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Özet
Amaç Karaciðer ve böbreðe toksik etkili olan karbontetraklorür (CCL4) sanayide sýklýkla
kullanýlmaktadýr. Heparin, antitrombotik özelliðinin yanýnda, yapýlan çalýþmalarda antifibrotik
olduðu gösterilmiþtir. Bu çalýþmada düþük doz CCL4 (0.25 ml/kg) uygulanan sýçanlarýn böbrek
dokularýndaki deðiþiklikler ve düþük molekül aðýrlýklý (DMA) heparinin buna etkisi inceyapý
düzeyinde incelenmiþtir.
Gereç and Yöntem: On sekiz  adet eriþkin erkek Spraque Dawley sýçandan rastgele 4 grup
oluþturuldu: 1.Kontrol grubu: Zeytinyaðý (1ml) intraperitoneal günaþýrý uygulandý (n=4). 2.CCL4
grubu: 0,25ml/kg CCL4 1 ml zeytinyaðý içinde, ip, günaþýrý uygulandý (n=5). 3.CCL4 + Heparin
grubu: 0,25ml/kg CCL4 uygulanan sýçanlara 180 IU/kg DMA heparin (Enoksaprin sodyum),
her gün subkütan olarak son 3 hafta uygulandý (n=4). 4.DMA Heparin grubu: Üçüncü grupta
uygulanan doz ve sürede Enoksaprin uygulandý (n=5). Sýçanlar 4 haftalýk deney süresi sonunda
sakrifiye edilerek böbrekler tartýldý ve doku örnekleri alýnarak gluteraldehit ile tespit edildi.
Ýnce kesitler Zeiss EM ile incelenerek görüntülendi. Deðerlendirmede Kruskal-Wallis istatistik
testi kullanýldý.
Bulgular: CCl4�ün, böbrek dokularýnda proksimal tübül mikrovillus yapýsýnda bozulmaya, bazal
girintilerin ve lizozom sayýlarýnýn artýþýna, kapiller geniþlemelerine neden olduðu tespit edilmiþtir.
CCl4�le birlikte DMA heparin uygulanan gruptaki sýçanlarýn böbrek yapýlarý normal morfolojiye
yakýn bulunmuþtur.
Sonuç: Bu çalýþmada düþük doz CCl4�ün böbrek glomerüllerinde ve proksimal tübül yapýlarýnda
minimal deðiþikliklere neden olduðu, enoksaprin uygulanan gruplardaki böbrek yapýlarýnýn ise
kontrol grubuna benzediði tespit edilmiþtir. Çalýþmanýn devamýnýn yüksek doz CCl4�le yapýlmasý
planlanmýþtýr.

Anahtar Kelimeler: Böbrek; Düþük Moleküler Aðýrlýklý Heparin; Elektron Mikroskobi;
Karbon Tetraklorür.

Abstract
Purpose: Carbon tetrachloride (CCl4) is frequently used in the industry which has toxic effects
on liver and kidney. Heparin is an antithrombotic drug, also an antifibrotic agent. In the present
study, the effect of low molecular weight (LMW) heparin on kidney of low dose CCl4 exposed
rats was examined by electron microscopy.
Material and Methods: Four groups were formed randomly from 18 adult male Spraque-
Dawley rats: 1. Control: olive oil (1 ml) was given IP every other day (n=4). 2. CCl4: 0,25
ml/kg CCl4 was solved in olive oil and given IP every other day (n=5). 3.CCl4+LMW Heparin:
CCl4 exposed rats were given subcutan 180 IU/kg LMW Heparin (n=4). (Enoxaparin sodium),
everday for last 3 weeks. 4. LMW Heparin: Enoxaparin in same dose and period as group 3
was administrated to rats (n=5). Rats were sacrificed after 4 weeks period, kidney tissues
were taken and weighted. Tissue samples were fixed in glutaraldehyde for EM. Thin sections
were examined with Zeiss EM. Kruskal-Wallis statistical test were used.
Results: CCl4 caused damage in proximal tubul microvillus structure,increased basal infoldings
and number of lisosoms and capillary dilatation in rat kidney.In LMW heparin+CCl4 given
group,the kidney tissue was found near normal morphology.
Conclusion: In this study,chronically exposing of lowdose CCl4 were caused minimal changes
in proximal tubule and glomerulus structure. Enoxaparin given groups were same with control.
The following study will be performed with highdose CCl4.
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Giriþ

Karbontetraklorür (CCl4), endüstriyel bir çözücü olarak
özellikle kuru temizleme sanayi olmak üzere birçok alanda
sýkça kullanýlan, karaciðer üzerine toksik etkisi olan bir
kimyasaldýr (1, 2). Karbontetraklorür karaciðerde olduðu
kadar böbrek, testis, kalp, akciðer, beyin ve kan gibi diðer
dokularda da toksik etkisinin olduðu çeþitli çalýþmalarla
gösterilmiþtir. CCl4 böbreklerde akut ve kronik
zedelenmeye yol açmaktadýr (2, 3). Bu etkisinin serbest
oksijen radikallerine baðlý olduðu gösterilmiþtir. CCl4,
lipid peroksidasyon ürünlerinin artýþýna ve bu ürünlere
karþý koruyucu olan enzimlerin azalmasýna neden
olmaktadýr. Bu etkiler CCl4�ün sitokrom P450 (CYP)
enzimiyle daha toksik olan triklorometil ve triklorometil
peroksit (CCl3/·CCl3O2) veya N-asetil-p-benzokinonelmin
(NAPQI) serbest radikallerine dönüþmesi sonucu meydana
gelmektedir (4). Hepato/nefrotoksisitenin özellikle
sitokrom P450 2E1 aktivitesiyle gerçekleþtiði ileri
sürülmektedir (5).

Heparin ve yarý ömrü daha uzun olan düþük molekül
aðýrlýklý heparin günümüzde antiinflamatuar ve antifibrotik
etkinliði ile çeþitli hastalýk gruplarýnda denenmektedir
(6, 7). Özellikle glomeruloskleroz, hepatik ve pulmoner
fibroziste baþarýlý sonuçlar alýnmýþtýr (8, 9).

Bu çalýþmada, sýçanlara düþük doz CCl4 uygulanarak
böbrek dokusundaki oluþturduðu deðiþiklikler ve buna
düþük molekül aðýrlýklý heparinin olasý etkisinin ince yapý
düzeyinde incelenmesi amaçlanmýþtýr.

Gereçler ve Yöntem

Çalýþmada aðýrlýklarý 250-300 gram olan toplam 18 adet
eriþkin erkek Spraque Dawley cinsi sýçan kullanýldý.

Rastgele seçilen hayvanlardan toplam 4 grup oluþturuldu:
(i). Kontrol grubu: Ýntraperitoneal olarak zeytinyaðý (1ml)
günaþýrý uygulandý (n=4). (ii). CCL4 grubu: 0,25ml/kg
CCL4 zeytinyaðý içinde çözülerek, intraperitoneal, günaþýrý
uygulandý (n=5). (iii). CCL4 + Heparin grubu: 0,25ml/kg
CCL4 uygulanan sýçanlara 180 IU/kg düþük molekül
aðýrlýklý heparin (Enoxaparin sodium), her gün subkütan
olarak son 3 hafta boyunca uygulandý (n=4). (iv) Heparin
grubu: Saðlýklý sýçanlara sadece heparin uygulandý. 180
IU/kg Enoxaparin sodium günde tek doz, son 3 hafta
boyunca subkütan verildi (n=5).

Sýçanlar dört haftalýk deney süresi sonunda son
injeksiyondan 24 saat sonra sakrifiye edildi. Daha sonra
böbrekleri alýndý ve tartýldý. Doku örnekleri %2.5
gluteraldehit ile tespit edildi. Ýkinci fiksasyon için %2�lik
osmiyum tetroksitte bekletildi. Dehidratasyon için dereceli
alkollerden ve propilen oksitten geçirilen dokular Araldit
Cy212 içine gömülerek bloklar hazýrlandý. Yarý ince kesitler
Olympus BX51 foto mikroskop ile ince kesitler Zeiss EM
ile incelenerek görüntülendi.

Tüm deneklerin 100 gr vücut aðýrlýðýna düþen böbrek
aðýrlýklarý hesaplandý. Gruplar arasý böbrek aðýrlýklarýný
karþýlaþtýrmak için Kruskal-Wallis istatistik testi kullanýldý.

Bulgular

Gruplarýn böbrek aðýrlýklarý arasýnda anlamlý bir farklýlýk
gözlenmedi (Z: 2,060; P=0,56; Tablo 1).

Tablo I: Sýçan böbrek aðýrlýklarý (Z: 2.060, P=0.56)

Gruplar Kontrol CCL4 CCL4+Hep Heparin

n 4 5 4 5

Minimum 0,6300 0,6000 0,6200 0,6200

Ortanca 0,6550 0,7300 0,6750 0,6600

Maksimum 0,6800 0,8500 0,7300 0,7600

Ortalama 0,6550 0,7240 0,6750 0,6760

Standart Sapma 0,02082 0,09529 0,04655 0,05320

Standart Hata 0,01041 0,04261 0,02327 0,02379
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Yarý ince kesitler incelendiðinde gruplarýn hiçbirinde
intertisyel hücre infiltrasyonu, fibrozis, vasküler konjesyon
ve hemoraji izlenmedi. Kontrol grubunda glomerül ve
tübül yapýlarý normal görünümdeydi. CCl4 uygulanan
grupta glomerül kapillerlerinde geniþleme, peritübüler

kapillerlerde dolgunluk, proksimal tübül bazal kýsýmlarýnda
vakuolizasyon belirgin olarak ayýrt edildi. CCl4 + heparin
uygulanan gruplarda böbrek yapýsý kontrol grubuna
benzemekteydi, tübüllerdeki vakuolizasyon azalmýþtý
(Resim 1).

Resim 1. Kontrol, CCL4 uygulanan ve CCL4 + Heparin uygulanan gruplardan alýnan örnek mikroskobi materyali.
Böbrek dokusunun kontrol grubuna ait ýþýk mikroskopik görünümü (sol-üst). CCl4 uygulanan böbrek dokusunda
geniþlemiþ glomerül kapillerleri, proksimal tübül bazalinde vakuolize görünüm dikkat çekmekte (sað-üst). CCl4
grubunda glomerüler ve peritübüler kapillerde dolgunluk, proksimal tübüllerde vakuol yapýlarý görülmekte (sað-alt).
CCl4 + Heparin uygulanan grupta böbrek yapýsýnýn kontrole benzediði görülmektedir (sol-alt). (Toluidin mavisi X40).

Elektron mikroskopik olarak kontrol grubunda podosit
hücrelerinin uzantýlarý, filtrasyon aralýklarý, kapiller
endotelleri, proksimal tübüllerin bazal çizgilenmeleri,

mitokondriyonlar, apikalde mikrovilluslar normal
görünümdeydi (Resim 2).
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Resim 2. Sol: Kontrol grubuna ait bir ratýn böbrek glomerülünün ince yapýsý. Proksimal tübül (Pt), Podosit (P), endotel
(e), makula densa hücreleri (md). Bar =20000nm. Sað: Kontrol grubunda proksimal tübülün normal yapýda olduðu
görülüyor. Bar =10000nm.

CCl4 uygulanan grupta proksimal tübüllerde düzensiz
mikrovilluslar, apikal sitoplazmada çok sayýda osmiyofilik
granüller, glomerül yapýsýnda geniþlemiþ kapiller yapýlarý

izlendi. Artmýþ mezengium gözlenmedi. Filtrasyon
aralýklarý düzgün olarak seçildi (Resim 3).

Resim 3. Sol: CCl4 uygulanan grupa ait bir ratta proksimal tübülde düzensiz mikrovillus yapýlarý (Mv) ve lizozomlar
(L) görülüyor. Bar =20000nm. Sað: CCl4 uygulanan grupta glomerülde geniþlemiþ kapillerler izleniyor. Bar =10000nm
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CCl4 + heparin uygulanan grupta glomerül kapillerleri
dolgun, endotel hücrelerinde belirgin granüllü endoplazmik
retikulum, perinükleer membranda geniþleme izlendi
(Resim 4).

yapýlmaktadýr. Bu organlarda oluþan bozukluklarýn
fizyopatolojisinde oksidan hasar sorumlu tutulmaktadýr.
Kim ve arkadaþlarý 2007 yýlýnda farelerde yaptýklarý bir
çalýþmada CCL4�ün renal toksitesinin cinsiyet farklýlýðýna
baðlý olarak deðiþtiðini göstermiþlerdir. Erkek farelerin
CCl4 nefrotoksitesine diþilere göre daha duyarlý olduðu
bulunmuþtur. Bunun, hepatik yetmezliðe baðlý testosteronun
böbreðe daha yüksek konsantrasyonlarda ulaþmasý ve
renal CYP izoenzimlerini indüklemesi sonucu erkek
farelerin böbreklerinin daha fazla oksidan hasara maruz
kalmasýyla açýða çýktýðý ileri sürülmüþtür (5).

Bu çalýþmada düþük molekül aðýrlýklý heparinin düþük
doz CCl4�ün böbrek dokusunda oluþturduðu deðiþiklikleri
elektron mikroskop düzeyinde azalttýðýný gösterilmiþtir.
Heparin uzun yýllardýr antikoagulan olarak rutin klinik
uygulamada kullanýlmaktadýr. Standart heparin
molekülünün fraksiyonlarýndan elde edilen düþük molekül
aðýrlýklý heparinler (DMAH) uzun etki süresi, kanama
riskinin az olmasý, düþük dozlarda etkinliði nedeniyle anti-
trombotik tedavide sýklýkla kullanýlmaktadýr (12, 13).
DMAH, antiinflamatuar ve antifibrotik etkinliði nedeniyle
çeþitli hastalýk gruplarýnda tedavi edici olarak
denenmektedir. Özellikle pulmoner fibrozisde ve
glomerulosklerozda oldukça baþarýlý sonuçlar alýnmýþtýr
(8, 9). Adriamisinle oluþturulan böbrek hasarýnda düþük
molekül aðýrlýklý heparinin oksidatif stresi azaltma yoluyla
olumlu etkilerinin olduðunu bildirmiþlerdir (14). Sonuç
olarak; bu çalýþmada kronik olarak uygulanan düþük doz
CCl4 böbrek glomerüllerinde ve proksimal tübül yapýlarýnda
minimal deðiþikliklere neden olduðu, heparin uygulanan
gruplarýn böbrek yapýlarý ise kontrol grubuna benzerlik
gösterdiði tespit edilmiþtir. Çalýþmanýn devamý niteliðinde,
ayný yöntem ile yüksek doz CCl4 uygulanarak yapýlmasý
planlanmýþtýr.

Resim 4. CCl4 + heparin uygulanan grupta glomerül
yapýsý görülüyor. Bar =10000nm.

Tartýþma

Sanayi ve tarýmda sýk kullanýlan CCl4, hepatoksitesi ve
nefrotoksitesi iyi bilinen bir kimyasaldýr (10). Bu çalýþmada
düþük doz CCL4�e maruz býrakýlan sýçanlarýn böbrek
dokusundaki ince yapý düzeyindeki deðiþiklikler
gösterilmiþtir. 0,25 ml/kg dozda CCl4, 4 hafta
uygulandýðýnda proksimal tübül mikrovilluslarý düzensiz,
glomerül kapilleri geniþlemiþ gözlenirken intraglomerüler
mezengium artýþý izlenmemiþtir. Buna karþýn Doðukan
ve arkadaþlarý 0,15 ml/kg dozda CCl4�ü 7 hafta
uygulamýþlar ve ýþýk mikroskopisi deðerlendirmesi sonucu
interstisiyel fibrosis ve inflamasyon bulmuþlardýr (11).
Öztürk ve arkadaþlarýnýn CCL4 ile oluþturulan böbrek
hasarýnda Betainin doku koruyucu etkisini araþtýrdýklarý
çalýþmada, CCL4 1 ml/kg, 11 gün uygulamýþlar ve yoðun
kortikal hasar, fokal glomeroskleroz gözlemlemiþlerdir
(1). Böbrekteki doku hasarýnýn farklý derecelerde
gözlenmesi doðrudan CCl4�ün uygulama dozuna
baðlanabilir.

CCL4�ün hepatotoksik etkileri çok yoðun olarak
çalýþýlmaktadýr. Bunun yanýnda böbrek çalýþmalarý da
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