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Cisplatin kanser tedavisinde kullanilan antineoplastik/sitotoksik bir ajandir ve basta
nefrotoksisite olmak {izere hepatotoksisite, mukozit, kan parametrelerinde anormal
degisiklikler, periferal noropati gibi ¢esitli yan etkilere yol agabilmektedir. Yan etkilerin
oksidan-antioksidan dengenin belirgin bi¢imde oksidan yonde bozulmasindan
kaynaklandigr belirtilmektedir. Calismamizda zengin polifenolik igerige, yiiksek
antioksidan ve anti-inflamatuar aktiviteye sahip Karadut (Morus nigra) meyvesinden elde
edilen ekstraktin, ratlarda cisplatin kaynakli bobrek toksisitesi iizerine koruyucu etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir. Karadut numunelerinden etanol, metanol ve sulu ekstraktlar
hazirlandi. Bunlarin Demir (III) Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasitesi (FRAP), 2,2-
difenil-1- pikrilhidrazil (DPPH), toplam antioksidan kapasite (TAS), toplam fenolik igerik
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ve 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-siilfonik asit (ABTS) antioksidan aktiviteleri
tespit edildi ve ¢alismanin bundan sonraki kisimlarinda en yiiksek antioksidan aktiviteyi
veren ekstrakt olan metanolik ekstrakt kullanildi. Hayvan deneylerinde her biri 3-4 aylik
(n=7) Wistar Albino disi ratlardan meydana gelen 5 farkli gruba (kontrol grubu, karadut
grubu [KD], cisplatin grubu, Cis+200 mg/kg KD grubu ve Cis+400 mg/kg KD grubu)
ayrildi. Kontrol grubuna 12 giin boyunca serum fizyolojik, karadut grubuna oral yolla 12
giin karadut metanolik ekstrakti1 (400 mg/kg/giin); Cisplatin grubuna 5. giinii i.p yolla tek
doz Cisplatin (7,5 mg/kg), tedavi gruplarinda ise 5.glin 7,5 mg/kg’lik cisplatin ve 12 giin
karadut metanol ekstrakti (200 mg/kg/giin ve 400 mg/kg/giin) oral yolla verildi. 12. Giin tim
gruplardan anestezi altinda intrakardial yolla kan alindiktan sonra tiim ratlar sakrifiye edildi.
Kanda; Kan iire azotu (BUN), Kreatinin (CREA), toplam antioksidan kapasitesi - toplam
oksidan kapasitesi (TAS-TOS) él¢iildii ve oksidatif stres indeksi (OSI) diizeyleri hesapland.
Bobrek dokusunda ise Siiperoksid Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Malondialdehit
(MDA), tiimér nekroz faktor- alfa (TNF-a), Kaspaz-3, TAS, TOS diizeyleri 6l¢iildii ve OSI
endeksi hesaplandi. Ayrica bobrek dokusunun histopatolojik degerlendirilmesi yapildi.
Karadut ekstraklari icinde en yliksek antioksidan aktiviteye sahip olarak metanolik ekstrakt
bulundu ve ratlara bu ekstrakt verildi. Ratlarda cisplatin ile olusturulan akut bobrek hasari
sonrasi serum Orneklerinde tedavi gruplarmin cisplatin grubuna gére BUN, kreatin ve TOS
diizeylerinde anlamli diizeyde azalirken (p<0.05), TAS seviyesinde anlaml diizeyde artig1
gozlemlendi. Bobrek doku orneklerinde MDA, Kaspaz-3 ve TNF-a diizeylerinde anlamli
azalma (p<0.05), TAS, SOD ve CAT diizeylerinde ise cisplatin grubuna goére anlamli bir
artig belirlendi (p<0.05). Histopatolojik degerlendirmede cisplatin grubunda kontrol grubuna
gore anatomik ve fizyolojik olarak anlamli bozulmalar goriildii. Tedavi gruplarinda ise
cisplatin grubuna gore proksimal ve distal epitel hiicrelerinin kayiplarinda ve debris
birikimlerinde azalma oldugu saptandi (p<0,05). Biyokimyasal ve histolojik sonuglar
acisindan yiiksek doz karadutun diisiik doza gore nefrotoksisiteye karst daha etkili oldugu
tespit edildi. Sonug olarak karadutun cisplatin indiiklii bobrek hasarina ve oksidatif strese

kars1 koruyucu etkisi oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, Cisplatin, Karadut, Metonollik ekstrakt, Nefrotoksisite
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Cisplatin is an antineoplastic / cytotoxic agent used in cancer treatment and may cause

various side effects such as nephrotoxicity, hepatotoxicity, mucositis, abnormal changes in
blood parameters and peripheral neuropathy. It is reported that these side effects appear due
to the deterioration of the oxidant-antioxidant balance in the oxidant direction. The studing
aiming to bring this axidant/antioxidant disequbilium in to ladance might impose cisplatin
based cancer chemotherapy therefore, it the aim of this study is to investigate the protective
effects of the extract obtained from Black Mulberry (Morus nigra) extracts, which has rich
polyphenolic content, high antioxidant and anti-inflammatory activity, on cisplatin-induced
rat model of nephrotixicity. Ethanol, methanol and aqueous extracts were prepared from
black mulberry samples and their Iron (111) lon Reducing Antioxidant Capacity (FRAP), 2,2-
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diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), total antioxidant capacity (TAS), total phenolic content
and 2.2"-azino-bis (3 ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) antioxidant activity
anaysis were perform the most appropriate activity has shown on the methonolic extract
group which was used in the next part of the study. In animal experiments, 5 different groups
(control group, black mulberry group [KD], cisplatin group, Cis + 200 mg / kg KD group
and Cis + 400 mg / kg) consisting of Wistar Albino female rats, each 3-4 months old (n =7)
KD group) left. Saline was administered to the control group for 12 days, black mulberry
methanolic extract for 12 days (400 mg / kg / day) to the black mulberry group; Cisplatin
(7.5 mg / kg) on the 5th day in the Cisplatin group, 7.5 mg / kg cisplatin on the 5th day and
black mulberry methanol extract for 12 days (200 mg / kg / day and 400 mg) in the treatment
groups. / kg / day) given orally. On the 12th day, all rats were sacrificed after blood was
taken from all groups by intracardial route under anesthesia. In the blood; Blood urea
nitrogen (BUN), creatinine (CREA), total antioxidant capacity - total oxidant capacity (TAS-
TOS) were measured and oxidative stress index (OSI) levels were calculated. Superoxide
Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Malondialdehyde (MDA), tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a), Caspase-3 (Caspase-3), TAS, TOS levels were measured in the kidney tissue and
the OSI index was calculated. In addition, histopathological evaluation of the kidney tissue
was made. Methanolic extract was found to have the highest antioxidant activity among the
black mulberry extracts and this extract was given to rats. After acute kidney injury induced
by cisplatin in rats, BUN, creatine and TOS levels of the treatment groups were significantly
decreased (p<0.05), while the TAS level was significantly increased compared to the
cisplatin group. Significant decrease in MDA, caspase-3 and TNF-a levels in kidney tissue
samples (p<0.05), and a significant increase in TAS, SOD and CAT levels compared to
cisplatin group (p<0.05). Histopathological evaluation showed anatomic and physiologic
significant impairments in the cisplatin group compared to the control group. Also Proximal
and distal epithelial cell loss and debris accumulation were found to be decreased in the high
and low dose black mulberry groups compared to the cisplatin group (p<0.05). In terms of
biochemical and histological results, it was determined that high dose black mulberry was
more effective against nephrotoxicity than low dose. As a result, it has been observed that
black mulberry has a protective effect against cisplatin-induced kidney damage and

oxidative stress.

Keywords: Antioxidant, Black mulberry, Cisplatin, Methanolic extract, Nephrotoxicity
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris ve Amag

Kanser, DNA'nin hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde
biiylimesi, ¢ogalmasi ile meydana gelen ve kalp hastaliklarindan sonra en yaygin 6lim
nedeni olan bir hastaliktir (Pavlopoulou vd., 2015). Bilimin ilerlemesi ile birlikte bu
hastaliga yonelik standart tedavilerin yani sira yeni tedavi yontemleri de gelistirilmektedir.
Tedaviye yonelik standart olarak kabul edilen kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemlere
ek olarak asilar, hormonal tedavi yontemleri ile hedeflenmis gen terapileri giderek artan
bi¢cimde kullanilmaya baslanmistir (Baykara, 2016). Kanser tedavisinde kemoterapi en ¢ok
tercih edilen yontemdir. Kemoterapi yontemi tiimor hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini
baskilamay1 veya miimkiin olduk¢a onlar1 yok etmeye amaglar.

Kemoterapi uygulamalarinda  antineoplastik  ajanlar yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Antineoplastik ilaglar cogalan kanser hiicrelerini yok ettikleri gibi, hizl
bi¢imde ¢ogalma Ozelligi gosteren normal somatik hiicrelere de zarar verebilmektedir.
Dolayisiyla bu ajanlarin bazi zararli yan etkileri de s6z konusudur (Kintzel, 2001).
Kemoterapide kullanilan antineoplastik ilaglarin igerisinde yiiksek etkiye sahip ve gesitli
kanser tiirlerinde yaygin olarak kullanilan ajanlardan biri de cisplatindir.

Cisplatin testis, bas ve boyun, ovaryum, servikal, kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri gibi bir¢ok kanser tiirlerinde kullanilmaktadir (Pabla ve Dong, 2008). Cisplatinin
diger antioplastik ilaglarda oldugu gibi normal somatik hiicreler tizerinde de bazi yan etkileri
vardir. Bu yan etkiler arasinda nefrotoksisite, hepatoksisite, ototoksisite, mukozit, 6zefajit,
tilseratif lezyonlar, bulanti, kusma, tat duyusunda kayip, kismi immiin yetmezlik ve
kardiyomiyopati sayilabilir. Nefrotoksisite cisplatin ilacinin kullanimim kisitlayan en
onemli yan etkisidir. Yapilan ¢alismalarda cisplatinin nefrotosksisitede serbest oksijen
radikallerinin artisina bagli olarak oksidatif stresi tetikledigi belirtilmistir (Zhi-na vd., 2017).

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis
elektron tastyan, yiiksek enerjili, kararsiz atom veya molekiiller olarak tanimlanir. Serbest
radikaller eslenmemis elektron bulundurduklarindan dolayr diger maddelerle kolaylikla

reaksiyona girebilirler (Ozcan vd., 2015).


https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
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Antineoplastik ilaglarin ve cisplatinin yan etkilerinin azaltmak amaciyla zengin
antioksidan icerikli bitkilerin kullanildig1 pek ¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma yapilmistir
(Ozyurt vd., 2004; Baliga vd., 1999).

Karadut (Morus nigra), dutgiller (moracea) familyasina mensup olan ve geleneksel
tedavide meyve ve yapraklar1 siklikla kullanilan bir bitkidir. Karadutun meyve ve
yapraklariin, askorbik asit, fenolik bilesikler, antosiyaninler ve diger flavonoid bilesikler
gibi fitokimyasal maddeler bakimindan zengin oldugu ve antimikrobiyal, antioksidan,
antidiyabetik, anti-HIV, antienflamatuar, hipolipidemik, hepatoprotektif, antiobezite,
noroprotektif, antihiperlipidemi, antiaterojenik ve antikanser etkisi gibi genis bir biyolojik
aktivite sergiledigi pek ¢ok ¢alismada ortaya konmustur (Wu vd., 2013; Ozgen vd., 2009;
Turan vd., 2017). Karadutun igeriginde ¢esitli miktarda kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik
ve galik asit gibi fenolik asitler ile katesin, epikatesin, quersetin, kaemferol, cyanidin gibi
flavonoidler bulunmaktadir (Chan vd., 2013).

Kemoterapatik ilaglarin tibbi bitkiler yoluyla etkilerinin azaltilmasina yonelik hayvan
deneylerini igeren ¢aligmalarda genellikle Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon  peroksidaz ~ (GSH-Px) gibi  antioksidan  enzimlerin  kapasiteleri
degerlendirilmektedir. Bununla beraber kanser tedavisinde uygulanan yontemlerin bagisik
yanit1 disiiriicii, yliksek inflamantuar etki, gastronestinal yollarda lezyon olusturmasi gibi
etkileri de bulunmaktadir /Yao vd., 2007). Karadutun yukarida belirtilen 6zellikleri dikkate
alindiginda kemoterapinin s6z konusu yan etkilerine karsi dnleyici veya azaltici yonde
etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu caligmada Karadut (Morus nigra) meyvesinin zengin polifenolik igerigi, yiiksek
antioksidan ve anti-inflamatuar aktivitesi dogrultusunda cisplatinin bébrek nefrototoksisitesi
tizerine etkilerinin azaltilmas1 yoniinde ne derece etkili oldugunun tespit edilmesi, bu sekilde
antikanser tedavide yeni bir etken iriiniin ortaya konmasi, antineoplastik ilaglarin yan

etkilerini 6nlemeye yonelik olas1 mekanizmalarin aydinlatilmas1 amaglanmistir.



1.2. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz béliinmesi ve ¢ogalmasi ile meydana gelen,
patogenezinde genetik ve ¢evresel kosullarin rol oynadigi bir hastaliktir (Dalay, 2006) ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan (KVH) sonra en sik énemli 6liim sebeplerinden biridir. Son
donemlerde gelismis tan1 yontemleri (erken tani dahil) saglik kuruluslarindan yararlanma
olanaklarinin artmis olmasi, toplumun hastalik hakkinda bilinglenmesi, toplumsal tarama
caligmalarin yapilmasi gibi sebeplerden dolay1 bu hastaligin tespitinde kaynaklanan artis
goriilmektedir. Bunun disinda artan g¢evre kirleticileri, kanserojen gidalar ve gida zincirinde
koruyucu olarak kullanilan ajanlar, beslenme sekli ve viicut agirligi, sigara, artmis
kanserojen enfeksiyon hastaliklar1 ve stres gibi sebepler de bu artis1 desteklemektedir
(American Cancer Society, 2020). Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore kanser vakalarmin
20201 yillardan itibaren katlanarak artmasi beklenmektedir (Cancer Fact sheet February
2018). Kanser tedavilerine yonelik saglik harcamalari iilkelerin biitgelerinde onemli yer
tutmaktadir.

Kanser yayilim 6zelligine gore iyi huylu-yayilmasiz (bening) ve kotii huylu-yayilict
(malign) olarak siniflandirilmaktadir. Yiizden fazla kanser ¢esidi tanimlamakla birlikte
insanlar arasinda genetik farklilik hem kanserin ortaya ¢ikisinda hem de tedavilere verilen
cevapta en onemli faktorlerden biridir. Klasik kanser tedavi yontemleri arasinda en yaygin
olanlar cerrahi uygulamalar, kemoterapi ve radyoterapi olarak siralanabilir (Akdemir, 2004).
Biyoteknoloji alanindaki ilerlemeler sayesinde gen terapileri, hormon tedavileri,
hedeflenmis immiin sistem, yeni asilar seklinde yeni kanser tedavi metotlar1 gelistirilmistir
(Baykara, 2016). Kanser tedavi yontemleri bir takim yan etkilere sebep olmaktadir bu
etkilerin bir kismu tedavinin siirecinde ortaya cikip daha sonra kaybolmaktadir. Ornegin
mukozit, kombine tedavilerde ve yiiksek doz 1sin tedavilerde goriilmektedir (Yildirim vd.,
2003). Bu tedavi siireclerinde en yaygin bigimde goriilen yan etkilerin basinda tedavinin
gidisatin1 etkileyen nefrototoksite gelmektedir (Bhosle vd., 2009).

Cerrahi tedavi yontemleri daha ¢ok bening tomiirlerin ve erken teshis edilmis malign
tomirlerin ¢ikarilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak ilermis metastatik
(yayilic1) olgularda tercih edilmez. Radyoterapi, kanserli hiicrelerin iyonizasyon isinlari
kullanarak yok edilmesine dayanan bir tedavi yontemidir. Viicudun sadece belli bir bolgesini

hedef alarak yapilabildigi gibi, tiim viicudu hedef alan tedaviler de uygulanmaktadir



(Kinhikar vd., 2014). Kemoterapide ise bir takim kimyasal ajanlar kullanilir ve kanser

dokunun baskilanmasi saglanir.

1.3. Kemoterapi

Kemoterapi hiicrelerin kimyasallarla tedavi edilmesi anlamindadir ve kanser tedavi
yontemleri arasinda sik bigimde kullanilir. Bu yontemde amag, kanserin tiiriine ve evresine
gore kanseri tedavi etmek, yayilimini engellemek, tiimoriin bliylimesini yavaslatmak ve
viicudun farkli bélgelerine yayilan kanser hiicrelerini yok etmektir (Tannock, 1996).
Gliniimiizde genellikle klasik kemoterapi ilaglar1 ile yeni nesil kemoterapi ilaglar1 birlikte
kullanilmakta ve boylece tiimore karst daha etkili cevap olusturmaktadir. Bu nedenle kiir
seklinde uygulanan kemoterapiler birden fazla ilag igerebilir. Bununla birlikte bu giicli
etkinin yaninda daha siddetli yan etkileri de ortaya ¢ikarmaktadir. Kemoterapi ilaglari
cogunlukla intravendz yol ile verilmekte olup ayrica subkutan, intramiiskiiler, intraarteriyel,
intratekal, topikal, intraperitonial, intraplevral, intravezikal, intraventrikiiler olarak da
uygulanabilmektedir (Miaskowski, 1999; Giindogdu, 2014). Kemoterapide kullanilan bazi

ilaclar tablo 1.1°de gosterilmistir.

Tablo 1.1. Kemoterapide yaygin olarak kullanilan ilaglarin siniflandirilmasi (Bhosle, 2009).

Alkilleyici Anti Mitotik Topoizomerz | Anti-tiimor

ajanlar metabolitleri inhibitérler inhibitorleri antibiyotikler
Platinler(cisplatin, | Pirimidin Vinca Topoizomeraz- | Antrasiklinler
karboplatin), analoglari alkaoids I inhibitorleri | (doksorubisine
Azothardali (gemsitabin, (vincristine, | (irinotekan, pirubisin)
tiirevleri 5-florourasil, vinorelbine) | topotekan), bleomisin,
(klorambucil, kapekitabin), taksanlar topoizomeraz- | Mitoksantron
melfalan),oksazof | antifolatlar (paclitaxel, I inhibitorleri
osforinler (metotreksat, docetaxel) (etoposit)
(siklofosfamid, raltitrexed)
ifosfamid)

Bu ilaglar kendi igerisinde sitotoksik ajanlar (Cisplatin, Karboplatin, Oksaliplatin,
Ifosfamide, Metotreksat, Pemetrekset, Gemsitabin), hedefe yonelik ajanlar [vaskiiler
endotel bilyiime faktdrii inhibitdri (VEGF) Imatinib, Rituksimab, Interferon] ve

bifosfanatlar (Klodronat, Risedronat, Zoledronid vb) olarak siniflandirilabilir (Erding,
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2012). Cisplatinin yanisira nedaplatin, oksaliplatin, lobaplatin, karboplatin ve heptaplatin
gibi birgok platin tirevi klinik c¢alismalarda test edilmis bunlardan karboplatin ve
oksaliplatin klinik kullanim i¢in onay almistir (Florea vd., 2011). Sitotoksit ajanlarin
bobrekler tizerinde genis bir etkisi vardir ve doz ayarlamasinda glomertiler filtrasyon hizi
(GFH) o6nemli rol oynar. Bazi durumlarda bu ilaglar renal fonksiyonlarda doniisiimsiiz

bozulmalara neden olabilir (Wald vd., 2009).
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Sekil 1.1. Diger baz1 platin tiirevleri: A-Oksaliplatin; B-Karboplatin; C-
Endoplatin; D-Ormaplatin (Dasari ve Tchounwou, 2014).

Hedefe yonelik ajanlarla tedavide kanser hiicrelerindeki proteinlere baglanarak etki
gosteren ilaglar kullanilir. Bununla ilgili bu yontem tam olarak gelistirilmemistir ve diger
tedavilerle kombine olarak kullanilir (Chu ve Sartorelli, 2014).

Bisfosfonatlar ise daha ¢ok menopoz sonrasi osteoporoz tedavisinde kullanilmakta olup
osteolik metastatik kemik vakalarinda tercih edilmektedir (Bhosle, 2009).

Bu ii¢ grup tedavi yonteminin timiinde nefrototoksite ve buna bagl bobrek yetmezligi

(akut ve kronik), GFH’da azalma ve hiperiirisemi goriilebilmektedir.

1.4. Cisplatin
Cisplatin ilk kez 1845°de Peyron tarafindan kesfedilmis ve Peyron kloridi olarak
tanimlanmistir. Daha sonra cisplatin molekiilii cisplatinin nétral bir cis izomeri oldugu

gosterilmistir. 1960 yilinda Biyofizik¢i Barnett Rosenberg E coli iizerinde yaptigi ¢calismada



cisplatinin bakterinin biiylimesini engellemedigini fakat boliinmesini onledigini tespit
etmigtir. (Kelland., L, 2007). Cisplatin ilac1 ilk olarak 1971°de klinik ¢alismalarda
kullanilmis, 1978 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Kurumu (FDA) tarafindan over ve
testikiiler kanserlerin tedavisinde kullanilmasi kabul edilmistir (Kelland., L, 2007).

Cisplatin [cis-diaminodichloroplatin (I1)], kanser tedavisinde biiyiik etkisi olan
nispeten basit bir inorganik bilesiktir. Bu bilesik testis kanserleri, bas-boyun kanserleri,
kiiglik hiicreli akciger kanseri, over kanserleri, merkezi sinir sistemi (MSS) maligniteleri,
mide kanseri, mesane kanseri gibi bir¢ok farkli kanser hastalarin tedavisinde etkin ve basarili
bir sekilde kullanilan bir kemoterapotik ilacidir. Ancak klinik uygulamada kullanimini
kisitlayan nefrotoksisite, hepaoksisite, mukozit, bulanti, kusma gibi yan etkileri
gozlenmektedir (Rybak L.P, 2007).

1.4.1. Kimyasal Ozellikleri

Cisplatin inorganik divalent, suda c¢oziinebilen platinum igeren bir bilesiktir.
Cisplatin, cis konfigiirasyonunda merkezi bir platin atomunu ¢evreleyen, iki klor atomu ve
iki amonyak molekiiliinden olusur. Bag agilari sabittir ve DNA’ya baglanmada yapisal uyum
saglarlar. Farkli platin bilesikleri de ayni sekilde merkezi yerlesimli platin atomuna

sahipken, diger gruplar agisindan farklilik gostermektedir (Lebwohl vd., 1998).

e . .

Sekil 1.2. Cisplatinin molekiiler yapisi (Sanchez-Gonzales vd., 2011).

Rosenberg tarafinda yapilan ¢aligmada ise inhibisyondan sorumlu olan formun “cis”
formu oldugu, “trans” formunun ise sitotoksik etkisi olmadigi belirtilmistir. Viicutta
cisplatin bilesigi hiicre i¢ine alininca trans ve cis olarak iki farkli formda bulunur, cis

formunda bu bilesik sitotoksik 6zellik gosterirken, trans izomerinin antineoplastik etkisi



olmadign gozlenmistir (Tarladacalisir vd., 2005). Onemli olan kismi ise bu bilesik
cogunlukla hiicre igerisinde sitozol, ¢ekirdek, mikrozom ve mitokondriuma yerlesirken eger
hiicre igerisinde yeterli miktarda klor yoksa, kendi biinyesinde bulunan 2 adet klor atomunu
vererek normalden daha fazla sitotoksik etki gosteren bir ajana doniismektedir (Kuhlmann
vd., 1997). Cisplatinin cis formu sitotoksik etki gosterdiginden dolay1 bu alandaki ¢alismalar

genelde “cisplatin” iizerinde yapilmaktadir.

1.4.2. Cisplatinin Hiicre i¢ine Almis1

Cisplatin ile ilgili yapilan ilk ¢alismalarda pasif difiizyon ile hiicre i¢ine girdigi tahmin
edilmistir. Ancak daha sonra bakir transport proteini tarafindan (CTR1) cisplatinin hiicre
igine aktif olarak alindig1 belirtilmistir (Wang vd., 2005).

Cisplatin hiicreye girdikten sonra, sitozol igerisinde diisiik klor konsantrasyonu olmasi
nedeniyle cisplatin yapisindaki Pt- Cl (Platin-Klor) baglar hidrolize ugrar ve olusan bu yeni
pozitif yiikli molekiil, negatif yiiklii olan DNA’ya baglanmasi kolaylasir. Cisplatin, DNA
ile etkileserek, zincir i¢i ve zincirler arasinda komsu guaninler arasinda c¢apraz baglar
olusturur; bu olay “DNA’nin platinasyonu” olarak adlandirilmaktadir (Sekil 1.3) (Lau vd.,
2010; Zhang vd., 2010). DNA platinasyonunun derecesi, hiicre ¢ekirdeginde biriken platin
miktariyla dogru orantilidir. Bu baglanma, DNA‘nin transkripsiyon ve replikasyonunu
aksamasina neden olur. DNA hasar1 apopitozisi baslatmasiyla riboniikleik asit (RNA) ve
protein sentezini de inhibe etmektedir. Ayrica cisplatin, hiicre mitokondirisine zarar verdigi
gibi, Adenozin trifosfat (ATP) aktivitesini ve hiicreyi G2 fazinda durdurarak hiicresel tagima

sistemini deaktive eder (Parker vd., 1991; Pabla vd., 2008).
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Sekil 1.3. Cisplatinin DNA hasar mekanizmasi. (a) Cisplatinin hidrolize olmasi, (b)

Hidrolize olmus cisplatin metabolitinin DNA iplik¢iklerine baglanmas (Siddik
Z.H, 2003).

1.4.3. Cisplatin Farmakokinetigi

Cisplatin gastrointestinal kanaldan emilmedigi i¢in oral yolla uygulanamaz. Bu
nedenle yalnizca intravendz veya intraperitoneal yolla uygulanmaktadir. Taginimi plazma
proteinlerine %90 oraninda veya kismen geri doniisiimsiiz olarak kovalent bag yapmasiyla
gergeklesir (Chabner vd., 2001). Cisplatin ilacinin intravendz uygulamasindan sonra bir saat
igerisinde plazmada en yiiksek seviyeye ulagir. Kan beyin bariyeri sebebiyle merkezi sinir
sistemine ge¢isi ¢ok zayiftir. Bundan dolayi serbest cisplatini iki saat i¢inde plazmada tespit
etmek miimkiin degil.

Cisplatin dokulara hizli bir sekilde yayilim gosterir; bobrek, karaciger ve prostat
dokusunda yiiksek konsantrasyonlarda bulunurken, diger organlarda (mesane, kaslar, testis,
pankreas ve dalakta) daha az bulunur ve bagirsak, adrenal, kalp, akciger, beyinde ise diger
dokulara oranla daha diisiik konsantrasyonlarda bulunur (Boulikas vd., 2003). Cisplatin

uygulanmasindan itibaren 4 ay kadar bir siirede bobrek dokusunda platin bulunabilir.
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Cisplatinin yar1 émrii 10-60 dakika kadardir.Yapilan ¢alismalarda insan ve hayvanlarda
ilacin % 80°‘inin idrarla ilk 24 saatte ve diger % 8’in ise sonraki 24 saatte viicuttan atildig1
goriilmistiir. Cisplatinin safra kanali yoluyla atilim orani ise % 10‘un altindadir (Kaya,
2000).

1.4.4. Cisplatinin Yan Etkileri

Giliniimiizde kemoterapide yaygin olarak kullanilan cisplatin, gii¢lii bir anti-proliferatif
ilag olmasinin yaninda, normal dokularda ototoksisite, norotoksisite, nefrotoksisite,
gastrotoksisite, myelosupresyon, mukozit ve alerjik reaksiyonlar gibi ciddi yan etkilere
neden olmaktadir (Hartmann vd., 2003; Galluzzi vd., 2014). Yapilan klinik ¢alismalarda
cisplatin tedavisi goren hastalarin %30 ile 50’sinde isitme kaybi, %14-57sinde
norotoksisite, %70’inde ise nefrotoksisite gelistigi belirtilmistir (Travis vd., 2014; Rathinam
vd., 2015). Bu yan etkiler bazi durumlarda hastalarin tedaviyi yarida birakmasina neden
olmaktadir. Bu yan etkilerden en ciddi ve doz kisitlayict olan ise nefrotoksisitedir.
Cisplatinden kaynaklanan nefrotoksisite akut bobrek hasari, Fankoni-benzeri sendrom,
hipomagnezemi, distal renal tiibiiler asidoz, hipokalsemi, bobrek tuz kaybi, bobrek
konsantrasyon yetersizligi, hiperiirisemi, gegici proteiniiri, eritropoietin yetersizligi vb
cesitli belirtilerle kendini gostermektedir (Miller, 2010). Fakat bu belirtiler arasinda ciddi
bir sekilde hayati tehdit eden, akut bobrek hasar1 olusumudur (Sastry vd., 2005; Sanchez-
Gonzalez vd., 2011). Gegen yillarda cisplatinden daha gii¢lii ve daha az yan etki gosteren
anti-neoplastik etkisi bilinen yeni platin icerikli bilesiklerin sentezi i¢in bir¢ok aragtirma
yapilmigtir. Ancak ¢alismalar sonucunda yeni anti-neoplastik ajanlar sentezlenmesine
ragmen, kanser tedavisindeki etkinliklerinin
cisplatinden daha basarili olmamasindan dolay1, giiniimiizde cisplatin hala birgok yan etkisi
olmasma ragmen kanser tedavisinde temel bir ilag olmaya devam etmektedir (Chu ve
Sartorelli, 2014).

1.4.4.1. Cisplatin Nefrotoksisitesi

Cisplatin ilacinin kemoterapi de kullanildigindan beri en ciddi ve doz kisitlayict yan
etkisi nefrotoksisitedir. Cisplatin ilacinin asil atihm yeri bdbrekler oldugu icin diger
organlara oranla daha fazla birikmeye neden olmaktadir. Hastanelerde bu ilacin bobrekler

tizerindeki yan etkilerini azaltmak ya da onlemek amaciyla tedavi goren hastalara yogun



hidrasyon uygulanmasma ragmen, cisplatin tek doz sonras1 (50-100 mg/m?) hastalarin
%35°de nefrotoksisite ortaya ¢ikmaktadir (Sastry, 2005). Serum konsantrasyonu ile
karsilastirildiginda bobrek proksimal tiibiillerinde cisplatin miktar1 5 kat fazladir.
(Kuhlmann vd., 1997). Cisplatininin bobrek dokusunda bu kadar artmasi nefrotoksisite
olusumuna sebep olmaktadir (Yao vd., 2007). Bobrekte en yogun mitekondri igerigine sahip
olan proksimal tiibiil S3 boliimii ile distal tiibiil ve proksimal tiibiiliin S1 boliimleri sirast
cisplatinin en fazla biriktigi yerlerdir (Kroning vd., 2000; Qian vd., 2005). Sitoplazma,
mitokondri ve niikleusta cisplatinin hiicre i¢i konsantrasyonlar1 diger bolgelere gore daha
yiiksek olarak bulunmustur (Gullans, 2000). Yetiskin bireylerde boliinme 6zelligi olmayan
proksimal tiibiil hiicrelerin, cisplatin nefrotoksisitesi patogenezindeki temel mekanizmada
ilacin ¢ekirdek DNA’sinda olmadigi ve mitokondri DNA’sinda olusturdugu hasardan
kaynaklandigi tahmin edilmektedir (Wainford vd., 2008). Ciinkii cisplatin molekiilii
hidrolize olmasindan sonra olusturdugu art1 yiiklii metabolitler, eksi yiiklii mitokondriler
icinde birikebilmektedir. Diger taraftan mitokondri DNA’s1 histon proteinleriyle iyice
sarmalanmadigindan dolay1 herhangi bir hasar-tamir mekanizmasi bulunmamaktadir (Yang
vd., 2006; Olivero vd., 1997; Cullen vd., 2007). Ancak proksimal tiibiil hiicrelerinin yogun
miktarda mitokondri icermesi ve bunun yaninda bobrekteki mitokondri proksimal tiibiil
hiicrelerinde yiiksek miktarda olmasi da, bu segmentin cisplatin kaynakli apoptoza olan 6zel
ilgisini belirtilmektedir (Kriz ve Kaissling, 2013). Buna gore proksimal tiibiil hiicreleri
cisplatine mitokondri yogunlugu ile orantili bigimde ilgi duymaktadir (Qian vd., 2005).
Cisplatin nefrotoksisitesi, kompleks ve ¢ok etkili bir siire¢ olarak ifade edilmektedir.
Bobrek tiibiil hiicrelerinin cisplatin ilacina maruz kalmasiyla tiibiiler hiicre hasar1 ve
Oliimiinii ortaya ¢ikaran bir¢ok sinyal yolagi aktiflestirmektedir. Bununla birlikte bobrek
hasarinin daha da ilerlemesine neden olan siddetli bir inflamasyon ile uyarilir. Cisplatin ayni
zamanda bobrek damarlarinin hasarimi da uyarir ve Glomeriiler Filtrasyon Hizi (GFH)’nin
azalmasiyla birlikte bobrege gelen kan akiminindaki miktarinda azalma goriilmesi
bobreklerde iskemik hasar olusmasina da neden olur. Bu mekanizmalarin cisplatin
nefrotoksisitesinde bobrek fonksiyonlarinin kaybini tetiklerken akut bobrek hasart meydana

gelir (Wald vd., 2009; Oh vd., 2016; Hanigan vd., 2003; Pabla ve Dong, 2008).
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Asagidaki sekil 1.4’de cisplatinin hiicre i¢ine girmesiyle tiibiil hiicrelerinde meydana gelen
stireci gosterilmektedir. Tiibiil hiicreleri cisplatin ilacina maruz kalmasiyla hiicrelerde bir takim
sinyal yolaklar1 aktive olmaktadir. Bunlarin basinda intrinsik mitokondri yolagi, ekstrinsik
Oliim reseptor yolagi, endoplazmik retiikulum (ER) stres yolagi ve inflamasyon yolagi meydana

gelmektedir (Pabla ve Dong 2008).

CISPLATIN

|

Bibrek tiihiil hiicrelerine cisplatin

/ alrmi Vaskiiler hasar
ROS /

P53 -
TNF-alfa T e— "_ p21 iskemi
MAPK )

/

I fnflamasvon I%" Biibrek tiibiil hiicrelerinin Slimii

A

Bibrek doku hasari

\

GFH'nda azalma

¥

Alzut bibrek hasar

Sekil 1.4. Cisplatinin hiicresel ve molekiiler etki mekanizmasi (Pabla ve Dong, 2008).

Cisplatin nefrotoksisitesinin mitokondri ile baglantili ROS, MAPK, p53 ve p21 yolaklari
ile gii¢lii bir iligki igerisindedir. Bunun disinda cisplatin tiibiil hiicrelerinde tiimoér nekroz
faktorii-alfa (TNF-a) tiretimini uyarilarak inflamasyon yanitin1 da tetiklemektedir (Santos vd.,
2007; Wang vd., 2005 Matsushima vd., 1998; Pabla ve Dong, 2008; Dos Santos vd., 2012).
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1.5. Serbest Radikaller

ROS oksijeni normal hiicresel metabolizma sonucu canli organizmalar tarafindan
enerji tretimi i¢in kullanildiginda hem reaktif tiirleri hem de reaktif nitrojen tiirlerinin
olusumuna neden olmaktadir ve serbest radikaller mitokondri tarafindan siirekli olarak
normal oksijen kullanimi sirasinda tretilmektedir. ROS serbest radikaller ve radikal
olmayanlar olarak iki gruba ayrilmaktadir. Serbest radikaller bir yada daha fazla eslesmemis
elektron igeren ve bundan dolay1r molekiile reaktivite veren kisa 6miirlii ve kararsiz molekiil
olarak tanimlanmaktadir. Eslenmemis elektron oldugundan dolay1 serbest radikaller diger
bilesiklere kolaylikla reaksiyona girebilirler. Ciftler halinde elektron bulunduran atomlar
veya molekiiller kararli bir yapida olduklarindan dolayi, diger molekiiller ile reaksiyona
girme egilimleri serbest radikallere gore daha zayiftir. Bundan dolay1 non radikaller kararlt
yapida olan, eslenmemis elektronu olmayan ve diger bilesikler ile radikallerden daha zayif
olan molekiillerle reaksiyona girenlerdir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Valko vd., 2007).
Mitokondriler tarafindan enerji iiretimi sonucu olusan bu serbest radikaller lipitlerin,
proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisinda degisiklik olusturabilirler (Shinde vd., 2012).
Mitokondrinin yani sira serbest radikaller bir¢ok endojen ve eksojen kaynaklardan
olusmaktadir. Serbest radikaller zararlar1 oldugu gibi yararlar1 da vardir. Yiiksek enerjiye
maruz kalma veya elektron transfer reaksiyonlari ile molekiiler oksijenin (O2) asamali olarak
azaltilmasi, yiiksek reaktif ROS'un iiretilmesine neden olur. Radikal olmayan formlar iki
serbest radikal eslesmemis elektronlarini paylastiginda olusur. Fizyolojik 6neme sahip ti¢
ana ROS, siiperoksit anyon (O2-), hidroksil (OH) ve hidrojen peroksit (H20z) 'dir. Asagidaki

tablo 1.2°de aoatoksidasyon reaksiyonlari verilmistir.
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Tablo 1.2. Otoksidasyon reaksiyonlarinin katalizorleri olarak gegis metalleri (Miller

vd., 1990).

Oksidant Formiil Reaksiyon Denklemi

Siiperoksit Anyon O;- NADPH + 20, &NADP* + 20, +
H* 20, + H"'— 0O, + HO;

Hidrojen Peroksit H20; Hipoksantin+H,O+0O,«<ksantin+
H20;

Hidroksil Radikali ‘OH Ksantin + H,O + Oy« urik asit +
H-0:

Hidroklorik Asit HOCI Fe?* + H,0, —Fe*" + OH +-OH
H.0, + Cl, — HOCI + H>0

Peroksil Radikalleri ROO R + O, - ROO

Hidroperoksil Radikali HOO 0Oz + H,0 «+» HOO + OH;

ROS, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, vaskiiler adventisyal fibroblastlar ve
perivaskiiler adipositler dahil olmak tizere her tiirli vaskiiler hiicre tarafindan
tiretilebilmektedir (Fukai ve Ushio-Fukai, 2011).

ROS, protein ve lipidlerin peroksidasyonunda rol oynar ve fonksiyonel
modifikasyonlarina yol agar. Viicutta, hiicre zar1 lipidleri, 6zellikle fosfolipidlerin ¢oklu
doymamis yag asitleri oksitlenmesi kolaydir ve yeni biyoaktif maddeler iiretebilir ( Guéraud
vd., 2010). Oksidasyon yoluyla iiretilen tiriinler ROS'tan daha zararli olabilir (Venturini,
vd., 2015). Oksidatif dengenin bozulmasi viicutta geri doniisiimsiiz hasarlara neden olabilir.
Oksidatif stresin neden oldugu hastaliklar Kkanser, diyabet, norolojik bozukluklar,
kardiyovaskiiler bozukluklar, amiloidoz, yasa bagli olarak gergeklesen bagisiklik
yetersizligi, yaslilarda bunama ve hipertansiyon gibi hastaliklar ile ateroskleroz ve
inflamatuar bozukluklar gibi birgok hastaligin patogenezinden sorumludur (Cagatay ve
Kayali, 2006). Oksidatif dengeyi bozulmasina neden olan etmenler Sekil 1.5°de

gosterilmektedir.

13


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/smooth-muscle-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/fibroblast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/adipocyte
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0967586818319696#b0055
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/membrane-lipid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phospholipid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phospholipid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/polyunsaturated-fatty-acid

Oksidatif denge Yaslanma
Inflamasyon

Yiuksek Oz basincs

Kimyasal ajanlar

Radyasyon

iskemi-repefiizyon
Antio '

ksidanj =
ar —
‘ Serbest g
adikayy
er

Oksidatif hasar

3

g L RE WED i 8L 7
DN = «% -

4

Membran lipidleri Pfoteihler Nukleik asitler

Sekil 1.5. Oksidatif hasar (Ozcan vd, 2015).

Sonug olarak, oksidatif stres sadece ROS'un iiretilmesine ve birikmesine neden
olmakla beraber, ayn1 zamanda lipid ve protein peroksidasyonu yoluyla metabolik {iriinlerin

tiretilmesi yoluyla oksidatif stresi arttirmaktadir.

1.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, metabolizmanin toksik yan tirtinleri olan serbest radikalleri etkisiz hale
getiren ve oksidatif stresi 6nleyen bir sistemin elemanlaridir. Antioksidanlar serbest radikallerle
hizli bir sekilde etkilesime girerek serbest radikalleri stabilize eder, hiicreleri toksik etkilere
kars1 korur ve bazi hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunur (Karabulut ve Giilay, 2016).

Normal kosullar altinda, bu antioksidanlarin hem aktiviteleri hem de hiicre ici seviyeleri
ile meydana gelen metabolik olaylar sonucu olusan pro-oksidanlar (reaktif oksijen ve azot
tiirleri, serbest radikaller) arasinda bir denge vardir. Bu denge organizmalarin hayatta ve
saglikli kalabilmesi i¢in 6nemlidir. Bununla birlikte, viicut yaslandik¢a, antioksidan seviyeleri
giderek azaldig1 i¢in antioksidanlar ve pro-oksidanlar arasindaki denge bozulur. Bu da oksidatif
stresin olugmasina neden olur (Sekhon vd., 2010). Antioksidanlar, pro-oksidanlar1 etkin bir
sekilde indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan {iriinlere doniistiiriirler.
Antioksidanlarin  kimyasal yapilari, ¢Oziiniirlikleri, yapi/aktivite iligkileri ve dogal
kaynaklardan elde edilebilmeleri antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en 6nemli

faktorlerdir (Kaur ve Kapoor, 2001).
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Antioksidanlar, dogada eksojen (disaridan alinan) veya endojen (viicut tarafindan
tiretilen) olarak iki farkli sekilde bulunur. Endojen antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik
olmayan seklinde iki gruba ayrilmaktadir. Enzimatik olmayan grup antioksidanlar arasinda
lipoik asit, glutatyon (GSH), L-arginin, alfa-tokoferol, iirik asit, bilirubin transferrin, sistein
melatonin laktoferrin, glukoz, ¢inko, taurin, hipotatatin bulunur. Enzimatik antioksidanlar ise
Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz
(GRx) olarak sayilabilir (Young ve Woodside, 2001). Ekzojen antioksidanlar vitaminler, gida
ve ila¢ antioksidanlar1 olarak iki grupta siniflandirilmaktadir (Willcox vd., 2004). SOD, CAT,
GPx ve GRx dogrudan ROS ve reaktif azot tiirlerinin (RNS) nétralizasyonunda rol oynayan
baslica antioksidan enzimlerdir (Halliwell, 1994). SOD, katalitik siiperoksit anyon radikallerinin
(O27) hidrojen peroksite (H202) doniismiinii katalizlemesi ile serbest radikallere karsi ilk
savunma hattidir. H2O> bir radikal olmamasma ragmen O2.” olusumuna aracilik edebilir.
SOD’un viicutta sitozolde, mitekondri ve ekstraseliiler ortamda bulunusuna ve icerdikleri aktif
metal atomlarina gore 3 izoformu vardir. (Karabulut ve Gilay, 2016). SOD aktivitesi
yaslanmaya bagli olarak diiser. SOD tarafindan olusturulan H>O> diger antioksidan enzimler
olan katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) tarafindan ayri reaksiyonlar bigiminde
katalizlenir (Sekil 1.6). Mitekondride metabolik reaksiyonlar sonucu olusan H>O2> SOD ve GPx
tarafindan derhal katalize edilirken bir kismi sitoplazmaya gecer. Burada peroksizomlarda
sentezlenen CAT tarafindan yakalanir, su ve oksijen molekiiliine ayrigtirilir. CAT’1in H2O2’e

olan ilgisi GPx’ten fazladir (Arslankog vd., 2019).
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Sekil 1.6. ROS iiretiminin ve metabolizmasinin baslica yollari
(Aitken, 2008).

1.6.1. Polifenoller

Bitkiler tarafindan iiretilen ve sekonder metabolitler olarak da bilinen polifenoller, bir
veya daha fazla sayida hidroksil grubunun baglanmis oldugu bir benzen halkasi igerirler.
Fitokimyasal igerik olarak genis bir ¢esitlilige sahiptirler ve cesitli bitki tiirlerinde 8000 den
fazla tanimlanmis fenolik bilesik mevcuttur. Bu bilesikler sahip olduklar1 halka sayisina ve
bunlarin kompozisyonuna gore siniflandirilmaktadir (Tablo 1.3). Bilesiklerin ortak 6zellikleri
halkasal yap1 igemeleridir (Sekil 1.7) ve bu yap1 metabolik yollarda olusan oksidan sistemler

tizerine bazi dzellikler kazandirmaktadir (Pandey ve Rizvi, 2009).

Tablo 1.3. Bitkilerde bulunan meyve polifenolik bilesiklerin siniflandirilmasi
(Kahraman 2002).

Fenolik Bilesikler

Fenolik Asitler Flavonoidler

1.Hidroksisinamik asit (Or: p-

) ) ] ] Antosiyanidinler (Or: Siyanidin, Delfinidin)
Kumarik Asit, Ferulik Asit)

Flavonoller (Kuamferol, Kuarsetin, Myrisetin)

2. Hidroksibenzoik asit (Or: p- | Flovonlar (Or: Apigenin Luteolin)

Hidrokdibenzoik Asit, Gallik Asit, | Flavanonlar (6r:Hesperedin,)

Vanilik Asit Katesinler= Flavanoller (6r: Katesin Epikatesin)

izoflavonoidler
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Yiiksek polifenolik igerik (fenolik asit ve flavonoid) bakimindan bazi tiziimsii
meyveler 6zel bir yere sahiptir. Oksidan ajanlarin pek c¢ok hastaligin temelini
olusturdugunun kesfinden sonra antioksidan dogal firiinler iizerine olan caligmalar hiz
kazanmistir. Bitkilerin metabolizmalar1 sonucunda bir¢ok fenolik madde olusturmaktadir.
Bu sebeple, bitki kokenli tiim gidalarda daima farkli miktarda ve nitelikte cesitli fenolik
bilesikler bulunmaktadir. Bu maddelere bitkilerin meyve, yaprak, tohum, siirgiin kok ve

govdelerinde rastlanmaktadir.

R,

O
R O
Ry O
OH HO — |
Ry

o R
Polifenolik asitler (Hidroksibenzoik ve Hidroksisinamik asit Flavonoidler
CH;0 CH,0H
HO O

Q HO CH,O0H

D
HO O
OCH;,
OH
Stilbenler Lignanlar

Sekil 1.7. Farkli Polifenol siniflarinin kimyasal yapis1 (Pandey, 2009).

Polifenollerin antioksidan ve antiinflamatuar etkileri biitiiniiyle ortaya konmamis
olmakla beraber, serbest radikal olusumunu engellemek ve/veya bunlarin tetikledigi sinyal
yollarmi1 inhibe etmek seklinde gerceklestigi belirtilmektedir. Ornegin koroner arter
hastaliginin  6nemli etmenlerinden biri olan diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
oksidasyonunun engellenmesi ile inflamatuar yanitin olusturacagi lezyonlarin Oniine
gecilmektedir. Yine oksidan sistemlerin etkili oldugu ve oksidatif stresin tetikledigi
mitojenik aktivasyonlu protein kinazlar (MAPK) sinyal yolaklarini hiicre sagkalim1 yoniinde
etkileyebilmektedirler (Hou vd., 2004). Meyve fenolik bilesiklerinin ROS ve RNS tiirlerinin
stipriillmesinde oldukca etkili olduklar1 bilinmektedir. Polifenolikler hidroksi gruplari

tizerinden serbest radikallerle etkilesime girmeye yatkinlik gosterir:
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Flavonoid (OH) + R*=——— Flavonoid (O*) + RH (Nijveldt vd., 2001). (1.2

Fenolik bilesiklerin bir¢ogunun yiiksek antioksidan 6zelligi ile saglik alaninda etkili
olduguna dair calismalar mevcuttur. Ozellikle koyu kirmizi ve mor renkli, antosiyanince
zengin, yiiksek miktarda antioksidan kapasitesine sahip meyvelerin baz1 kanser tipleri,
norolojik hastalilar, diyabet, kalp-damar rahatsizliklari, kronik inflamasyon gibi ¢esitli
hastaliklara iyi geldigi, yaslanmay1 geciktirdigi saptanmistir (Ercisli vd., 2005; Aviram vd.,
2000).

1.7. Karadut

Dut olarak bilinen Morus cinsi, yirminin {izerinde tiir i¢erir ve Moraceae familyasina
aittir. Dut bitkisi, ortlama 10-13 m yiikseklige sahip, yuvarlak, kisa govdeli agaglar olup,
yapraklar1 keskin sivri uglu, koyu renkli, tirtikli kenarli yaprakli olup yaprak sap1 1.5-2.5
cm uzunluga sahiptir (Yaltirik, 1982).

Sekil 1.8. Karadut meyvesi (URL-1, 2020).

Dutun anavataninin Tiirkistan oldugu sdylenmektedir. Bununla beraber farkli dut
cinsleri  Cin, Iran, Irak, Tiirkiye, Avrupa’nin ¢esitli bolgelerinde, Kuzey ve Giiney

Amerika’da genis bir yayilim géstermektedir (Yigit vd., 2007).

Yaygin olarak yetistirilen en nemli Morus tiirleri Morus alba (beyaz dut), Morus. rubra
(kirmiz1 dut) ve Morus nigra'dir (karadut). Morus alba, ¢ok tatli ve diisiik asitlige sahip
beyaz ve mor meyvelerden olusmaktadir. Morus rubra, kuru madde bakimindan zengin ve
diisiik asitlige sahiptir. Karadut ise dutlar i¢cinde en koyu renge ve kendine has hafif eksi,
sulu bir tada sahiptir. Morus nigra, 400 yildan uzun bir siiredir Tiirkiye'de yetistirilmektedir
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ve tiim dut agaclarmin % 2'sini olusturmaktadir (Ercisli ve Orhan, 2007). Dut meyvesi
kolayca bozulabilir ve genellikle taze tiiketilmesi Onerilir. Dut ortaya ¢iktigindan beri
meyvesinden ziyade ipek bocekgiligi yetistiriciliginde daha ¢ok kullanilmistir. Dutlarin
yapraklar1 ve kok kabuklar1 ¢ay olarak kullanilmakta, meyvelerinden pekmez ve regel

yapilmaktadir.

Karadut geleneksel tedavide uzun zamandan beri kullanilan bir meyvedir. Ozellikle
yara iyilestirici 6zelligi iyi bilinmekte olup, kemoterapi alan hastalarda siklikla goriilen agiz
yaralarinin tedavisinde bu 6zellikten yararlanilmaktadir. Karadutun yara iyilestirici 6zelligi
antiinflamatuar etkisi ile agiklanmaktadir. Ayrica dutun meyvesi disinda, kokleri ve
kabuklari, halk tibbinda diyabet, hipertansiyon, anemi ve artrit tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ozgen vd., 2009; Kostic vd., 2013).

Yapilan ¢aligmalarda, kirmiz1 ve karadutun beyaz duta gore antosiyanin bakiminda
daha zengin igerige sahip oldugu gorilmiistiir. Bu durum koyu renkli meyvelerin daha
yiiksek fenolik igerige sahip olabilecegi tezini desteklemektedir (Turan vd., 2017). Karadut
meyvesinin temel igeriginde seker (glikoz % 52, fruktoz % 48), malik asit (%8) ve sitrik asit
(%92) gibi organik asitler, fenolik asitler ve antosiyaninler, C, E vitaminleri bulunmaktadir
(Elmaci ve Altug, 2002; Ercisli ve Orhan, 2007).

Morus'un farkli tiirlerinin meyve ve yapraklarinin antimikrobiyal, antioksidan,
antidiyabetik, anti-HIV, antienflamatuar, hipolipidemik, hepatoprotektif, antiobezite,
noroprotektif, antihiperlipidemi, antiaterojenik ve antikanser etkisi gibi genis bir biyolojik
aktivite sergiledigi pek c¢ok calismada gosterilmis, karadut meyvesinden elde edilen
ekstralardan rutin, kuersetin, astragalin, kaemferol, kuersetin-3-O-glukozit gibi flavonoidler
yoluyla antinflamatuar ve antioksidan ozellikleri gosteren cesitli prosesler rapor edilmistir
(Chan vd., 2013; Chen vd., 2006; Natic vd., 2015; Sakagami vd., 2007; Khalid vd., 2011,
Kostic vd., 2013; Ramesh vd., 2014; Grajek vd., 2015). Eu-Ri jo (2019) ve arkadaslar1 bir
calismada fenolik asit olan ve karadutun fitokimyasal igeriginde de bulunan ferulik asidin,
ROS olusumunu o6nleyerek ve endojen antioksidanlarin {iretimini indiikleyerek cisplatin
kaynakli sitotoksisiteyi inhibe ettigini ve ferulik asidin cisplatin kaynakli ototoksisiteye kars1
koruyucu bir ajan olarak kullanilabilecegini belirtilmistir. Yine baska ¢alismalarada yine

karadutun bilesminde de bulunan vanilik asit, quersetin, C vitamini gibi bilesiklerin
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cisplatinin {izerindeki etkilerine bakilmis, bu bilesiklerin nefroprotektif etkileri gézlenmistir
(Satyanarayana, 2001; Sindhu, 2014).

Karadutun fitokimyasal agidan zengin polifenolik icerige sahip olmasi, bu
kimyasallarin  bazilarinin 6nemli Olgiide antioksidan ve anriinflamatuar 6zeellik
gostermeleri, benzer igerige sahip baska bitkisel elemanlarin nefrotoksisite tizerinde
koruyucu etkilerinin ortaya cikarilmasi gibi sebeplaerden dolayr calismamizda tercih

edilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Giris

2.1.1. Kullanilan Cihaz Alet ve Malzemeler

Bu c¢alisma i¢in kullanilan cihaz ve aletler Tablo 2.1°de, kullanilan kimyasallar ise

Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.1. Kullanilan cihaz ve aletler

Kullanilan cihaz ve aletler

Marka/Model

Buzdolab1 +4 °C

Beko

Derin dorucu-80 °C

Thermo Electron Corporation

Derin dorucu -20°C

Beko

Degirmen IKA A10 Basic
Blender Waring 8011 EB
Hassas Terazi Shimadzu

Etliv Memmert
Calkalayici Inkiibator Shel Lab

Vorteks Heidolph
Sogutmali santrifiij Allegra X-30R
pH-metre Hanna Instruments
Manyetik Karistirict IKA RH Basic 2
Biyokimya tiipii BD vacuteiner
Doku takibi cihazi Thermo Scientific Excelsior
Doku gobmme cihazi Leica HistoCare Arcadia
Mikrotom Leica EG 1150 H
Isik mikroskobu Leica RM 2255
Boyama cihazi Leica ST5020

Tiip sporu Lp Italiana Spa
Cam malzemeler (beher, erlen, balonjoje) | ISO Lab

Pudrasiz eldiven Kimtech

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler Ependor

Ependorf tiipii ISO Lab

Cesitli hacimlerde mikrosant. Tiipleri Eppendorf

15 mL ve 50 mL’lik steril falkon tiipleri | ISO Lab

96’11k pleyt Bioscience
EILISA yikama cihazi VERSA max
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2.1.2 Kullamlan Kimyasallar

Tablo 2.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler Marka/Model Kodu
Etanol Sigma Aldrich 32205
Troloks Sigma Aldirch 238813
Asetik asit Sigma Alrich T48885
Gallik asit Sigma Aldrich G7384
Folin-Ciocalteu reaktifi Merck 1.09001.0100
Askorbik asit (C vitamini) Merck A5960
2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) | Sigma Aldrich D9132
TOS(total antioksidan Kiti) Rel Assay ST20105A
TAS (total antioksidan Kiti Rel Assay MS201170
Hidroklorik asit (HCI %37) Sigma Aldrich 07102
TNF-alfa Abcam GR33244251
SOD Kiti USCN SEB960Ra
Kaspaz-3 USCN SEA626Ra
Fosforik asit (HsPO4) Sigma Aldrich 695017
Sodyum klor (NaCl) Sigma Aldrich P9333
Potasyum klor (KCI) Sigma Aldrich S9888
Nitroblue tetrazolium (NBT) Sigma 97596L5
Sodyum karbonat (Na>,CO3) Merck Art 6398
Bovin Serum Albumin (BSA) Sigma 058K0726
Amonyum siilfat ((NH4)2SO4) Merck Art 1216
Potasyumdihidrojenfosfat(KH>PQO4) | Merck Art 4871
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat | Merck Art 6576
(Na2HPO4)
Ksantin oksidaz Sigma SLBB1574V
Ksantin Sigma X-0626
Bakir kloriir (CuCly) Lancaster 13167
Triton X-100 Merck Art 11869
Tiyobarbitiirik asit (TBA) Sigma S42774-018
1,1,3,3-tetrametoksipropan Sigma 76H3424, %99
Tris-HCI AppliChem 5X002338
EDTA Carlo Erbo Reagent | 303227

2.2. Metod

2.2.1. Karadut Meyvesinin Toplanmasi ve Kurutulmasi

Karadut meyvesi olgunlagsma doneminde haziran-temmuz ay1 basinda Elaz1g ilinde

yerel halkin yara iyilestirici etkisi nedeni ile tercih edilen bir agactan toplandi. Caligma

yapilana kadar 100’ er gramlik kilitli posetler -20 °C’de saklandi.
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Yiizde kuru agirlik tayini i¢in orneklerden ytlizer gram agirlikta paketler hazirlandi.
Hassas terazide tartim yapilarak ve liyofilizator (Heidolph Almanya) cihazinda kurutma
islemine tabi tutuldu. Kurutma isleminin tamamlandiginin belirlenmesi i¢in belirli
periyotlarla tartimlar yapilarak ve agirligin sabit kaldigi son tartimla birlikte ornekler
cihazdan ¢ikarildi. Daha sonraki islemler i¢in karadut ornekler ogiitiiciide Ogiitiiliip toz
haline getirildi ve Giimiishane Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik laboratuarinda hava

gecirmez kilitli posetlere konarak +4°C’de muhafaza edildi.

2.2.2. Ekstraksiyon
Orneklerin ekstraksiyonu igin en verimli sonuglar1 veren su, metanol, etanol,

¢oziiclileri secilmistir. Bunlar igerisinde en yiiksek antioksidan sonu¢ veren metanol
ekstrakti secildi ve c¢alismanin bundan sonraki asamalarindan bu ekstrakt kullanildi.
Ekstraksi yontemleri agagida kisaca agiklanmistir (Ozgen vd., 2006; Ercisli ve Orhan, 2008).

I- Sulu Ekstraksiyonu: Orneklerden 1,25 gram tartildi ve saf su 25 ml ‘e tamamlandu.
Omnekler iyice vortekslendikten sonra 45 °C’de 150 rpm’de 24 saat boyunca calkalayici
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Supernatanlar 0,2 pm’lik siteril filtrede siiziilerek ve -20
°C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

I1- Metanol Ekstraksiyonu: Orneklerden 1,25 gram tartildi ve metanolle 25 ml’e
tamamland1 Ornekler iyice vortekslendikten sonra 45 °C’de 150 rpm’de 24 saat boyunca
calkalayict inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Supernatanlar 0,2 pum’lik siteril filtrede
stiziilerek ve -20 °C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

I11- Etanol Ekstraksiyonu: Orneklerden 1,25 gram tartildi ve etanolle 25 ml’e
tamamland: Ornekler iyice vortekslendikten sonra 45 °C’de 150 rpm’de 24 saat boyunca
calkalayict inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Supernatanlar 0,2 um’lik siteril filtrede

stiziilerek ve -20 °C’de’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

2.2.3. Karadut Meyvesinin Ekstraktlarinin Antioksidan Belirlenmesi

2.2.3.1. Toplam Polifenol i¢erik Tayini

Toplam polifenolik igerik Folin-Ciocalteu metoduna gore spektrofotometrik olarak
belirlendi. Fosfotungstik asit bazik ¢ozeltide fosfotungstik mavisine indirgenmesine dayanir.
Olusan mavi renk absorbansi ortamdaki aromatik fenolik grubu ile dogru orantilidir. Toplam
polifenol igeriginin belirlenmesi amaciyla standart olarak gallik asit kullanildi (Kasangana
vd., 2015).
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Cozeltilerin hazirlanmasi

%10’1lik NaxCOz3 ¢ozeltisi: 10 g NaoCOs tartilip saf su ile ¢oziiniip lizeri 100 mL’ye
tamamlandi.

Standartlar: 25 mg gallik asit tartildi ve 25ml saf su ile ¢oziilerek 10.000 pg/mL’lik
stok elde edildi. Stok g¢ozeltetiden 1000 pg/mL’lik standart ¢ozeltisi hazirlandi ve bu
¢ozeltiden seri diliisyon yapilarak 20, 40, 60, 80, 120, 160 ve 320 pg/mL’lik gallik asit
standartlar1 hazirlandi.

Deneyin Yapihisi: Tablo 2.3' de Toplam Fenolik Miktar (TFM) tayini i¢in yapilan

islemler sirasiyla verildi.

Tablo 2.3. Karadut ekstraktlarinda TFM tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Kor Numune Standart

Su/etanol/metanol 300 puL - -

Ekstrakt - 300 uL -

Standart - - 300 uL
Deiyonize su 3.4 ml 3.4 mi 3.4 ml
Folin-Ciocalteu Reaktifi 200 puL 200 uL 200 uL
Metanol 0.5mL 0.5mL 0.5 Ml

Karisim vortekslenip sonra oda sicakliginda karanlikta 10 dakika inkiibe edildi.

%10’ luk Na,CO3 600 pL 600 pL 600 pL

Karisim vortekslendikten sonra 120 dakika oda sartlarinda karanlikta inkiibe edilip

inkiibasyon siiresinin sonunda 760 nm deki absorbansta okundu.

Sonuglar Sekil 2.1°deki gallik asit standart grafiginden yararlanilarak mg/mL olarak

hesaplandi. Her 6rnek icin dl¢timler ii¢ kere tekrarlandi (n=3).
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Sekil 2.1. Gallik asit standart grafigi

2.2.3.2. DPPH Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

Karadut ekstraktlarmin DPPH (2,2-difenil-1- pikrilhidrazil) radikali temizleme
aktivitesinde DPPH radikali 517 nm dalga boyunda maksimum absorbans degerine karsilik
gelir. Antioksidan madde veya maddelerle muamele edildiginde, DPPH ’den kaynaklanan
mor rengin siddeti azalarak absorbans degerlerinin diismesine neden olur (Ahmet vd., 2013).

Reaktiflerin Hazirlanmasi

Standartlar: 10 mg trolaks tartildi ve 10 ml metanol ile ¢oziilerek 10.000 pg/mL’lik
stok elde edildi. Stok ¢ozeltiden 1000 pg/mL’lik standart ¢ozeltisi hazirlandi ve bu
¢ozeltiden seri diliisyon yapilarak;

Troloks ¢aligma ¢ozeltisi i¢in: 25, 50, 100, 200 400 pg/ml standartlart hazirlandi.
Ana stok DPPH (10 mM) Reaktifinin hazirlanmasi: 39.5 mg DPPH 10 ml metanol iginde
¢oziildi. Elde edilen ¢ozelti daha sonraki kullanimlar i¢in buzdolabinda saklandi.

DPPH calisma ¢ozeltinin hazirlanmasi: Ana stok ¢ézeltisinden 2.5 ml alinip 250 ml’ye
metanol ile tamamlandi. Tamamlanan ¢6zeltinin absorbanst 517 nm de okundugunda
0.980+0.02 ayarlandi. Duruma gore seyreltme ya da ana stoktan ilave edilerek absorbansi
0.980+0.02 degere ayarlanr.

Deneyin Yapilisi: DPPH analizinde yapilan islemler Tablo 2.4’de veridi.
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Tablo 2.4. Karadut ekstraktlarinda DPPH tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Kor Numune Standart
Su/metanol/etanol 100 uL
Standart 100 puL
Ekstrakt 100 uL
DPPH ¢ozeltisi 3000 uL 3000 uL 3000 uL
Karigim vortekslenip 30 dk karanlikta beklendi. Sonra ¢dzelti 517 nm’de
Spektrofotometre absorbansi okundu.

Sonuglar Sekil 2.2°deki troloks standart grafiginden yararlanilarak mg troloks/100g

eksrakt troloks esdegeri olarak verildi. Her 6rnek i¢in dl¢limler ii¢ kere tekrarlandi (n=3).
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Sekil 2.2. DPPH troloks standart grafigi

2.2.3.3. Toplam Demir indirgeme Antioksidan Kapasitesi

Benzei ve Strain (1996) tarafindan gelistirilen bu yontemde demir (II1)’in indirgenme
kapasitesi yoluyla antioksidanlarinin toplam miktar tayini yapilmaktadir. Diisiik miktarlarda
olusan Fe(Ill)’iin, tripiridiltriazin (TPTZ) ile reaksiyonu sonucu olusan [Fe(IIl)-TPTZ]
kompleksi antioksidanlarin etkisiyle Fe(ID)-tripiridiltriazin [Fe(Il)-TPTZ] kompleksine
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indirgenmektedir. Meydana gelen Fe(ll)-TPTZ kompleksinin rengi koyu mavi olup 593
nm’de maksimum absorbans verir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

300 mM asetat buffer: Litrelik balona 3.1 g Sodyum asetat trihidrat tartilir. Bir miktar
saf su ile ¢oziildii. Uzerine 16 ml Glasial asetik asit ilave edildi. pH’s1 3.60 ayarland.

40 mM HCI ¢ozeltisi: d 1.19, % 37 ‘lik derisik HCI ‘den 3.4 ml alinarak hacmi 1
litreye tamamlandi.

10 mM TPTZ c¢ozeltisi: 3.123 g TPTZ 40 mM HCI1 ¢ozeltisi ile hacmi 1 litreye
tamamlandi.

20 mM FeCls.6H20 c¢ozeltisi: 5.406 g FeClz.6H2O saf su ile hacmi litreye
tamamlandi.
FRAP c¢ozeltisi: 10:1:1 (Asetat buffer c¢ozeltisi: 10 mM TPTZ ¢ozeltisi: 20mM
FeCls.6H20). FRAP ¢ozeltisi kullanilmadan énce 37 °C de 15 dk inkiibe edildi.

Ana Stok 1000 mg/L Demir iki siilfat heptahidrat (FeSO4.7H20) ¢ozeltisi: 0.1830 g
FeS0Os4.7H;0 tartilarak 100ml tamamlandi.

Cahsma standartlari: Ana stok Demir iki siilfat heptahidrat (FeSOs.7H20)
¢ozeltisinden 6.2, 12.50, 25.00, 62.50 ve 125.00 pg/ml ¢ozeltiler hazirlandi.

Deneyin Yapilisi: Tablo 2.5°de FRAP analizinde yapilan islemler sirasiyla verildi.

Tablo 2.5. Karadut ekstraktlarinda FRAP tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Kor Numune Standart
Su/metanol/etanol 250 uL
Standart 250 uL
Ekstrakt 250 uL.
DPPH ¢ozeltisi 2750 pL 2750 pL 2750 pL
Karisim vortekslenip 30 dk karanlikta beklendi. Sonra ¢6zelti 593 nm’de Spektrofotometre
absorbansi1 okundu.

Sonuglar Sekil 2.3’deki Demir iki siilfat heptahidrat (FeSO4.7H20) standart grafiginden

yararlanilarak mg/mL olarak hesaplandi. Her drnek i¢in dlgimler ii¢ kere tekrarlandi (n=3).

27



2,5 y-=0,0096x + 0,0235
R?=0,9988

1,5

Absorbans 593nm

0,5

0 50 100 150 200 250 300

Demir iki siilfat heptahidrat konsantrasyonu mg/mL

Sekil 2.3. FRAP standart grafigi

2.2.3.4. ABTS Radikal Katyonu Siipiiriicii Etki Tayini

ABTS"(2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-siilfonik asit) antioksidan kapasite
tayininde radikal katyonunun antioksidanlar tarafindan absorbansinin engellenmesi temeline
dayanan bir yontemdir ( Re vd.,1999).

Reaktiflerin Hazirlanmasi
Standartlar: 25 mg sakorbik asit tartildi ve 25 ml metanol ile ¢oziilerek 10.000 pg/mL’lik
stok elde edildi. Stok ¢ozeltetiden 1000 pg/mL’lik standart ¢ozeltisi hazirlandi ve bu
¢ozeltiden seri dillisyon yapilarak;
Askorbik ¢alisma ¢6zeltiside 20, 50, 100, 150 ve 200 pg/ml standartlari hazirlandi.
Ana stok ABTS* Cozeltisi Reaktifinin Hazirlanmasi: 0.0384 mg ABTS ve 0.0134g
Potasyum persulfat 10 ml distile saf su i¢inde ¢ozdiiriildii. Elde edilen ¢ozeltiden 10 ml alinip
100 ml balonjojeye distile saf su ile sulandirildi(1:9 v/v). Kararli hale gelmesi i¢in 12 saat
karanlikta saklandi.
ABTS" Cahisma Cozeltinin Hazirlanmasi: Ana stok ¢ozeltisinden 1 ml alinip 60 ml
metanol ile seyreltildi. C6zeltinin absorbanst 734 nm de okundugunda absorbans1 0.706 +
0.001 getirildi. ABTS deneyinde yapilan islemler sirastyla Tablo 2.6’da veridi. Duruma goére
metanol ile seyreltme ya da ana stoktan ilave edilerek absorbansi 0.706 + 0.001 degere

ayarlanir.

28



Tablo 2.6. Karadut ekstraktlarinda ABTS tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Kor Numune Standart
Su/metanol/etanol 150 uL
Standart 150 uL
Ekstrakt 150 uLb
ABTS ¢ozeltisi 2850 uL 2850 uL 2850 uL
Karisim vortekslendi sonra 120 dk karanlikta beklendi. Elde edilen ¢ozelti 734 nm’ de
Spektrofotometre absorbansi okundu.

Sonuglar Sekil 2.4’deki askorbik asit standart grafiginden yararlanilarak mg/mL olarak

hesaplandi. Her 6rnek igin 6l¢timler ti¢ kere tekrarlandi (n=3).
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2.2.4. Deney Hayvanlar1 ve Kullanilan Ilaclar
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Calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi (KTU), Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulunun 53488718-93 sayili ve 24.01.2019 tarihli yaziysiyla onaylandi (EK1).
Calismada 225 + 15 g arasinda degisen 35 adet disi wistar rat KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi

Arastirma Merkezi’'nden saglandi. Calisma siiresince siganlarin bakimi, beslenmesi,

barmmmasi ve takibi ayn1 merkezde yapildi. Bu sebeple deney sirasinda siganlarda ¢evresel

degisikliklerden kaynaklanan stres veya uyum problemi yaganmadi. Ratlar ¢aligma Siiresince

her zamanki standart beslenme ve barinma kosullarina tabi tutuldu (igme suyu olarak cerrahi
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arastirma merkezinde normal sartlarda da kullanilan ¢esme suyu verildi ve standart sigan
yemi ile beslendi, ilave bir besin verilmedi ve Tip Il kafesler kullanildi). Deney siiresi
boyunca laboratuvardaki sicaklik ortalama 22 + 2°C, nisbi nem ortalama %50 + 5 olarak
olciildii. Cisplatin (Cisplatin-Kocak 50 mg/100 ml IV infiizyon- Kogak Farma ilag ve Kimya
Sanayi A.S. Tiirkiye), Ketamin (Ketalar 500 MG- Pfizer, Istanbul, Tiirkiye), Ksilazin
(Rompun % 2, Bayer, Istanbul, Tiirkiye) temin edildi.

2.2.4.1. Cahisma Gruplar
Calismada randomize seg¢ilmis 7 adet rat igeren 5 grup olusturuldu (7x5). Gruplari
ozellikleri ve calisma sirasinda gruplardaki sicanlara Uygulanan islemler asagidaki gibi
diizenlendi.
1. Grup: Kontrol grubu
2. Grup: Karadut grubu
3. Grup: Cisplatin grubu
4. Grup: Cisplatin+200 mg/kg Karadut grubu
5. Grup: Cisplatin+400 mg/kg Karadut grubu
1. Gruba (kontrol) deney siiresince serum fizyolojik oral yol ile uygulandi
2. Gruba (karadut 400 mg/kg) deney siiresi boyunca (12 giin) karadut 400 mg/kg/giin oral
yol ile uygulandu.
3. Gruba (Cisplatin) tek doz 7.5 mg / kg 5. Giin cisplatin i.p (intraperitoneal) olarak
uygulandi
4. Gruba (Cisplatin+200mg/kg karadut) 5. Giin tek doz 7.5 mg / kg cisplatin i.p. olarak
uygulandi, deney siiresi boyunca (12 giin) karadut 200 mg/ kg/giin oral yol ile verildi.
5. Gruba (Cisplatin+400 mg/kg karadut) ) 5. Giin tek doz 7.5 mg / kg cisplatin i.p. olarak
uygulandi, deney siiresi boyunca (12 giin) karadut 400 mg/ kg/giin oral yol ile verildi.

2.2.4.2. Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Anestezi altinda ratlardan intrakardial enjeksiyonla yaklasik 4-5 ml kan biyokimya
tiibline alind1. Kan numuneleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum elde edildi
ve calisma yapilana kadar -80 °C’de saklandi. Ratlar sakrifiye edilerek cerrahi kosullarda
bobrekler ¢ikarildi. Bobrek dokulari serum fizyolojik ile yikandi, biyokimyasal ¢aligmalar
(SOD, CAT, MDA, TAS, TOS, TNF-a ve Kaspaz-3) igin deney tiipleri igerisine alinarak

aligotlandi. Bobrek dokusunun bir kismi1 histopatolojik analizler igin %10' luk formaldehit
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soliisyonu igerisine alindi. Biyokimyasal analizler Giimiishane Universitesi Mmiihendislik
ve Doga Bilimleri Bakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik boliimii ile Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Biyokimya Anabilim Dali’na ait arastirma laboratuarinda
yapildi. Histopatolojik analizler ise Rize Recep Tayip Erdogan Universitesi Histoloji ve

Embriyoloji anabilim dali laboratuarlarinda gergeklestirildi.

2.2.5. Biyokimyasal Analizler

2.2.5.1. Serum Biyokimya Analizleri

Calisma gruplar1 serum &rneklerinden KTU TIP Fakiiltesi Biyokimya Merkez
Laboratuari otoanalizorlerinde (Beckman USA) enzimatik spektrofotometrik olarak Serum

Kan Ure Azotu (BUN) ve Kreatinin (CRE) diizeyleri tespit edildi.

2.2.5.2. Doku Homojenizatlarinin Hazirlanmasi
Biyokimyasal analizler i¢in doku homejenizasyonunda ii¢ farkli tampon kullanildi.
Bunlar;
e Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) tamponu
e Potasyum Kloriir (KCIl)Tamponu
e Fosfat Tamponu
I- PBS tamponunu hazirlanmasi ( pH:7.4)
PBS Tamponu hazirlamak igin agagidaki maddeler belirtilen miktarlarda tartilarak bir
beherin igine alindi.
NaCl 8.0 g/L, KCI 0.2 g/L, Na2HPO4 1.44 g/L, KH2PO4 0.24 g/Lbeherin lizerine
800 mL distile su eklendi. Daha sonra manyetik karstiricida ¢oziiniinceye kadar karistirildi.
pH :7.4’e ayarlandi ve distile su ile ¢dzelti 1000 mL'ye tamamlandi. Deneylerde kullanmak
tizere +4°C buzdolabinda saklandi.
I1- KCI tamponu: 1.15 g KCl hassas terazide tartild1 ve son hacim distile su ile 1
L’ye tamamlandi. Olusan ¢ozeltinin iizerine 0.5 mL Triton X-100 eklendi.
I11- Fosfat tamponu (pH=7.0; 50 mM): 3.405 g KH2PO4 deiyonize suda ¢6ziilerek son
hacmi 500 mL’ye tamamlandi. 4.45 g Na2HPO4.2H,O deiyonize suda ¢oziilerek son hacmi
500 mL’ye tamamland1. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1,5 oraninda karistirild: ve gerektiginde asit

veya baz ilavesi yapilarak pH=7,0 ‘ye ayarlandi.
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2.2.5.3. Protein Miktar Tayini

Bobrek dokusundan elde edilen fazlardan protein tayini, katalog numarasi 71285-3
olan bisinkoninik asit (BCA) protein 6l¢iim kiti (Novagen, Merck Millipore, Almanya)
protokoliine uygun olarak yapildi. Kit prosediiriiniin esas1 Cu+2’nin alkali ¢dzeltide bulunan
protein tarafindan Cu+1’e indirgenmesi olan Biiiret reaksiyonuna ve olusan Cu+1’in
konsantrasyona bagimli 6l¢timiine dayanir. BCA, indirgenmis Cu ile selat yapan renkli bir
reaktiftir. Bu selatlasma sonucu olusan mor kompleksin 562 nm’de 6l¢limii yoluyla protein
miktar1 belirlenmektedir. Calismada stok standart olarak 2 mg/mL’lik sigir serum alblimini
(BSA) kullanildi. Boébrek dokularindan elde edilen protein fazlarin konsantrasyonlar1 Sekil
2.5’deki standart grafigine gore pg/mL cinsinden hesaplandi.
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Sekil 2.5. Doku protein dl¢tinde kullanilan standart grafigi

2.2.5.4. SOD Aktivite Tayini

Calismamizda rat SOD analizi igin enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kiti
(USCN, Cat No SEB960Ra, Wuhan, Cin) kullanildi. ELISA Kkitinin plaklarindaki 96
kuyucuk, rat SOD’larma spesifik antikorlarla kapli durumdadir. Bobrek dokusu 6rnekleri -
80°C’den, ELISA kitinin igerisinde hazir bulunan 96 kuyucuklu ELISA plag ve diger
reaktifler kullanim 6ncesinde +4°C’den ¢ikarilarak oda sicakligina (18-25°C) gelmeleri

beklenmistir. Doku 6rneklerinin SOD seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
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ELISA kit kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in Tablo 2.7.’de verilen islemler sirasiyla 96’lik
elisa pleyt icinde gergeklestirildi.

Tablo 2.7. SOD aktivitesinin belirlenmesi igin gerekli olan islemler

Reaktifler Numune Standart
Numune 100 pL -
Standart - 100 pL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat calkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon ardindan aspire edildi
Reaktif A (Biyotinle isaretli antikor) | 100 uL | 100 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan aspire edildi ve pleyt 3 defa yikandh.
Reaktif B (Streptavidin-HRP) ¢ozeltisi | 100 uL | 100 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 30 dakika ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan aspire edildi ve pleyt 5 defa yikandu.

TMB substrat ¢ozeltisi \ 90 uL \ 90 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 15 dakika ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Stop ¢ozeltisi | 50 pL | 50 pL

Pleyt 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Elde edilen veriler dogrultusunda standart konsantrasyonlarina karsi absorbans
degerleri kullanildi ve Sekil 2.6’da verilen standart egri grafigi olusturuldu. Bu grafik
kullanilarak numunelerdeki SOD seviyeleri hesaplandi. Doku 6rneklerinin sonuglari pg/mg

protein birimiyle verildi.
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Sekil 2.6. SOD ol¢timiinde kullanilan standart grafigi

33



2.2.5.5. Katalaz Aktivite Tayini

CAT enzim aktivitesini belirlemede Aebi (Aebi, 1987) yontemi kullanildi. Bu
yontemin temeli H2O2 nin enzimatik bozulmasi sonucu 240 nm’de absorbanstaki diisiisiin
takip edilmesine dayanir.

Kullanilan Cozeltiler

1-Hidrojen Peroksit: 0.36 mL %30°’luk H202’den alinarak son hacim fosfat tamponu
ile 50 mL ’ye tamamlandi (giinliik hazirlandi). Doku homojenatlari fosfat tamponu ile 20 kat
seyreltilerek dlcim yapilacak numuneler olusturuldu. Kuartz kiivetlere Tablo 2.8’ye gore

pipetlemeler kér ve numune karisimlari i¢in ayr1 ayri yapildu.

Tablo 2.8. Katalaz aktivite tayini i¢in yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler(mL) Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 0.25

Numune 0.5 0.5

H20: 0.25

H20: eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 s siireyle her 10
s’de bir absorbanslar kaydedilereck meydana gelen diisiisler izlendi. Absorbanslarda Ki
diisiisiin dakikada 0.015 ile 0.100 arasinda olmasina dikkat edildi. Eger bu aralikta diisiis
olmazsa numune diliisyonlart yeniden ayarlanmalidir. CAT aktivite tayininde birinci
mertebede reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi. Absorbanslardaki 10 s’lik diisiis i¢in asagidaki
formiile gore hesaplamalar yapildi.

Al= Baslangi¢ absorbansi

A2= 10 s sonraki absorbans

k= (2.3/10) x log(A1/A2) s ' (2.1)
Es. 1’e gore bulunan k degeri seyreltme faktorii ile carpildi. Ardindan bobrek dokularinda g
protein basina CAT aktivitesi hesaplandi.

2.2.5.6. MDA Analizi

Bu metotta MDA bir lipid peroksidasyon aldehit {iriinii olan ve yOnteme gore
Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile analiz sirasinda pembe renkli olan bir yap1 olusur. Analiz
sonras1 olusan bu ¢dzeltinin absorbansi spektrofotometrik olarak 532 nm dalga boyunda

olgiiliir ve standart grafige gore hesaplandi (Mihara vd.,1978).
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Cikarilan bobrek dokularin 50 mg’lik kismi1 MDA 6l¢iimii i¢in kullanildi. MDA
Ol¢timii igin kullanilan dokular buz i¢inde 0.5 mL/L Triton X-100 i¢eren %1.15’lik KCl
¢ozeltisi iginde homojenize edildi. Homojenatlar 3000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek elde
edilen slipernatanlarda ilgili 6lgtimler yapildi.

o Kullanilan ¢ozeltiler

1- %1’lik H3 POa: Bir miktar saf su iizerine 2.94 ml % 85°1lik H3 PO4 eklendi ve son
hacmi saf su ile 250 ml ‘ye tamamlandi.

2- Tiyobarbitarenmelik Asit (TBA) ¢ozeltisi: 0.67g TBA 50ml suda manyetik bar
yardimiyla 30° C’de yaklasik 20 dk karistildi. TBA tamamen soguduktan sonra tizerine 50
ml asetik asit ilave edildi.

3- Standart ¢ozeltiler: 82.5ul tetrametoksipropan 50 ml 0.01 M HCI eklendi ve 50
° C’de 1 saat inkiibe edildi. Reaksiyon sonucu olusan 10000 nmol/ml’lik stok MDA
standardindan 1000nmol/ml’lik ara stok ¢ozelti hazirlandi. Ara stoktan 500 nmol/ml’lik
cozelti elde edildi ve bu ¢6zeltiden seri seyreltme ile 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125,
3.9062 ve kor nmol/mI’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi. Doku homojenatlar1 potasyum klor
ile 2 kat seyreltilerek 6l¢iim yapilacak numuneler olusturuldu. MDA analizinde yapilan

islemler sirasiyla Tablo 2.9’da varildi.

Tablo 2.9. MDA analizi i¢in yapilan pipetler

Kor Numune Standart
Saf su 500 uL
Standart 500 uL
Ornek 500 pL
TBA cozeltisi ImL 1mL 1mL
%71’lik H; PO, 3mL 3mL 3mL
Tiipler 100°C’de 45 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 4000 rpm’de 10 dk
santriflij yapildi. Stipernatanlar ELISA pleytine 300ul pipetlendikten sonra 532 nm’de
spektrofotometrik olarak dl¢tim yapildi.
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Sekil 2.7. Doku MDA 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

2.2.5.7. Kaspaz-3 Analizi

Bobrek dokusundan 100 mg 6rnek alindi ve bir deney tiipiine 2 ml PBS tamponu
(pH:7.4) eklendi ve doku homojenizatorii yardimi ile homojenize edildi. Homojenizasyon
islevi bittikten sonra 10000 g de 5 dk santrifiij edilerek numunelerin st fazlar1 ependorf
tiiplerinde aligotland1 (Bolcal vd., 2007). Bu supernatlar Kaspaz-3, TNF-a, TAS ve TOS
analizler i¢in kullanildi.

Calismamizda kullanilan Kaspaz-3 tayini rat doku Eliza kiti (Cloud-Clone)
kullanilarak sandvi¢ ELISA yontemi ile gergeklestirildi. ELISA kitinin plaklarindaki 96
kuyucuk, rat Kaspaz-3’larina spesifik antikorlarla kapli durumdadir. Bobrek dokusu
ornekleri -80°C’den, ELISA kitinin i¢erisinde hazir bulunan 96 kuyucuklu ELISA plag: ve
diger reaktifler kullanim Oncesinde +4°C’den c¢ikarilarak oda sicakligima (18-25°C)
gelmeleri beklenmistir. Bobrek doku o6rnekleri ELISA islemi 6ncesinde PBS tampon
cozeltisi ile dilie edildi.

Doku o6rneklerinin Kaspaz-3 seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
ELISA kit kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in Tablo 2.10°da verilen islemler sirasiyla 96’lik
elisa pleyt icinde gergeklestirildi.
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Tablo 2.10 Kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi igin gerekli olan iglemler

Reaktifler Numune Standart
Numune 100 uL -
Standart - 100 pL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat calkalayicida inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon ardindan aspire edildi

Reaktif A (Biyotinle isaretli antikor) | 100 uL | 100 puL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat calkalayicida inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan aspire edildi ve pleyt 3 defa yikandu.

Reaktif B (Streptavidin-HRP) ¢ozeltisi | 100 uL | 100 uL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 30 dakika calkalayicida inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan aspire edildi ve pleyt 5 defa yikandi.

TMB substrat ¢ozeltisi | 90 puL | 90 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 15 dakika ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Stop ¢ozeltisi | 50 pL ‘ 50 uL

Pleyt 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Elde edilen veriler dogrultusunda standart konsantrasyonlarina karsi absorbans

degerleri kullanildi ve Sekil 2.8’de verilen standart egri grafigi olusturuldu. Bu grafik

kullanilarak numunelerdeki Kaspaz-3 seviyeleri hesaplandi. Doku 6rneklerinin sonuglari

ng/mg protein birimiyle verildi.
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Sekil 2.8. Kaspaz-3 dl¢limiinde kullanilan standart grafigi

2.2.5.8. TNF-a Analizi

Calismamizda kullanilan Rat TNF-a kitinde sandvig ELISA yonteminden yararlanildi.

ELISA kitinin plaklarindaki 96 kuyucuk, rat TNF-o’larina spesifik antikorlarla kapli
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durumdadir. Bobrek dokusu 6rnekleri -80°C’den, ELISA kitinin igerisinde hazir bulunan 96
kuyucuklu ELISA plag1 ve diger reaktifler kullanim 6ncesinde +4°C’den c¢ikarilarak oda
sicakligina (18-25°C) gelmeleri beklenmistir. Bobrek doku ornekleri ELISA islemi
oncesinde PBS tampon ¢ozeltisi ile diliie edildi.

Doku orneklerinin TNF-a seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
ELISA kit kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in Tablo 2.11°de verilen islemler sirasiyla 96’lik
elisa pleyt iginde gergeklestirildi.

Tablo 2.11. TNF-a aktivitesinin belirlenmesi i¢in gerekli olan iglemler

Reaktifler Numune Standart
Numune 100 pL -
Standart - 100 uL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat calkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon ardindan aspire edildi
Reaktif A (Biyotinle isaretli antikor) | 100 uL | 100 puL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan aspire edildi ve pleyt 3 defa yikandu.
Reaktif B (Streptavidin-HRP) ¢ozeltisi | 100 uL | 100 puL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 30 dakika ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan aspire edildi ve pleyt 5 defa yikandu.

TMB substrat ¢ozeltisi \ 90 uL \ 90 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 15 dakika galkalayicida inkiibasyona birakildi.
Stop ¢ozeltisi | 50 pL | 50 puL

Pleyt 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Elde edilen veriler dogrultusunda standart konsantrasyonlarina karsi absorbans
degerleri kullanildi ve Sekil 2.9°da verilen standart egri grafigi olusturuldu. Bu grafik
kullanilarak numunelerdeki TNF-o seviyeleri hesaplandi. Doku &rneklerinin sonuglar

ng/mg protein birimiyle verildi.
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Sekil 2.9. TNF-a 6lgtimiinde kullanilan standart grafigi

2.2.5.9. Toplam Antioksidan (TAS) ve Toplam Oksidan (TOS) Kapasitesi

Genel oksidatif stress belirteglerinde olan dokuda ve serumda TAS ve TOS 6l¢iimii
icin relleassay Kitleri kulanilarak 6l¢iildi. TOS seviyeleri mikromol H202 es degeri /L, TAS
degerleri ise minimal troloks es degeri / L birimi seklinde verildi. Thermo Scientific (USA)

marka mikro plaka okuyucuda okundu.

2.2.5.10. Oksidatif Stres indekslerinin (OSI) Hesaplanmasi

Serum ve doku 6rneklerindeki OSI seviyeleri asagidaki denklem formiilii kullanilarak
hesaplandi (Yulug vd., 2014).
OSI=[(TOS, pmol H202 esdegeri/L) / (TAS, umol troloks esdegeri/L)] x 100 (2.2)

2.2.6. Histopatolojik Analizler

Siganlardan alinan bobrek dokulart 1.5 cm 3 hacminde pargalara ayrilarak %10’luk
formalin (Sigma-Aldrich, Almanya) soliisyonunda 36 saat boyunca fiksasyon islemi
uygulandi. Fiksasyon asamasindan sonra bobrek dokusuna ait Ornekler doku takip
kasetlerine (Isolab GmbH, Almanya) konularak doku takip cihazinda (ThermoScientific™
Citadel 2000, Birlesik Krallik) %50, %70, %80, %96, %100 (2 kez)’lik etanol (Merck
GmbH, Darmstadt, Almanya) serilerinde bekletilerek dehidratasyon asamasi
gerceklestirildi. Daha sonra ksilol (Merck GmbH, Darmstadt, Almanya) serileri ile dokularin
seffaflagtirma islemi uygulandi ve daha sonra parafin bloklama cihazindan (Leica EG 1150

H, Almanya) metal baz kaliplar kullanilarak doku gémme kasetleri kullanilarak bloklandilar.
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Elde edilen parafin bloklardan Rotary mikrotom (Leica RM2255, Almanya) ile dokulardan
alinan 4-5 um kalinligindaki kesitler Harris Hematoksilen ve Eosin G boyalari (H&amp;E,
Merck GmbH, Darmstadt, Almanya) ile boyama cihazinda (Leica ST5020, Almanya)
boyama islemi gergeklestirildi. Boyanan preparatlar isik mikroskopu altinda incelendi ve

olypus DP20 kamerasi ile fotograflari ¢ekildi.

2.2.6.1. Semikantitatif Analiz

Calismamizda H+E ile boyanmis bobrek dokusuna ait kesitler Jeong Sung ve
arkadaglarinin Tiibiiler Nekrozis Skorlamasi (TNS) metodunda modifiye edilmis skorlama
yontemi ile skorlandi. TNS skorlamasi her bir sigana ait bobrek dokusu kesitlerinde rastgele
olarak secilmis 10 farkli alanda ¢caligmanin deney gruplar1 bakimindan korlestirilmis iki kor
histopatolog tarafindan skorlanmistir. Calismamizda renal korpiiskiil, proksimal ve distal
tiibiil yiizey alanlarinin (um2) 6lgtimii Olympus DP2-BSW (Ver.2.1 to Ver.2.2, Build 6212,
Tokyo, Japonya) programi kullanilarak 6l¢iildii. Bu 6l¢iim sistemi kamera (Olympus DP20,
Olympus Corparation, Tokyo, Japonya) yerlestirilmis bir 151k mikroskobu (Leicia DM6200,
DM6200, Mannheim, Almanya) ve Olympus DP2-BSW vyazilimli bir bilgisayardan
olugmaktadir. H&E boyanmis preparatlarin 6lglim sinirlar1  histopatolog tarafindan

belirlendi.

2.2.7. Istatistiksel Analizler

Caligmada 5 farkli deney grubu bulunmakta ve her grupta bulunan 6 deney hayvanina
ait olan biyokimyasal parametrelerine ait sonuglar SPSS 22.0 (SSPS Inc., Chicago, IL)
istatistiksel analizler gergeklestirildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-
Smirnov testi ile degerlendirildi. Her grup i¢in p>0,05 oldugu durumlarda verilerin normal
dagilim gozlendi. Normal dagilim gozlendikten sonra paramedik test olan One way ANOVA
testi uygulandi. Bu testste homejenlik i¢in Levene Statistic degerine bakildi ve p degeri 0,05
ten biiyiik oldugu igin homojenligin oldugu goézlemlendi. Bu nedenle One way ANOVA
testinde post hoc testlerinden olan Tukey testi uygulandi. Histolojik analiz sonuglar1 Semi-
kantitatif sonucu elde edilen veriler SPSS 18.00 (IBM Corp. IL, Chicago, Amerika Birlesik
Devletleri) istatistik programi kullanilarak medyan, 25% ve 75% interquartile range seklinde
hesaplanarak gruplar arasindaki farkliliklar siras1 ile Kruskal Wallis ve Tamhane T2 testleri
ile degerlendirildi. P< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Farkli analizlerde kullanilmak iizere karadut meyve ekstraktlar su, metanol ve etanol
olmak tizere ii¢ farkli ¢oziicii ile hazirlandi.

3.1. Antioksidan Analiz Sonuclari

Antioksidan analizleri ile ilgili yapilan deney sonuglar1 asagidaki Tablo 3.1°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Ekstraktlarin antioksidan sonuglari

PARAMETRELER EKSTRAKSIiYONLAR
Su ekstrakti Metanol ekstrakti | Etanol ekstrakti
FRAP(mgFeS0./100g) | 14298.33+34.10%° 14874.72+33.9¢ 14806.67+25.34°¢

TFM (mgGAE/100g) | 834.29 + 18.95%P 1066.83+ 44.50°¢ 724.16+ 24.82¢
ABTS (mg TE/100g) | 1988.00 + 3.072P 2023.90 + 1.77¢ 2017.74+6.40°
DPPH (mg TE./100g) | 733.30 +2.19%P 760.921+ 2.74¢ 757.3 + 1.64°

Meyve ekstraktlarmin sonuglari arasindaki farkliliklar tukey karsilagtirma testi ile analiz
edildi ve p<0.05 degerleri anlaml1 kabul edildi. ®Metanol, Petanol ve ®safsu grubunun diger
gruplarla ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05).

Tablo 3.1 ‘e bakildiginda ekstraktlar i¢erisinde en yiiksek antioksidan sonug veren metanol

ekstraktidir ve calismanin diger asamalarindan metanol ekstrakti kullanildi.

3.2. Biyokimyasal Analiz Sonug¢lari

3.2.1. Kreatinin Diizeyleri

Serumda yapilan kreatin analiz sonuglar1 gruplar arasinda 6nemli fark bulunmustur
(p=0,000). Cisplatin grubundaki kreatin diizeyi (3,39 mg/dl), kontrol grubundaki kreatin
diizeyine (0.29 mg/dl) gore anlamli olarak bir artig saptandi1 (p=0,000). Cisplatin grubunu
cisplatin+200 mg/kg karadut grubu ile karsilastirildiginda kreatin diizeylerinde anlamli bir
fark gortilmedi (P=0,75) Ancak cisplatin+400 mg/kg karadut grubuna gore anlamli bir fark
goriildii (p=0,00). Kontrol grubu ile karadut grubu arasinda yapilan karsilastirmada
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenmedi (p>0.05). Gruplardaki kreatinlerin

diizeylerin ortalamas1 Sekil 3.1’de gosterilmistir
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Sekil 3.1. Serum 6rneklerinin kreatin degerleri

(a.b.c.d.): @Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), “Cis+200 ile kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05);
dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.

3.2.2. BUN Diizeyleri

Serumdaki BUN diizeyleri gruplar arasindaki 6nemli fark bulunmustur (p=0,000).
Cisplatin grubundaki BUN degeri, kontrol grubundaki BUN degerlerine gore anlamli olarak
yiksek oldugu saptandi (p=0,000). Cisplatin grubu cisplatin+200 mg/kg grubu ile
karsilastirildiginda BUN diizeylerinde anlamli bir fark goriildii (P<0,05). Cisplatin+400
mg/kg grubu Cisplatine grubuna gore anlamli bir fark goriildii (p=0,00). Karadut grubu
cisplatin grubuna gore anlamli bir fark gézlendi. Gruplardaki BUN diizeylerinin ortalamasi

Sekil 3.2’de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Serum 6rneklerinin BUN degerleri

(a.b.c.d.): @Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cis+200 ile kiyaslandiginda anlaml: fark (p<0.05);

9Cis+400 ile kiyaslandiginda anlamh fark p<0.05 istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.

3.2.3. TAS-TOS ve OSI Degerleri

Deney gruplarindan elde edilen serum &rneklerinin TAS-TOS ve OSI degerleri Sekil
3.3, 3.4 ve 3.5°de ve doku 6rnekleri TAS-TOS ve OSI degerleri ise sekil 3.6, 3.7 ve 3.8°de
verildi.
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Sekil 3.3. Serum Orneklerinin TAS degerleri

(a.b.c.d.): @Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05), °Cis+200 ile kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05);

dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.
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Sekil 3.4. Serum 6rneklerinin TOS degerleri

(a.b.c.d.): ®Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamh fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cis+200 ile kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05);
dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.
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Kontrol Karadut Cisplatin Cis+200 Cis+400

Sekil 3.5. Serum 6rneklerinin OSI degerleri

(a.b.c.d.): ®Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamh fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), “Cis+200 ile kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05);
dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.

TAS-TOS ve OSI degerleri igin deney gruplari karsilastirildiginda kontrol gruplari ile
karadut gruplar1 arasinda serum 6rneklerinde anlamli fark goriilmedi. Serum 6rneklerindeki

TOS degerleri kontrol grubu ile cisplatin grubu karsilastirildiginda cisplatin grubunun
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anlaml diizeyde arttig1 gézlemlenmis (p=0.000) olup karadut gruplarinin cisplatin grubuna
gore anlamli olarak azaldig1 gézlemlendi. TAS degerleri kontrol grubu ile cisplatin grubu
karsilagtirildiginda cisplatin grubunun anlamli diizeyde azaldigi gézlemlenmis (p=0.013)
olup Cisplatin grubunu cisplatin+200 mg/kg karadut grubu arasinda anlamli bir fark
goriilmedi. Ancak cisplatin+400 mg/kg karadut grubunda ise cisplatin grubuna gére anlamli
fark goriildii (p=0,043). TAS ve TOS sonuglarindan elde edilen serum 6rneklerinin OSI
degerleri ise; kontrol grubu ile cisplatin grubu karsilastirildiginda cisplatin grubunun anlamli
diizeyde arttig1 gézlemlenmis (p=0.000) olup karadut gruplarinin cisplatin grubuna goére

anlamli olarak azaldig1 gézlemlendi.
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Kontrol Karadut Cisplatin Cis+200 Cis+400

Sekil 3.6. Doku 6rneklerinin TAS degerleri

(a.b.c.d.): @Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cis+200 ile kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05);
dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.
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Sekil 3.7. Doku 6rneklerinin TOS degerleri

(a.b.c.d.): ®Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), “Cis+200 ile kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05);
dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.

osi
15 13.7acd

10 8.2b
. 6.96
5.57
. I 4130 I I
0 I

Kontrol Karadut Cisplatin Cis+200 Cis+400

Sekil 3.8. Doku drneklerinin OSI degerleri

(a.b.c.d.): @Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamh fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), “Cis+200 ile kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05);
dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.

TAS-TOS ve OSI degerleri igin deney gruplar karsilastirildiginda kontrol grubu ile
karadut gruplari arasinda doku orneklerinde anlamli fark goriilmedi (p>0.05). Doku
orneklerindeki TOS degerleri kontrol grubu ile cisplatin grubu karsilastirildiginda cisplatin
grubunun anlamli diizeyde arttig1 gézlemlenmis (p=0.000) olup karadut gruplarinin cisplatin

grubuna goére anlamli olarak azaldig1 gézlemlendi.
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TAS degerleri kontrol grubu ile cisplatin grubu karsilastirildiginda cisplatin grubunun
anlamli diizeyde azaldig1 gézlemlenmis (p=0.000) Cisplatin grubunda cisplatin+200 mg/kg
karadut grubuna goére anlamli bir fark goriilmedi. Ancak cisplatin+400 mg/kg karadut grubu
ile anlamli fark goriildii (p=0,044). TAS ve TOS sonuglarindan elde edilen doku 6rneklerinin
OSI degerleri ise; kontrol grubu ile cisplatin grubu karsilastirildiginda cisplatin grubunun
anlamli diizeyde arttig1 gézlemlenmis (p=0.000) olup karadut gruplarinin cisplatin grubuna

gore anlamli olarak azaldig1 gézlemlendi.

3.2.4. Dokuda MDA Diizeyleri

Cisplatin grubunda MDA diizeyi kontrol grubuna gore anlamli artis gosterirken
(p=0,000), Cisplatin+400 mg/kg karadut ve cisplatin+200 mg/kg karadut gruplarinda ise
cisplatin grubuna gore anlamli olarak azaldig: goriildii (p=0,000). Kontrol ile karadut grubu
arasinda anlamli bir fark gozlenmedi. Cis+400mg/kg karadut grubu ile kontrol grubu
arasinda anlamli bir bulunmazken Cisplatin+200 mg/kg karadut grubu ile hem kontrol
hemde karadut grubu arasinda anlaml fark vardi (p=0,00). Deney gruplarina ait doku MDA
diizeylerinin bulgular1 Sekil 3.9°da verildi.
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Kontrol Karadut Cisplatin Cis+200 Cis+400

Sekil 3.9. Doku 6rneklerinin MDA degerleri

(a.b.c.d.): ®Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cis+200 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05);
dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.
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3.2.5. Dokuda SOD Diizeyleri

Dokuda SOD diizeyleri gruplar arasinda anlamli fark géstermistir (p=0,000). Cisplatin
grubunun SOD diizeyi kontrol grubuna goére anlamli bir diisiis gosterdi (p=0,000).
Cisplatin+400 mg/kg karadut (p=0.000) ve cisplatin+200 mg/kg karadut (p=0.045)
gruplarinda ise cisplatin grubuna goére anlamli fark vardi. Bununla beraber Cis+diisiik ve
yiiksek doz karadut gruplar ile karadut ve kontrol gruplar1 arasinda da anlamli bir fark

mevcuttu. Deney gruplarina ait doku SOD diizeylerinin bulgular1 Sekil 3.10°da verildi.
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Sekil 3.10. Doku 6rneklerinin SOD degerleri

(a.b.c.d.): ®Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamh fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cis+200 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05);
dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.

3.2.6. Dokuda CAT Diizeyleri

Dokudaki CAT diizeyleri gruplar arasinda anlamli fark goéstermistir (p=0,000).
cisplatin grubunda CAT degeri kontrol ve karadut grubuna gore anlamli bir fark goriildi.
Cisplatin+400 mg/kg karadut ve cisplatin+200 mg/kg karadut gruplarinda ise cisplatin
grubuna gore yiikseldi. Ancak cisplatin+400 mg/kg karadut anlamli bir fark goriildi
(p=0,019). Karadut grubu ile cisplatin+200 mg/kg karadut grubu arasinda anlamli bir fark
gozlenildi. Cisplatin+400 mg/kg karadut grubu kontrol ve karaduta gore anlamli bir fark
goriilmedi. Kontrol ile karadut grubu arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. Deney gruplarina

ait doku CAT diizeylerinin bulgular Sekil 3.11’de verildi.

48



CAT

0,35 0.316b¢
0,3
0,25 0.228° 0.219°
0.189
o
E 0,2
5 0,15
0,1 0.0752d
0,05 I
0
Kontrol Karadut Cisplatin Cis+200 Cis+400

Sekil 3.11. Doku 6rneklerinin CAT degerleri

(a.b.c.d.): @Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cis+200 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05);
dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.

3.2.7. Dokuda TNF-a Diizeyleri

Dokuda TNF-a diizeyleri gruplar arasinda anlamli fark gostermistir (p=0,000).
cisplatin grubunda TNF-a diizeyi kontrol ve karadut grubuna gore anlaml bir fark goriildi
(p=0,00). Cisplatin+400 mg/kg karadut (p=0,000) ve cisplatin+200 mg/kg karadut (p=0,037)
gruplarinda ise cisplatin grubuna gore bir diislis saptandi. Karadut grubu cisplatin+200
grubuna gore anlamli bir fark gézlenildi. Cisplatin+400 mg/kg karadut grubu karaduta gore
anlaml bir fark goriildi (p=0,011). Kontrol ile Karadut grubu arasinda anlamli bir fark

gozlenmedi. Deney gruplarina ait doku TNF- o diizeylerinin bulgulari sekil 3.12°de verildi.
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Sekil 3.12. Doku 6rneklerinin TNF-a degerleri

(a.b.c.d.): @Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cis+200 ile kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05);
dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.

3.2.8. Dokuda Kaspaz-3 Diizeyleri

Dokuda kaspaz-3 diizeyleri gruplar arasinda anlamli fark gostermistir (p=0,000).
cisplatin grubunda kaspaz-3 diizeyi kontrol ve karadut grubuna gore anlamli bir fark goriildi
(p=0,00). Cisplatin+400 mg/kg karadut grubu cisplatin grubuna gore anlamli sonug verdi
(p=0,00) ancak cisplatin+200 mg/kg karadut grubu cisplatine goére anlamli goriilmedi.
Karadut grubu ile cisplatin+200 mg/kg karadut grubu arasinda anlamli bir fark gosterdi.
Cisplatin+400 mg/kg karadut grubu karaduta gore anlamli bir fark goriildi (p=0,047).
Kontrol ile Karadut grubu arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. Deney gruplarina ait doku

Kaspaz-3 diizeylerinin bulgular1 Sekil 3.13’de verildi.
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Sekil 3.13. Doku 6rneklerinin Kaspaz-3 degerleri

(a.b.c.d.): Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), "Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cis+200 ile kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05);
dCis+400 ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli fark kabul
edildi.

3.3. Histopatolojik Bulgular

Asagidaki sekiller Bobrek dokusuna ait kesitlerin 151k mikroskobundaki goriintiileri.
Sekil 3.14’de Kontrol grubuna ait kesitlerde normal yapidaki glomerul (g), proksimal (p) ve
distal tiibiil (d) yapilar1 gézlenmektedir (TNS median: 1(0-1).

Sekil 3.14. Kontrol grubu (H&E A(x20), B(x40)

51



Sekil 3.15°de Karadut uygulama grubuna ait kesitlerde proksimal (p) ve distal tiibiil
(d) epitel hiicrelerinin normal yapida oldugu gozlemlenmektedir (TNS median: 1(1-1).

Sekil 3.15. Karadut grubu (H&E C(x20), D(x40))

Sekil 3.16’de Cisplatin grubuna ait bobrek dokusu kesitlerinde tiibiiler epitel
hiicrelerinde kayiplar (ok basi) ile eslik eden tiibiil liimenlerinde debris birikimleri
izlenmekte. Bunun yaninda 6zellikle proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde firgamsi kenar

(spiral ok) yapilarinda kayiplar gézlenmekte. (TNS median: 8(7-8)).

)

Sekil 3.16. Cisplatin grubu (H&E E(x20), F(x40))

Sekil 3.17°de Cisplatin+200 mg/kg karadut grubuna ait bobrek dokusu kesitlerinde

proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde kayiplar da ve tiiblil liimenlerinde debris
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birikimlerinde azalma ve bunun yaninda proksimal tiibiilerde tipik yapidaki firgams1 kenar
yapilar1 gozlenmektedir (ok) (TNS median: 3(3-5).

Sekil 3.17. Cis+200 mg/kg (H&E G(x20), H(x40))

Sekil 3.18’de Karadut 400 mg tedavi grubuna ait bobrek dokusu kesitlerinde tiibiil
epitel hiicrelerinde kayiplar da ve tiibiil liimenlerinde debris birikimlerinde azalmalar
izlenmekle beraber tipik yapidaki epitel hiicreleri igeren proksimal (p) ve distal tiibiill (d)
hiicreleri gozlemlenmekte. Proksimal tiibiilerde tipik yapidaki fircamsi kenar yapilar

gozlenmekte (ok) (TNS median: 3(2-3).

%

Sekil 3.18.Cis+400 mg/kg (H&E 1(x20), J(x40))

Tablo 3.2°de bobrek dokularun tiibiiler nekroz skor araliklar1 ve Tablo 3.3’de TNS
sonuglari verildi.
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Tablo 3.2. Tiibiiler Nekroz Skor (TNS) metodu

Proksimal tiibiiliin fir¢ca kenar

Liimende enkaz

Tiibiiler epitel hiicreleri

yapisinin bozulmasi birikimi arasinda baglanti kaybi
Skor Yiizde(%) 0 Hasar yok 0 Hasar yok
0 Hasar yok 1 <10% 1 <10%
<10% 2 10-25% 2 10-25%
2 10-25%
i 3 26-75% 3 26-75%
3 26-75% 4 >75%,
4 >75% 4 >75%
Tablo 3.3.TNS sonuglar1 (ortalama (25%-75% interquartile alan)
Firca sinir1 Luminal Debris | Tiibiiler epitel
Gruplar hasar skoru birikim skoru hiicrelerinin TNS
kayip skoru
Kontrol 0(0-1) 0(0-0) 0(0-0) 1(0-1)
Karadut 0(0-1)¢ 0(0-1)d 0(0-1)4 1(1-1)¢
Cisplatin (Cis) 3(3-3)2 2(2-2)* 3(3-3)»d 8(7-8)*
Cis+200mg dut 1(1-2)Pd 1(1-1)¢ 1(1-2)3d 3(3-5)2d
Cis+400mg dut 1(1-1)cd 1(1-1)d 1(1-1)¢ 3(2-3)d

4p=0.000 Kontrol grubuna gore, °p=0.015 Kontrol grubuna gore, °p=0.041 Kontrol grubuna

gore, 9p=0.000 Cis grubuna gore, ®p=0.013 Cis grubuna gore, 'p=0.001 kontrol grubuna

gore, Kruskal Wallis/Tamhnae T2 test.

Bobrek histolojisine bakildiginda kontrol grubuna ait bobrek dokusunun

kesitlerini 151k mikroskobu altinda incelendiginde normal yapidaki glomerul, proksimal ve

distal tiibiil epitel hiicreleri normal yapida oldugunu gozlemledi (sekil 3.14 a-b; Tablo 3.3;

TNS orta degeri: 1(0-1). Ozellikle proksimal tiibiilerde firgams1 kenar yapilariin belirgin

olmasi dikkat ¢ekiciydi. Benzer olarak yalnizca karadut uygulama grubuna ait kesitler

normal yapidaki glomerul, proksimal ve distal tiibiiller mevcuttu (sekil 3.15 c-d; Tablo 3.3;
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TNS orta degeri: 1(1-1). Bunun aksine, cisplatin uygulama grubunda ise proksimal ve distal
tiibill epiteliyal hiicrelerinde yaygin vakuolizasyonlar ve kayiplar mevcuttu. Bununla beraber
tiibiil epiteliyal hiicrelerinde kayiplari ile eslik eden tiibiiler debris birikimleri goriildii.
Proksimal tiibiillerde firgamsi kenar yapilarinda yaygin bozulmalar izlendi (sekil 3.16 e-f;
Tablo 3.3; TNS orta degeri: 8(7-8). Cisplatin+200 mg/kg ve cisplatin+400 mg/kg tedavi
gruplarinda ise proksimal ve distal epitel hiicrelerinin kayiplarinda ve debris birikimlerinde
azalma oldugu saptandr (sekil 3.17 g-h; Tablo 3.3; TNS orta degeri: 3(3-5). Ozellikle
cisplatin+400 mg/kg tedavi gruplarinda basta proksimal tiibiilerin firgams1 kenar yapilari
olmak tizere tipik tiibiil epitel hiicreleri gozlendi (sekil 3.18 i-j; Tablo 3.3; TNS orta degeri:
3(2-3).
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4. TARTISMA

Cisplatin [cis-diaminodichloroplatin (I1)] basta malingnant (serviks, over, testis, bas,
boyun, akciger ve gogiis) kanser tiirlerine karst kemoterapi tedavisinde yaygin olarak
kullanilan gii¢lii bir anti-tiimor ilactir (Goldstein vd., 1983). Etkisini DNA’ ya baglanarak
hiicrenin transkripsiyon ve replikasyon mekanizmasini bozmak suretiyle gosterir. DNA
hasarmin diizeltilememesi sonucunda hiicre apoptoza ugrar. Gerek malingn gerekse cisplatin
uygulanmis dokularda cesitli biyokimyasal ve histopatolojik degisikler meydana geldigi
gorilmistir. SOD, CAT, TNF-a, GSH, GSPx, MDA ve Kaspaz gibi hiicre- doku hasariin
derecesini belirtirten markirlar ile hiicre kaybi, belirli dokularda hiicresel boyutta morfolojik
degisikler 16kosit infiltrasyonu, hiicreler arasi baglanti kaybi, nekroz gibi histopatolojik
gostergeler bu degisikleri géstermek icin yogun bigimde kullanilmaktadir.

Cisplatinin tiimor dokusunun yaninda saglikli dokular iizerinde de yikici etkileri
oldugu bilinmektedir. Basta nefrotoksisite olmak iizere ototoksisite, norotoksisite, mukozit,
tilseratif lezyonlar, myelotoksisite, hepatotoksisite, kardiyomiyopati, tat duyusunda kayip ve
kismi immiin yetmezlik gibi sendromlar cisplatinin ¢esitli yan etkilerine 6rnek olarak
verilebilir (Arany vd., 2003;Cooley vd.,1994; Boulikas vd., 2003 ). Her ne kadar cisplatin
ve metabolitleri biiyiik 6l¢lide bobreklerden atilsa da bu ajanin bobrekler iizerindeki etkisi
tedavinin siirlamasina yol agmaktadir. Nefrotoksisite deney hayvanlari lizerinde yapilan
caligmalarda cisplatin tedavisi sirasinda ortaya c¢ikan ilk yan etkilerden biri olarak
goriilmiistiir (Nematbakhsh vd., 2012). Cisplatinin bobrekler tizerinde lipit peroksidasyonu,
serbest radikal iiretimini uyarmak ve renal tlibliler yapiyr degistirmek suretiyle bobrek
fizyolojisine ve yapisina zarar verdigi, tiibiiler apoptoz ve infilamatuar sinyalizasyonu
artirdigi belirtilmektedir (Hassan vd., 2012; An vd., 2011). Cisplatin uygulanan deney
hayvanlarinda bobrekte hidrojen peroksit, superoksit anyonu ve hidroksil radikallerinde artig
goriilmistiir. Olusan bu serbest radikaller hiicre membrani lipitlerinin peroksidasyonuna
neden olmakta ve proteinlerin yapisini bozarak hiicresel hasar olusturmaktadir (Yilmaz vd.,
2004; Shino vd., 2003).

Mannitol ve hipertonik kullanimia bagli hidrasyon ve diiirez tedavi yontemleri de dahil
olmak {lizere tek basina veya baska ajanlarla kombine olarak kullanilabilen cisplatinin
bobrekler tizerindeki bu olumsuz etkilerini ortadan kaldiracak kesin bir tedavi yontemi heniiz
bulunmamistir. Bununla beraber cisplatinin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve lipit

peroksidasyonunu arttirict etkisi dikkate alinarak bu yan etkilerin giderilmesine yonelik,



basta tibbi bitkiler olmak tizere antioksidanlarca zengin ¢esitli ajanlarin (E ve C vitamini,
quercetin, likopen, soya fasulyesi, susam, sitron, yesil ¢ay, lif ekstreleri, bugday, taurinin,
aksantin, ferulik asit, kurkumin, N- asetisistein, nar, propolis vb) kullanildig1 ¢alismalara
rastlanmaktadir (Atessahin vd., 2005; Ueki vd., 2013; Bami vd., 2017). Bami ve
arkadaslarinin (2017) ratlarda cisplatin kaynakli nefrotoksisite iizerine ferulik asitin etkisini
tespite yonelik yaptigi1 bir ¢alismada, ferulik asitin antioksidan durumu artirarak oksidatif
hasar1 anlamli derecede engelledigi gosterilmistir. Ayni sekilde Ma ve arkadaslart (2017)
Amerikan ginseng berry ekstraktlarinin farelerde olusturulan cisplatin  kaynakl
nefrotoksisiteyi ROS’un aracilik ettigi MAPK ve NF- k3 sinyal yolunu baskilamak sureti ile
azalttigini géstermislerdir.

Yirminin {izerinde tiire sahip olan dutgiller ailesi (moraceae) i¢inde koyu renkli
olanlarin, 6zellikle karadutun daha yiiksek antioksidan- antiradikal aktiviteye sahip oldugu
ifade edilmektedir (Turan vd., 2017). Bununla beraber beyaz dutta da dahil olmak iizere
dutlarin fenolik igerik ve buna bagli olarak antioksidan kapasitelerinin, dutun yetistigi
cografi bolgeye, genetik farkliliklara, gevre sartlarina ve olgunluk asamalarina gore
degisebilmektedir. Natic ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada Sirbistan’in Voyvodina
bolgesinden elde edilen beyaz dut ekstralarin antioksidan- antiradikal 6zelliklerinin diger
tilkelerde yapilan benzer ¢alismalardaki verilere gore daha yiiksek oldugu goriilmiis ve bu
durum farkl fenolik icerige baglanmistir (Natic vd., 2015).

Polifenolik bilesikce zengin bitkisel iiriinlerin (yaprak, kok, meyve gibi) toplam fenolik
igerigi ve buna bagl olarak antioksidan 6zellikleri ayn1 zamanda ekstraksiyon yontemlerine
gore de degiskenlik gosterebilmektedir. Bu amacla calismamizda en iy1 antioksidan
kapasiteyi veren ekstrakt cesidini belirlemek icin su, metanol ve etanol ¢doziiciileri
kullanilarak DPPH, FRAP, toplam fenolik icerik ve ABTS analiz yontemleri ile aktioksidan
kapasite tayini yapildi. Toplam fenolik icerik sonuglari sulu, matanol ve etanollik ekstraktlari
icin sirastyla 834.3, 1066.8 ve 724.2 mg GAE/100g olarak bulundu. Toplam fenolik igerik
acisindan en 1yi sonucu metanol ekstraktin verdigi goriildii (p=0,05). Ekstrakt yontemlerinde
¢oziicli polaritesi arttikga ekstrakt verimi de artmaktadir. Kamiloglu ve arkadaslar: (2013)
metanolik karadut ekstraktinin toplam fenolik igerigini 976.4 mg GAE/100 g kuru agirlik
olarak bulurken baska bir ¢alismada ise karadutun polifenolik igerigi 1033mg GAE/100g
kuru agirlik olarak bulunmustur (Tomas vd., 2014).
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Bu c¢alismalarla karsilastirildiginda c¢alismamizdaki kurutulmus karadutun metanolik
ekstraktinin daha yiiksek fenolik igerige sahip oldugu goriildi. Ekstraktlarin antioksidan
ozelliklerini belirmek icin kullanilan bir diger analiz yontemi olan Fe** iyonunu indirgeme
giicii (FRAP) analizinde de anlamli bir fark olmamakla birlikte metanolik ekstraktin etanolik
ve sulu ekstrakta gore daha yiiksek degere sahip oldugu goriildii (sirasiyla 14874.7, 14806.7
ve 14298.3 FeS0O4/100g) . Kamiloglu ve arkadaslart FRAP sonucunu 1016.2 mg /100 g kuru
agirlik olarak tespit ederken, Tomas ve arkadaslarinin yaptiklari calismada FRAP degeri 911
TE mg/100g karadut kuru agarlik olarak bulunmustur. Calismamizda DPPH analiz
sonuglarma bakildiginda ise su 733,3, metanol 760,9 ve etanolik ekstraktda 757,4 mg
TE./100g olarak bulundu. Kamiloglu ve arkadaslarinin (2013) yukarida belirtilen ¢alismada
DPPH sonucu 580 mg TE/100 g kuru agirlik olarak bulmustur. 2010 yapilan baska ¢alismada
ise DPPH sonuglart 144 mg Trolox/100g -147 mg Trolox/100g kuru agirlik olarak
bulunmustur (Bilenler., 2010). Yine Tomas ve arkadaslarinin yukarida bahsedilen ayni
calismasinda DPPH sonuglarina baktigimizda karadut 609 TE mg/100g kuru agirlik olarak
bulmuslar (Tomas vd., 2014). ABTS sonuglari ise su 1988, metanol 2023, etanol 2017 mg
A.A./100g olarak goriildi. ABTS sonuglarimizda bulunan degerlerin Kamiloglu (2686.3
mg/100g) ve Tomas (2575 mg/100g)’1n yaptiklari calismalarda bulunan degerlere gore biraz
diisiik oldugu goriildii.

Cisplatin nefrotoksisitesi tizerinde ¢esitli ajanlarin etkilerini gorebilmek icin
cisplatinin dozuna, bu ajanlarin konsantrasyonlar1 ve sakrifiye siireleri arasindaki iligkiye
dikkat edilmelidir. Cisplatinin ratlar lizerinde uygulanan doz konsantrasyonlarin genel
olarak 5-20 mg/kg arasinda degismektedir. Doz artik¢a ratlarin-farelerin deney basindan
sakrifiye edilmelerine kadar olan siire kisalmaktadir.

Cisplatinin hayvan modellerinde viicuda verilis bi¢gimi doz agisindan Onemlidir.
Literatiirde ratlara cisplatinin verilis bigimi agirlik olarak intraperitoneal (IP) daha az olarak
ise intravendz (i.v.) ve cilt alt1 (subkutan) seklindedir ( Perse vd., 2018). Cisplatinin 5-10
mg/kg araligindaki dozlarinin ratlarda akut bobrek hasar1 olusturmak i¢in yeterli oldugu
goriilmektedir. Genel olarak bu doz araliginda bobrek fircamsi kenarlarinda, tiibiiler
hiicrelerde dejenerasyon, GFR kayip, tiibiiler liimen, nekrotik hiicre gorliniimii, artmis
sitoplazmik vezikiiller, BUN-kreatin diizeyinde artis, lipit peroksidasyona bagli MDA artis1,
mitokondriyal disfoksiyon, SOD, CAT, GSH gibi antioksidan enzimlerde azalma hiicre

hasarina bagli caspaz-3 aktivitesinde artig, infilamantuar olaylara bagli olarak TNF- a
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diizeyinde artis gibi histolojik ve biyokimyasal degisikliklere 3-7 giin igerinde
rastlanmaktadir (Santos vd., 2007; Perse vd., 2018; Sabuncuoglu vd., 2010).

Kreatinin ve kan iire azotu (BUN) bobrek fonksiyon testlerinde siklikla kullanilan
parametrelerdir. BoObrekten reabsorbe olmayan ve bobrek yoluyla atilan kreatinin
plazmadaki kreatinle iligkili olmasi ve plazma kreatin diizeyinin artmasi bobreklerde bir
sorun oldugunu gosterir. Protein metabolizmasi yikim {iriin olan amonyagin, karacigerde
karmasik bazi reaksiyonlar sonunda daha az zararli iireye (BUN) ¢evrilerek bobrekten atilim
s0z konusudur. Dolayisiyla artmis BUN diizeyleri dekaraciger ve bobrek fonksiyonlarin bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir (Salazar, 2014; Mert 1996).

Santos ve arkadaglarinin (2007) yaptig1 ¢alismada ratlara 10mg/kg cisplatin dozu
uygulanmis, 72 saat sonra hayvanlar sakrifiye edilmis ve nefrotoksisite ile ilgili gesitli
parametreler incelenmistir. Burada BUN ve kreatinin diizeylerinde artis, mitokondriyal
disfonksiyon NADPH ve GSH gibi antioksidan sistemlerinde enzim aktivitelerinde azalma
hiicre 6liimi ile alakali caspaz-3 aktivitesinde artis oldugu goriilmiistiir. Bir bagka ¢alismada
Cisplatin (5mg/kg) ile tedavi edilen hayvanlarda renal glutatyon peroksidaz aktivesinde
azalma, lipid peroksidasyonunda ve serum kreatinin seviyelerinde anlaml1 bir artis (P <0.05)
gozlemistir (Antunes vd., 2001). Akca ve arkadaslar1 (2018) ise cisplatin kaynakl
nefrotoksisitede bobrek doku TAS seviyesinin diistiiglinii, TOS seviyesinin ise arttigini
gostermistir. 16 mg/kg tizerindeki cisplatin dozunun 6ldiiriicii oldugu ve genel olarak ratlarin
ticiincii glinden itibaren 6ldiigii goriilmektedir. Bu nedenle yiiksek doz calismalarda tiglincii
giinii gegmemesi tavsiye edilmektedir. Caligmamizda agirlikli olarak tercih edilen 7.5 mg/kg
cisplatin dozu uygulandi ve yukarida bahsedilen cisplatin nefrotoksisitesinin etkileri
goriildii. Ozetle cisplatin grubunda antioksidan enzim aktivitelerinde diisiis, MDA, BUN ve
kreatin diizeylerinde artis, TAS’da diisiis TOS’da artis1 caspaz- 3 aktivitesinde artis ve
histopatolojik olarak bulgularda belirgin bir bozulma tespit edildi.

Cisplatin kaynakli nefrotoksisitenin yan etkilerini giderilmesine - azaltilmasina yonelik
cesitli antioksidan etken maddelerin kullanildig1 pek ¢ok calisma yapilmustir. Ornegin bu
etken maddelerden biri olan ve karadutun da iceriginde bulunan ferulik asit ile ilgili
calismada Bami ve arkadaslar1 (2017) ferulik asidin cisplatin kaynakli nefrotoksisiteye karsi
etkisine bakmis ve cisplatin (10 mg/kg) uygulanan grupta BUN, kreatinin, MDA ve TOS
diizeylerinin yiiksek oldugu gozlenmis ve histolojik parametrelerde anormal bdbrek

morfolojisi saptamistir. Tiim parametreler agisindan ferulik asit+cisplatin grubunun cisplatin
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grubuna gore anlamli diizelme gosterdigi tespit edilmistir. Cisplatinin oksidatif stresle
alakali nefrotoksisiteye neden oldugunu gosteren baska calismada ise Cetin ve arkadaglari
(2006), tek doz 10 mg/kg cisplatin uygulanan rat grubunda antioksidan enzimlerden olan
GSH-PX ve CAT enzimlerinin renal aktivitelerinde bir diislis gozlemis ve bu bulgular
histopatolojik olarak desteklenmistir. Ueki ve arkadaglar1 (2013)’nin yaptig1 bir ¢alismada
ise 72 saat 20 mg/kg cisplatin uygulanan rat grubu ile etken madde kurkuminin (zerdagal)
kullanildig1 cisplatin + kurkumin (100mg/kg) gruplart karsilastirildiginda bobrek
dokularinda ve serumda TNF- a, BUN ve kreatinin diizeylerinin azaldig1 histopatolojik
olarak ise tiibiiler nekrozun geriledigi bobrek fonksiyon bozuklugun ise azaldig
bildirilmistir. Badary ve arkadaslar1 (2015) cisplatin (7 mg / kg) ve cisplatin + Nar (20 mg /
kg) gruplarmin karsilastirildiginda cisplatin-Nar kombine grubunda, cisplatin grubuna gore
antioksidan enzimler SOD ve CAT’mn yikseldigini, serum iire ve Kkreatinin
konsantrasyonlarinda 6nemli azalma meydana geldigini gostermistir. Bagka bir ¢calismada
cisplatin 7 mg/kg grubu ile cisplatin + vanilik asit (50 mg/kg diisiik doz) ve cisplatin +
vanilik asit (100 mg/kg yiiksek doz) gruplari karsilastirilmig vanilik asit gruplarinda
antoksidan enzimlerden bobrek dokusunda SOD ve CAT aktivitelerinin artigit MDA, BUN
ve lirenin azaldig1 gosterilmistir (Sindhu vd., 2015). Fareler lizerinde vitaminlerin (C ve E)
cisplatin kaynakli nefrotoksisiteye karsi proktektif etkisini gérmeye yonelik yapilan bir
calismada ise vitamin (C veya E; 250 mg/kg - 500 mg/kg) + cisplatin (10mg/kg ip)
gruplarinin cisplatin grubuna gore iire ve kreatinin konsantrasyonlarinda diisiis, sadece 500
mg/kg uygulanan vitamin+ cisplatin gruplarinda ise SOD ve CAT diizeylerinde belirgin bir
artis oldugu belirtilmistir (Ajith vd., 2007). E vitaminin ratlarda cisplatinin renal
histopatolojisi iizerine etkilere yonelik baska calismada ise cisplatin nefrotoksisitesinde
siklikla goriilen kortikomediiller tiiblilerde genisleme, Bowman aralifinda genisleme,
firgams1 kenarlarda deformasyon ve mitokondriyal fonksiyon bozukluklari bulgularinin
geriledigi goriilmiistiir (Kanter vd., 2007).

Cisplatin ile ilgili yukarda bahsedilen ¢alismalarda cisplatinin bobrek dokusunda lipid
peroksidasyonu MDA, inflanmantuar markirt TNF-a ve apoptotik belirteci Kaspaz-3
antioksidan enzimleri SOD ve CAT aktiviteleri, serum ve dokuda TAS, TOS diizeylerinde
oksidan/antioksidan parametrelerde anlamli degisiklere yol agtig1 ve antioksidanlarin bu

degisikliklerin nefrotoksisitede olusturdugu hasar1 anlamli sekilde diizeltildigi gosterilmistir.
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Bizim c¢alismamiz kontrol, karadut, cisplatin gruplarinin yani sira dozun etkisini
gorebilmek i¢n, cisplatint200 mg/kg karadut ve cisplatin+400 mg/kg karadut gruplarindan
olusturuldu. Calismamizda cisplatin verdigimiz gruplarda kontrol grubuna gore serumda
BUN ve kreatin diizeyleri literatiirle uyumlu olarak anlamli bir sekilde yiikseldi. Karadut +
cisplatin gruplarinda cisplatin grubuna gore bu parametrelerin degerlerinde bir azalma
meydana gelmis, bu azalma BUN ig¢in cisplatin+200 mg/kg grubunda istatistiksel olarak
anlamli iken kreatinin diizeyinde ise anlamli bir fark goriilmedi. Serumda ve dokuda TAS
seviyesi cisplatin grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak azalirken TOS seviyesi
artmistir. Yine cisplatint200 mg/kg ve cisplatint400 mg/kg karadut gruplarinda TAS
seviyesi anlamli olarak artarken TOS seviyesinde anlamli olarak azalma goriildii. Bu durum,
karadut verdigimiz gruplarda antioksidan kapasitenin arttigin1 gostermektedir. Lipid
peraksidasyon belirteci olan MDA’nin ise cisplatin grubunda literatiirle uyumlu olarak
kontrol ve antioksidan etken madde igeren gruba gore (bizde karadut) anlamli olarak artigi,
ayrica cisplatin + diigiik ve yliksek doz karadut gruplarinda ise cisplatin grubuna gore anlamli
sekilde azaldig tespit edildi. Antioksidan enzimlerinden SOD ve CAT doku aktivitelerine
bakildiginda cisplatin grubunda diger gruplara goére anlamli bir sekilde azalma
cisplatin+karadut gruplarinda ise cisplatin grubuna gore anlamli bir yiikselme tespit edildi.
Burada karadut grubunun kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber
daha yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir. Nitekim karadutun bu etkisi diisiik ve yiliksek doz
karadut igeren cisplatin gruplarinda da anlamli yiikselis olarak kendini gostermistir.
Inflamantuar belirteci olan TNF-o doku diizeylerinin cisplatin grubunda anlamli sekilde
arttig1, cisplatin + karadut gruplarinda ise anlamli derecede azaldigi goriildii. SOD, CAT ve
TNF-a diizeylerindeki bu anlamli degiskenlik karadutun yiiksek antioksidan ve
antiinflamatuar kapasitesinin gostergesi olarak kabul edildi. Apoptik belirte¢ olan kaspaz-
3’lin doku diizeyinde ise cisplatin grubunda kontrol grubuna gore artis gosterirken Cisplatin
+ dusiik ve yliksek doz karadut gruplarinda azalmistir. Bu azalma cisplatin+400 mg/kg
karadut grubunda istatistiksel olarak anlamlidir. Biyokimyasal analizlerde kaspaz-3, CAT
ve TAS analizleri degerlendirildiginde Cisplatin+200 mg/kg karadut gruplarinda cisplaitn
grubuna gore farklilik goriilmiis olmakla berbaer bu farklilik cisplatin+400 mg/kg karadut
gruplarindaki gibi anlamli degildi.

Bobrek histolojisine bakildiginda cisplatin grubunda tiibiil hiicrelerinde, firgamsi1 kenar

yapilarinin morfolojilerinde bozulma ve kayiplar, debris birikimleri seklinde 6ne ¢ikan
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patolojik bulgularin cisplain + diisiik ve yiiksek doz karadut gruplarinda belirgin diizelmeler
gosterdigi tespit edilmis, 6zellikle cisplatin+400 mg/kg yiiksek doz karadut grubunda diisiik
doza gore daha anlamli bulgular goriilmiistiir. Kisaca ¢alismamizda cisplatinin bobreklerde
hasar olusturdugu goriilmiis, biyokimyasal ve histopatolojik analizler sonunda, 400 mg/kg
dozun 200 mg/kg doza gore nefrotoksisiteye karsi protektif etkisinin daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Karadutun histopatolojik sonuglar agisindan nefroprotektif —etkisini
gosteren bulgularin bu alanda yapilan benzer ¢alismalarla uyumlu oldugu goriilmektedir
(Ojha vd., 2016; Zhi-na vd, 2017) .

ROS’in gibi oksidan sistemleri hasar verici etkilerini gidermek iizere polifenolik
bilesikler acisindan zengin ¢esitli bitkisel iirlinlerinde kullanildig1 ¢calismada rastlanmistir
(Zhi-na vd, 2017; Ganapathy vd, 2015; Turan vd, 2017). Fenolik asitler (kafeik asit, fenolik
asit, gallik asit...) ve flavonoidler (naringenin, quersetin, siyanidin, apigenin, katesin...) gibi
fenolik bilesiklerin serbest radikallerin olusumunu ve zararli etkilerini engelleyici ve/veya
azaltici Ozellikleri tespit edilmistir. Kanser olusumunun da baglica sebeplerinden olan DNA
tizerinde ROS etkilerini engellenmesinin hiicre igerisine serbest radikallerin aliminin inhibe
edilmesinin bu fitokimyasal bilesikler sayesinde gerceklestirildigi ifade edilmektedir
(Vasatha vd., 2014; Turan vd, 2017). Her ne kadar bu fitokimyasallarin baglica etkilerinin
endojen antioksidan enzim sistemlerini arttirmak yoluyla oldugu belirtilse de aromatik
yapidaki bu bilesiklerin serbest radikalleri yakalama ve divalent (2 degerlikli) katyonlarin
selasyonu ve stabilitizasyonu yoluyla da korucu etkilerinin oldugu bilinmektedir (Nijveldt
vd., 2001). Flavonoidler sadece antioksidan enzimleri degil proteinkinaz C, ksantin oksidaz,
myeloperoksidaz, protein tiroin kinaz gibi farkli 6zellikteki enzimlerin aktivitelerini de
modifiye etme oOzelligine sahiptir (Prakash vd., 2009). Bununla beraber, quercetin,
epikatesin gibi fenolik bilesiklerin, inflamasyonda ve radikal olusumunda etkin oldugu
diisiiniilen niikleer faktor kappa B (NF-kp),indiiklenbilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi faktorlerin inhibisyonlarimi gergeklestirdigi belirtilmistir
(Ruphasinghe vd, 2014). Apoptotik yolun onemli bir gosterge proteini olan kaspaz-3,
ekstrensek ve intrensek aktivasyon mekanizmasinda etkin hale gelmektedir. Bobrek tiibiil
hiicrelerinde goriilen kaybin bu apoptotik etki ile meydana gelmesi muhtemeldir (Tsuruya
vd., 2003).

Karadutun geleneksel tedavide kullanimi ile ilgili olduk¢a eski bir ge¢misi

bulunmaktadir. Karadutun polifenolik kompozisyon analizlerinde klorajenik asit, gallik asit,
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sinapik asit, neoklorojenik asit, ferulik asit, vanilik asit, kafeik asit, rutin, ¢esitli quersetin
tirevleri, siyanid- 3-O glikozik, gibi ¢esitli polifenolikler agisinda zengin oldugu ayni
zamanda E, D, C gibi antioksidan vitaminler igcerdigi tespit edilmistir (Kamiloglu vd., 2012).

Sonu¢ olarak calismamizda karadutun farkli dozlarinin cisplatin kaynakli
nefrotoksisiteyi ve buna bagli olarak olusan hasar1 ¢esitli antioksidan enzimler {izerinden

inhibe ettigi, yliksek doz karadut + cisplatin grubunun daha etkili oldugu goriildii.
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5. SONUC ve ONERILER

Cisplatin ile bobrek hasari olusturulan ratlarda karadutun tedavi edici etkinliginin

biyokimyasal ve histolojik yontemlerle incelendigi bu c¢alismada asagidaki sonuglara
ulagtlmistir:
1. Karadutun antioksidan kapasitenin belirlenmesinde uygulanan testlerde kullanilan

6
7.
8.
9

10.

farkli ekstraktlar (metanol, etanol ve su) igerisnde metanolik ekstraktin en yiiksek
kapasitrye sahip oldugu goriildii ve ¢aligmanin bundan sonraki agamalarda metanol
ekstrakt1 kullanildi.

7,5 mg/kg tek doz Cisplatin uygulamasinin ratlarda akut bobrek hasari olusturmak
icin yeterli oldugu goriildii.

Hem Cis+200 mg/kg karadut hemde Cis+400 mg/kg karadut gruplarinda serum
BUN, kreatinin ve TOS diizeylerinde cisplatin grubuna gore azalma, TAS’da ise
artig gortildii. Bobrek dokusunda ise cisplatin grubuna gore yiiksek doz ve diisiik doz
karadut gruplarinda TAS, CAT ve SOD diizeylerinde artis, MDA ve TOS
diizeylerinde azalma gozlendi. Inflamantuar (TNF-a) ve apoptotik (Kaspaz-3)
markirlar1 cisplatin grubunda (kaspaz-3 i¢in diisiik doz karadut grubu harig) tim
gruplara gore anlamli derecede yiiksek bulundu.

Histopatolojik degerlendirmede tiibiiler nekroz, renal korteksteki nekrotik alanlar ve
vaskiiler konjesyon oraninin karadut gruplarinda cisplatin grubuna gore iyilesme
gosterdigi tespit edildi.

Histopatlojik ve biyokimyasal analizlerin ¢ogunda yiiksek doz karadut grubun diisiik
doz karadut grubuna gore dokulardaki hasar1 daha ¢ok iyilestirdigi gozlendi.

. Biyokimyasal sonuglar histopolojik verilerle desteklenmektedir.

Nefrotoksisitede tizerinde karadut meyvesinin taze galisilmasi onerilir.
Hastalara cisplatin tedavisi sirasinda belirli oranda karadutun tiiketilmesi 6nerilebilir.
Karadutun bir antinefrotoksik veya protektif ilag kullanim1 tasarlanabilir

Sonug olarak bu ¢alismadan elde edilen verilere gore, genis kullanima sahip bir

antineoplastik ila¢ olan cisplatin ile birlikte karadut kullanildiginda cisplatinin nefrotoksik

etkisine bagli olarak bobreklerde patolojik olarak meydana gelen morfolojik ve

biyokimyasal degisikliklerin siddetinin anlamli derecede azaldig1 goézlenmistir. Elde

ettigimiz sonuglar literatiirde ki bilgilerle uyum saglamaktadir
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