin yerde 1 cm genisliginde
delik acildi. 10 cm capinda ve 12 cm yiksekliginde
teneke kutu alinarak igerisine 10 gr tutiin tartilarak
konuldu. Daha sonra kafes icerisindeki sicanlar ile
tltlnin icinde bulundugu teneke kutu cam kafes
icerisine birakildi. Yaklagik 25 cm uzunlugunda plastik
bir akvaryum pompa hortumunun bir ucu teneke
kutuya takilirken diger ucu ise hava pompasina (AP-
001 Xilong Aquarium Air Pump, China) takildi. Titln
yakildi ve alevlenebilmesi i¢in hava pompasindan
hava verildi. Tutiinden duman ¢ikmasiyla beraber
cam kafesin kapagi kapatildi ve dumanin kafesin her
tarafina yayilmasi saglandi. Bir saatin sonunda cam
kafesin kapagi acildi ve sicanlar kafesleriyle birlikte
digari alindi. Deney siiresi olan on bir hafta boyunca
bu islemler her giin 9:00-10:00 ve 14:00-15:00

saatleri arasi giinde iki kere tekrarlandi.

Histolojik Takip ve Boyama

Histopatolojik degerlendirmeler igcin 24 saat
sire ile %10’luk formaldehit igerisinde fikse edilen
bobrek dokulari gesme suyu altinda yikandi. Yikanan
dokular rutin histolojik takip serilerinden gegirilerek
parafin bloklara gomilda.
bloklardan
Hazirlanan preparatlar Hematoksilen-Eozin (H&E) ve
Periyodik Asit-Schiff (PAS) boyamalari ile boyanarak
1stk mikroskobu altinda (Novel N-800M x20) incelendi

ve

Elde edilen parafin

5 um kalinhiginda kesitler alindu.

fotograflandi.  Degisiklikler  histopatolojik
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durumlarina gore yok (0), hafif (1), orta (2) ve siddetli

3)
gikarildi.

olarak degerlendirilerek histoskor tablosu

immunohistokimyasal Boyama

Bobrek dokusunda VEGF immiinreaktivitesinin
belirlenmesi i¢in, sogutulmus parafin bloklardan
polilizinli lamlara 5 um kalinhginda kesitler alindi.
Deparafinizasyon ve seffaflastirma isleminden sonra
dokular azalan dereceli alkol serilerinden gegirilip
antigen retrieval icin sitrat tampon sollisyonunda pH:
6’da mikrodalga firinda (750W) 12 dakika kaynatildi.
Endojen peroksidaz aktivitesini nlemek igin hidrojen
(TA-125-HP Lot No: HP18180,

Hydrogen Peroxide Block, Thermo Scientific) ile

peroksit bloker

muamele edildi. Zemin boyasini engellemek igin 5
dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Ultra V Block,
Thermo Scientific) uygulamasindan sonra primer
antikor (RB-9031-P lot No: 9031P1505A, Polyclonal
Anti-VEGF Antibody) damlatilan dokular 60 dakika
oda isisinda karanlik ve nemli ortamda inkibe edildi.
inkiibasyondan sonra dokular sekonder antikor (TP—
060-BN, Biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-
mouse / rabbit IgG), Thermo Scientific) ile muamele
edildi. Hazirlanan preparatlar 1stk mikroskobunda
N-800M)
fotograflandi.

(Novel incelenerek degerlendirildi ve

imminohistokimyasal boyanmanin
degerlendirilmesinde; imminreaktivitenin yayginlig
(0.1: <%25, 0.4: %26-50, 0.6: %51-75, 0.9: %76-100)
ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3:

siddetli) esas alinarak histoskor tablosu olusturuldu.

Malondialdehit (MDA) Diizeyinin incelenmesi

bobrek

dokulari serum fizyolojik ile yikanip -20°C’de calisma

Dekapitasyondan sonra ¢ikarilan
ginine kadar saklandi. Cozdirilen doku ornekleri
%1.15'lik KCl ile 1:100 oraninda (agirhk/hacim)
sulandirilip homojenizatér (Ultra-Turax T25, IKA—
Labortecknik) yardimiyla doku tamamen pargalandi.
Homejenat 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Elde edilen siipernatantlarda malondialdehit (MDA)
tayini Placer metoduna gore yapildi (16). Bu metodun

temeli lipit peroksidasyonu sonucu olusan aldehit
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Urlinlerinden biri olan MDA ile tiobarbitlrik asit
(TBA)'in
sonucunda pembe renkli bir kompleks olusmakta ve

reaksiyonuna dayanmaktadir. Reaksiyon

¢Ozeltinin absorbansi 532 nm’de spektrofotometre
(Shimadzu  AA-680)

peroksidasyonunun derecesi belirlenmektedir.

cihaziyla  Olglilerek, lipit

istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler SPSS 22.0 (Statistical
Package for Social Sciences) paket programinda
yapildi. Veriler ortalama + standart sapma degerleri
olarak sunuldu. P<0.05 degeri anlamh olarak kabul
edildi.

Normal

dagihm gosteren c¢oklu gruplarin

aralarindaki farkhliklar test etmek igin Tek Yonli

Varyans  Analizi  (ANOVA) uygulandi.  ikili
karsilagtirmalar i¢cin ise Post-hoc Tukey testi
kullanild.
BULGULAR
Histopatolojik Bulgular

Istk  mikroskobu incelemelerinde kontrol

grubuna ait bobrek dokularinda, glomeril ve tabdl
yapilari normal olarak izlendi (Sekil 1a,3a). TD
bobrek

glomeriillerde mezangial hiicre ve matriks artisi,

grubuna ait dokularinda  kortekste,
Bowman boslugunda genisleme, glomeril ve tiibiil
bazal membranlarinda kalinlagma belirgin olarak
tubal

dejenerasyon,

epitellerinde
tibul
epitellerindeki piknotik ¢ekirdekli nekrotik hiicreler,

goruldi.  Ayrica  renal

deskuamasyon ve

tubdllerde hiyalin  birikimi, tubiler dilatasyon,
peritibiler vaskiiler konjesyon, perivaskiiler 6dem,
proksimal tubdllere ait fircamsi kenarda bozulmalar
ve ayrilmalar, intertisyumda orta derecede
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve duvar btiinlGga
bozulmus olan dejenere Henle kulpu bulgulari izlendi
(Sekil 1b,2a,2b,2c,2d,3b). TD+ALA grubuna ait bobrek
kesitlerinde ise histopatalojik bulgularin devam ettigi
fakat TD grubuna goére siddetinin istatistiksel olarak
azaldigi izlendi (P<0.05) (Sekil 1c,3c). ALA grubuna ait
bobrek kesitlerinde ise yer yer konjesyon alanlari
disinda glomerdl ve tlbiler yapilarin kontrole yakin

oldugu gozlendi (P>0.05) (Sekil 1d,3d) (Tablo1).
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Sekil 1: a; Kontrol grubuna ait glomerdl (G) ve tibiler
yapilar normal olarak ayirt edilmekte. DT: distal
tubdl, PT: proksimal tibil. Hematoksilen & Eozin,
200x b; TD grubuna ait tubdiler dilatasyon (yildiz),
tiibdllerde hiyalin birikimi (ince ok), peritiibdler
vaskdiler konjesyon (kalin ok), Bowman boslugunda
genisleme (*), perivaskiiler 5dem (&). Hematoksilen
& Eozin, 200x c; TD+ALA grubuna ait glomeriiler ve
tubuler vyapilardaki histopatalojik bulgularin TD
grubuna kiyas ile siddetli olmadigl gézlenmektedir.
Tibll epitellerindeki piknotik c¢ekirdekli nekrotik
hicreler (ince ok), renal tiiblllerde dilatasyon (yildiz),
Bowman boslugunda genisleme ( *), renal tibil
epitellerinde dejenerasyon (ok basi). Hematoksilen &
Eozin, 400x d; ALA grubuna ait yer yer konjesyon
alanlari disinda glomeril ve tibiler yapilarin
kontrole yakin oldugu ayirt edilmekte. Hematoksilen
& Eozin, 400x.

Figure 1: a; Glomerular (G) and tubular structures of
the control group are normally distinguished. DT:
distal tubule, PT: proximal tubule. Hematoxylin &
Eosin, 200x b; tubular dilatation (star), hyaline
accumulation in the tubules (thin arrow), peritubular
vascular congestion (thick arrow), enlargement of
Bowman’s space (*), perivascular edema (&)
belonging to the TS group. Hematoxylin & Eosin, 200x
¢; The histopathological findings in the glomerular
and tubular structures of the TS+ALA group are not
severe compared to the TS group. Necrosis of the
renal epithelium with pyknotic nucleate (thin arrow),
dilatation in the renal tubules (star), enlargement of
Bowman’s space( * ), degeneration in the renal
tubule epithelium (arrowhead) belonging to the
TS+ALA group. Hematoxylin & Eosin, 400x d; It is
distinguished that the glomeruli and tubular
structures are close to the control except some
places of congestion of the ALA group. Hematoxylin
& Eosin, 400x.
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Sekil 2: a; TD grubuna ait tibuler dilatasyon (yildiz),
Bowman boslugunda genislemeler (*), b; TD grubuna
ait renal tiibil epitellerinde deskuamasyon (3 ) ve
dejenerasyon (yildiz), tubul epitellerindeki piknotik
cekirdekli nekrotik hicreler (ince ok), peritibiler

vaskiiler konjesyon (kalin ok), proksimal tibul
epitellerine ait firgamsi kenarlarinda bozulma ve

ayrilmalar (:‘) c; TD grubuna ait renal tubdl
epitellerinde deskuamasyon (@), tiibiler dilatasyon
(yildiz),  tubul epitellerindeki piknotik ¢ekirdekli
nekrotik hicreler (ince ok), peritiibiiler vaskiler
konjesyon (kalin ok), intertisyumda orta derecede
mononiikleer hiicre infiltrasyonu (), duvar
bitunliglu bozulmus olan dejenere Henle kulpu (4l )
d; TD grubuna ait renal tuabdl epitellerinde
dejenerasyon (yildiz), tibul epitellerindeki piknotik
cekirdekli nekrotik hucreler (kalhin ok), tubullerde
hiyalin birikimi (ince ok). Hematoksilen & Eozin, 400x.
Figure 2: a; tubular dilatation (star), enlargement of
Bowman’s space (*) belonging to the TS group b;
desquamation (®) and degeneration (star) in the
renal tubular epithelium, pyknotic nucleated necrotic
cells in the tubule epithelium (thin arrow),
peritubular vascular congestion (thick arrow),
deterioration and separation on the brush border of

proximal tubule epithelium (.-‘ ) belonging to the TS
group c; desquamation in the renal tubular
epithelium (), tubular dilatation (star), peritubular
vascular congestion (thick arrow), moderate
mononuclear cell infiltration in the interstitium (#),
degenerated Henle handle with deteriorated wall
integrity (4M) belonging to the TS group d;
Degeneration in the renal tubule epithelium (star),
necrosis of the renal epithelium with pyknotic
nucleate (thick arrow), accumulation of hyaline in the
tubules (thin arrow) belonging to the TS group.
Hematoxylin & Eosin, 400x.
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Sekil 3: a; Kontrol grubuna ait glomerdl ve tlibil bazal
membranlari (ok) ve glomeriler mezangial matriks
(yildiz) b; TD grubuna ait glomeril ve tibil bazal
membranlarinda kalinlasma (ok) veglomerillerde
mezangial matriks artisi (yildiz) c; TD+ALA grubuna ait
glomerdil ve tibdil bazal membranlarinda kalinlasma
(ok) ile mezangial matriks artisinin (yildiz) devam
ettigi, fakat TD grubuna kiyas ile bu artisin azaldigi
gozlenmekte d; ALA grubuna ait glomerl ve tabdl

bazal membranlari (ok) ile glomeriler mezangial

matriks (yildiz) kontrol grubuna yakin
gozlenmektedir. PAS, 400x.
Figure 3: a; Glomerular and tubule basement

membranes (arrow) and glomerular mesangial
matrix (star) belonging to the control group b;
increase thickness of glomerular and tubular
basement membranes (arrow) and increase
glomerular mezangial matrix (star) belonging to the
TS group ¢; It is observed that thickening glomeruli
and tubule basement membranes (arrow) and
glomerular mesangial matrix increase (star) are
continued in the TS+ALA group, but this increase is
decreased compared to the TS group d; The
glomerulus and tubule basal membrane (arrow) and
the glomerular mesangial matrix (star) belonging to
the ALA group are observed close the control group.

PAS,400x.
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Tablo 1: Bobrek dokusundaki histolojik degerlendirmelere ait histoskor tablosu.
Table 1: Histoskore table of histological evaluations belonging to the renal tissue.

Kontrol TD TD+ALA ALA

Glomeril mezengial matriks artisi 0.00+0.00 2.16+0.16° 1.50£0.22%° 0.16+0.16
Bowman boslugunda genisleme 0.00+0.00 2.00+0.1° 1.00£0.00%° 0.28+0.48°
fa'm:;“m'a ve tibtl bazal membranlaninda 0,000 5164030 1.5£0.22° 0.00£0.00°
:g;ar:e::?y”;nep'te”e””de deskuamasyon ve 101000  214:0.69°  1.28£0.48%  0.00:0.00°
Tibllerde hiyalin birikimi 0.00£0.00 2.14+0.37° 0.5+0.222° 0.00+0.00°
Tibdler dilatasyon 0.00£0.00  2.00+0.00? 1.00+0.37%° 0.16+0.16°
Peritibuler vaskiler konjesyon 0.00£0.00 1.83+0.16° 0.5+0.22° 0.33+0.31°
Perivaskiler 6dem 0.00+0.00 1.5+0.53° 0.66+0.21° 0.00+0.00°
Piknotik cekirdekli hiicre 0.00+0.00 2.66%0.212 1.5+0.22% 0.00+0.0°
Fircamsi kenarda bozulma/ ayriima 0.00+0.00 2.33+0.2° 1.16+0.3% 0.00+0.0°
Mononiikleer hiicre infiltrasyonu 0.00+0.0 2.00+0.25° 1.00+0.36%° 0.33+0.21°
Dejenere Henle kulpu 0.00+0.0 2.16+0.04° 1.16+0.12%° 0.00£0.0

Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, ®Tatiin dumani grubuna gore kargilastirildiginda, (P<0.05). Degerler ortalamaz standart sapma olarak verilmistir.

immiinohistokimyasal Degerlendirmeler

VEGF

immiinohistokimyasal boyamanin 151tk mikroskobu

immiunreaktivitesi icin yapilan
altinda incelenmesi sonucu; kontrol grubuna ait VEGF
immuinreaktivitesi bobrek tibiillerinde ve glomeril
(Sekil 4a). TD

ile karsilastirildiginda

podosit hicrelerinde gozlendi

grubunda, kontrol grubu

anlamli bir artis vardi (P<0.05) (Sekil 4b). TD+ALA

grubunda ise, TD grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi
(P<0.05) (Sekil 4c). ALA grubuna ait VEGF

immuinreaktivitenin kontrol grubuna yakin oldugu
gozlendi (P>0.05) (Sekil 4d) (Tablo 2).

Tablo 2: Bobrek
immuinreaktivitesi.
Table 2: VEGF immunoreactivity in kidney tissue.

dokusundaki VEGF

HISTOSKOR
GRUPLAR (yasygolrflll?x siddet)
Kontrol grubu 1.13£0.22
TD grubu 2.40+0.18°
TD+ ALA grubu 2.00+0.24%°
ALA grubu 1.23+0.20°

?Kontrol grubuna gére karsilagtirildiginda,
°Tijtiin dumani grubuna gore karsilastinldiginda, (p<0.05).
Degerler ortalamat standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4: a; Kontrol grubuna ait bobrek tlbillerinde
(ok) ve glomeril podositlerinde (yildiz) VEGF
immiinreaktivitesi b; TD grubuna ait bobrek
tubullerinde (ok) artan VEGF immiunreaktivitesi c;
TD+ALA grubuna ait bobrek tubillerinde (ok) VEGF
imminreaktivitesi d; Kontrol grubuna ait bobrek
distal tubdullerinde (ince ok), proksimal tubullerinde
(kalin ok) ve glomeril podositlerinde (yildiz) VEGF
immanreaktivitesi (x400).

Figure 4: a; VEGF immunoreactivity in the kidney
tubules (arrow) and glomerular podocytes (star)
belonging to the control group b; Increased VEGF
immunoreactivity in the renal tubules belonging to
the TS group (arrow) c; VEGF immunoreactivity in the
renal tubules belonging to the TS+ALA group (arrow)
d; VEGF immunoreactivity in the distal tubules of the
kidney (thin arrow), proximal tubules (thick arrow)
and glomerular podocytes (star) belonging to the
control group (x400).
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MDA Diizeyleri

Yapilan degerlendirmelerde lipit
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA
diizeylerinin, TD grubunda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  istatistiksel ~ olarak  anlamli

dizeyde arttigi belirlendi (P<0.05). TD+ALA grubunda
ise TD grubuna gore anlamli diizeyde azaldig fakat
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir artis
oldugu saptandi (P<0.05)(Tablo 3).

Tablo 3: Bobrek dokusundaki MDA dizeyleri.
Table 3: MDA levels in kidney tissue.

GRUPLAR MDA
(nmol/g doku)
Kontrol grubu 51.531+2.30

TD grubu 87.722+ 1.13a
TD+ALA grubu 68.716 + 1.47ab
ALA grubu 53.500+ 1.85b

Degerler ortalamat standart sapma olarak verilmistir.
*Kontrol grubuna gére karsilagtirildiginda,
"T{itiin dumani grubuna gére karsilastinldiginda, (p<0.05).

TARTISMA ve SONUC

Son yillarda, sigaranin kronik bobrek hastaliklari
ile olan iligkisi Uzerine ¢alismalar oldukga fazladir
(3,8,17).

nefropati, iskemik nefropati, nefrolosklorozis, IgA

Sigara dumani maruziyetinin diyabetik
nefropati gibi bobrek hastaliklarinin gelismesine ve
ilerlemesine neden oldugu bildirilmistir (17,18).
Ayrica sigaranin insilin direncine yol acgarak
metabolik sendrom ve tip2 diyabet riskini arttirdig
(19). Bu

patomekanizmasi olduk¢a komplekstir ve sigara ile

tespit edilmistir hastaliklarin
iliskileri hala net olarak anlasilamamistir. Gebelik
boyunca sigara veya titlin Urilinleri maruziyetinin
anne saghgina kisa ve uzun vadede olumsuz etkilere
yol actigi bircok farkh ¢alisma ile kanitlanmistir (5,20).
Bu nedenle gebelikte tltin dumani maruziyetinin
annenin bobrekleri Gzerinde hasar olusturabilecegi
bu
patofizyolojisinde oksidatif stres
bodbrek hastaliklari

acisindan risk olusturabilecegi kanaatindeyiz.

ve hasarin  gebelikte  gozlenen ve

ile endotelyal
rol

disfonkisyonun oynadigl
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Pasif sigara dumanindaki toksik maddelerden
biri olan nikotinin nefrotoksik etkisi oldugu ve
nefropatiyi uyardigi bilinmektedir (21). Sigara indiikli
renal hasarin akut etkisi 6zellikle sempatik sinir
aktivitasyonunun artmasi, kronik etkisi ise endotelyal
hiicre disfonksiyonu tzerinden agiklanmistir. Tabiler
fonksiyon bozuklugu, artan intraglomeriiler kapiler
basing, insilin direnci, artan sempatik sinir aktivitesi,
oksidatif stres, matriks birikimi, endotel ve mezengial
hiucre proliferasyonu sigara ile uyarilan renal
hasarlarda rol alan patomekanizmalardan bazilaridir
(22).
patomekanizmasi bu ¢oklu nedenlere bagh olabilir

fakat oksidatif

Sigara ile uyarilan bobrek hasarlarinin

major sebebinin stres oldugu
distnilmektedir (23). Sigara dumani reaktif oksijen
ve nitrojen tdrlerinin Gretimini uyararak hiicrelerde
oksidatif

ekspresyonlarinin

stres  Uretimine, inflamatuar gen
endotelyal
Artan ROS’un,

matriks

artisina ve
(24).

ekstrasellller

disfonksiyonuna yol agar

mezengial hicrelerdeki
Uretiminde ve proksimal tibil ile kapiller endotel
hiicrelerdeki gegirgenlik artisina neden olarak enerji
Uretimi ve hicresel transport icin gerekli olan
kapasiteyi ve yapisal biitlinligl bozdugu ve bu yolla
bobrek hasarlarinin ilerlemesine yol actigl ortaya
koyulmustur (16,25). Sahin ve ark. (26) yaptiklari
calismada stres ile uyarilmis artan oksidatif stresin
nefron tlbdllerinde ve glomerillerde nekrotik
degisikliklere ve ciddi hiicresel hasarlanmalara neden
oldugunu ve bu hasarin, strese bagli olarak tetiklenen
lipit peroksidasyondaki artistan kaynaklanmig
olabilecegini rapor etmislerdir. Siganlar {zerinde
vapilan c¢alismalarda titin bitkisinin renal korteks
glomeriillerinde daralmaya, hemorajiye ve tiibiiler
dejenerasyona yol actig bildirilmistir (27). Diyabetli
ve diyabetli olmayan sigara icen hastalarda proksimal
tibdl hicre disfonksiyonu ve tibuler hiicre hasari
gbzlenmistir ki bu bulgular tibulointerstisyel hiicre
hasari ve kronik bobrek hastaliginin gelisimi ile
iliskilendirilmistir (28). Ayrica oksidan kaynagi olan
titin dumaninin  hiicre membranlarinda hasar
olusturarak, membran gecirgenligini arttirdigi ve

sonunda hiicrelerde 6lime yol agtigi bilinmektedir
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(29). Bizim galismamizda titiin dumani grubuna ait
bobrek kesitlerinde oksidanlarin yol agtigi tibuler
epitel hicrelerinde deskuamasyon ve dejenerasyon,
piknotik c¢ekirdekli nekrotik epitel hiicrelerine ve
perivaskiiler 6dem alanlarina rastlanildi. Ayrica diger
calismalarla uyumlu olarak glomerillerde mezengial
matriks artisi, Bowman boslugunda genisleme, bazal
membran kalinlagmasi, tlbullerde hiyalin birikmesi
ve inflamasyon alanlar goézlendi. Bu karakteristik
atik

olabilecegi

degisikliklerin ~ metabolizma Urunlerinin

tutulmasina  neden ve  boylesi
anormalliklerin devam etmesi halinde bobrekteki
duyarl homeostatik mekanizmalarin kaybina neden
(30).

mezengial hicreler herhangi bir inflamatuar uyari

olabilecegi bildirilmistir Ayrica glomeriler

sonucu uyarildiklarinda serbest radikaller, sitokin,

bliyime faktori, eikosanoidler, nitrik oksit ve

endotelin gibi bircok inflamatuar mediatoriin

olusumuna yol agarak glomeriilde inflamatuar cevabi
matriks Uretimine de

baslatabilir. Ekstraselliler

katilarak mezengial hcrelerin asiri artisina ve
dolayisiyla glomeriloskleroza gétiiren bir tabloya yol
acabilir. Bu nedenle titiin dumani grubuna ait
bobrek kesitlerindeki artan hiicreler
bir

Bulgulardan bir digeri olan Bowman boslugundaki

mezengial

glomeriler patolojinin gostergesi  olabilir.

genisleme  ise  glomerillerde
bir

Ancak glomerdl

hasarlanmay

gosterebilen erken bulgu olarak

degerlendirilebilir. yapisindaki
yapisal bozuklugun daha net ortaya koyulabilmesi
bir

¢alismamizda

icin ultrastriktirel incelemenin  yapilmasi

histolojik

degerlendirmeler sadece 1sik mikroskobu altinda

gereklidir. Bizim
yapilabildi. Ancak bulgularimiz; MDA dizeyleri ile
birlikte degerlendirildiginde baslica patolojinin, ROS
artisina bagli olarak ortaya ¢ikan glomeriler hasar
kaynakli oldugunu disindirmektedir.

VEGF-A olarak da adlandirilan VEGF, 34—-46 kDa
biyukliginde, embriyogenezde kan damarlari
olusumunda goérev alan ve bu 6zelligi ile dokularda
anjiogenezisi baslatan birgcok farkh hicre tipinde
tretilen bir proteindir (31). insan ve kemiricilerin

bobrek dokularinda, glomeriler podositlerde, distal

59

ve proksimal toplayici tubillerde ve toplayic
kanallarda VEGF uretimi gergeklesir (32,33). VEGF'in
potansiyel anjiogenezisi uyarmasi nedeniyle renal
hiicre karsinomlarini tesvik ettigi bildirilmistir (34).
Sigara, vaskiler hastaliklar ve gesitli kanser tiirleriigin
onemli bir risk faktértdir ve bobrekler, sigaranin yol
actigl
(21,22,24). Birgok calismada ROS ile anjiogenezis

hasarlar icin 6nemli bir hedef organidir
arasinda pozitif iliski oldugu gosterilmistir. Sigara
dumanindaki hidrojen peroksit, nikotin ve major
metaboliti olan kotinin gibi toksik komponentlerin
endotel ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinden VEGF
Gretimini uyardigl, boylece anjiojenik yanitlari
diizenledigi ortaya koyulmustur (35,36). Bunun yani
sira VEGF'nin endotel hiicrelerindeki nikotinamid
dinlkleotit fosfat (NADPH)

aktivasyonu yolu ile ROS lretimini daha da arttirdig

adenin oksidaz
bildirilmistir (37). VEGF ekspresyonundaki bu artis ise

timoér  gelisimindeki  neovaskilarizasyon ile
dokudaki VEGF

seviyelerinin kapiler sizintilara neden olarak 6deme

iliskilendirilmistir. Ayrica artan
yol agtigl da ortaya koyulmustur (38). Bununla ilgili
yapilan bir calismada Tip1 diyabetli hastalarin serum
VEGF diizeyleri ile kapiler gegirgenlik arasinda pozitif
iliski oldugu gosterilmistir (39). VEGF inhibisyonunun
diyabetle iliskili  glomeriler hiperfiltrasyonu,
glomeriiler hipertrofi ve idrar alblmin bosaltimini
metabolik kontroll etkilemeden ortadan kaldirdigl
ortaya koyulmustur (40). VEGF, normal bobreklerde
gecirgenligi
proteindriyi

glomerdiiler dizenlerken, patolojik

durumlarda uyarmaktadir. Ornegin

fareler Uzerinde yapilan bir calismada podosite

spesifik ~ VEGF-164’GUn  asirt  ekspresyonunun
glomeriiler lezyona yol agarak proteiniri,
glomerulomegali, mesangial ve bazal membran

kalinlagmasi gibi miirin diyabetik nefropatide gorilen
benzer yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol actigl
gbzlenmistir (41). Ayrica, hipoksi veya herhangi bir
hasarda tlbdiler hiicrelerin VEGF (retimine yanit
vererek, tubdller hasarin (stesinden gelmek igcin,
peritibiler kapiler proliferasyonunu uyardigi ortaya
koyulmustur (42). Calismada hipoksik ortam ile ilgili
bir fakat tatln

degerlendirme yapilmamistir
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dumaninin dokulardaki oksijenizasyonu azalttigi ve

yol
bilinmektedir

damarlarda acarak dokularin
(43). Bu

bilgilerden yola g¢ikarak VEGF artisinin bir nedeninin

daralmaya
beslenmesini  onledigi
de bu titun dumani kaynakli hipoksik ortamin
olabilecegi diistinilmektedir.

Oksidatif
antioksidan kapasiteyi

stres faktori  olan sigaranin

azaltarak, insanlarda ve
deneysel hayvan modellerinde cesitli hastaliklara yol
actigr bildirilmistir (21,24). Tutin dumanina bagh
olarak artan ROS'un, hicrelerde hasara yol agan
membran peroksidasyonuna ve MDA olusumuna
neden oldugu bilinmektedir. MDA, dokulardaki lipit
peroksidasyonunu belirleyen bir belirtectir. Sigara
dumanindaki  reaktif peroksil radikalleri ve
asetaldehit iceriginin lipit peroksidasyonu arttirdig
Bu

peroksidasyon drind olan plazma ve doku MDA

bilinmektedir. nedenle sigara icenlerde
dizeyleri yuksek beklenmektedir (44). Calismada
tltlin dumani grubuna ait bébrek dokularinda MDA
degerlerinin kontrol grubuna goére anlamli oOlgiide
arttig tespit edildi. Bu da titin dumaninin bébrek
actigi
oldugunu dislindirmektedir.

dokusunda vyol hasarlarin  ROS kaynakl

Oksidatif stres, organizmada zararli serbest

radikallerin olusmasiyla ortaya ¢ikar. Serbest

radikaller, normal bir metabolizmanin devami ve
hiicrede enerji Uretimi igin gerekli olan birgok
Toksik

diizeydeki serbest radikaller lipitler, proteinler ve

reaksiyon tarafindan (retilebilmektedir.

niikleik asitlerle etkileserek membran bitiinlGglinin

kaybina, proteinlerde vyapisal ve fonksiyonel
degisikliklere ve genetik mutasyonlara sebebiyet
vermektedir. Organizma bu zararli radikallerin

etkisiyle basa ¢ikabilmek icin bazi enzimatik ve
antioksidan
(45).

olan ALA, mitokondrilerin

enzimatik olmayan savunma

sistemlerine sahiptir Enzimatik olmayan
antioksidanlardan biri
pirivat dehidrogenaz ve alfa ketogluterat
dehidrogenaz enzimlerinin kofaktoéri olarak gorev
alan gucli bir antioksidandir. Sicanlar {zerinde
vapilan bir calismada, metotreksat ile bobreklerde

olusturulan oksidatif hasara karsi ALA’nin, anti-
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inflamatuar ve anti-oksidan etkileri sayesinde,
kismen koruma sagladigi ortaya koyulmustur (46).
Calismamizda da ALA ‘nin antioksidatif etkisi ile tiitlin
dumani ile meydana gelen bdbrek dokularindaki
artan MDA duzeylerini ve histopatalojik bulgular
azalttigr gozlendi.

Bu calismanin bulgulari, 6nemli bir sosyal ve
saglik  problemi  olusturan  gevresel titlin
maruziyetinin ve pasif igiciligin 0ozellikle gebelik
boyunca annenin teneffiis etmesini dnlemek ve bu
kisileri korumak igin énlemlerin alinmasinin 6nemini
tekrar vurgulamaktadir. Bu nedenle gebelik siiresince
kadinlarin sigara veya tlatin drdnlerine olan
maruziyetin 6nlenebilmesi annenin saghg acisindan
oldukga 6nem arz etmektedir.

Sonug olarak gebelikte titin dumani kaynakl
oksidatif hasarin anneye ait bobrek dokularinda
hasara yol actigl, glicli bir antioksidan olan ALA
uygulamasinin ise bu hasari kismen engelledigi
gozlendi. Oksidatif strese bagh olarak artan lipit
peroksidasyonu ile meydana gelen glomeruler ve
tibdler hasarlarin, kanin

filtrasyonunda ve

reabsorbsiyon mekanizmalarinda, renal
onemli
fakat bu

etkinin mekanizmalarini agiklayabilecek daha ileri

histopatolojisinde  ve  fizyolojisinde

bozulmalar meydana getirebilecegini,

diizeyde biyokimyasal ve ultrastriktiirel ¢alismalara

ihtiya¢ oldugunu diislinmekteyiz.
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