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SISPLATIN TOKSISITESI iLE FERROPTOSIS'E KARSI
BROMELAIN'IN BOBREKTEKI KORUYUCU ETKISININ
MORFOLOJIK OLARAK DEGERLENDIRILMESI

(Yiiksek Lisans Tezi)
Rabia FILIK

OZET

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasiyla ortaya ¢ikan ve ciddi saglik sorunlarina yol agan
Olumciil bir hastaliktir. Tedavisinde yaygin kullanilan kemoterapotik ajanlardan biri olan
Sisplatin (Cis), antineoplastik etkilerine ragmen bobreklerde birikerek nefrotoksisiteye neden
olabilmektedir. Bu toksisite; oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz ve demir bagimli hiicre
6limii olan ferroptozla iligkilidir. Ferroptozun baskilanmasi, sisplatine bagli bobrek hasarinin
Onlenmesinde yeni bir yaklasim olarak degerlendirilmektedir. Bu c¢alismada, dogal bir
antioksidan olan Bromelain’in (Bro), Cis kaynakli nefrotoksisite ve ferroptoza kars1 koruyucu
etkileri arastirilmistir. Histopatolojik ve histomorfometrik incelemeler i¢cin Hematoksilen-
Eozin, Masson Trichrome ve PAS boyalar1 kullanilmis; biyokimyasal analizlerde ise MDA,
SOD, GPX, GPX4 ve ELASTIN diizeyler1 degerlendirilmistir. Morfometrik O6l¢limlerde
gruplar arasinda anlamli fark bulunmazken (p>0,05), histomorfometrik o6l¢iimlerde
glomeruler alan ve bowman aralig1 6l¢iimii agisindan Cis ve Cis+Bro gruplarinda anlamli
diisiis saptanmustir (p<0,05, p=0,004). Feret’s cap1 ise Cis grubunda diger gruplara gore diisiik
bulunmustur (p=0,03). Biyokimyasal analizlerde, Cis ve Cis+Bro gruplarinda MDA
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamh sekilde yiiksek oldugu (p=0,009, p=0,018), SOD
diizeylerinin ise Cis grubunda anlamli olarak daha diisiik oldugu tespit edilmistir (p<<0,001).
GPX4 diizeyleri ise Cist+Bro grubunda diger gruplara kiyasla belirgin sekilde azalmistir
(p=0,024, p=0,023). Kanser tedavisinde antineoplastik etki gosteren Cis’in neden oldugu
oksidatif stres ve inflamatuar yanitin Bro kullanimi ile azaltilabildigi tespit edilmistir.
Bro’nun, Cis kaynakli nefrotoksisite ve ferroptozise karsi koruyucu bir ajan olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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MORPHOLOGICAL EVALUATION OF THE PROTECTIVE EFFECT
OF BROMELAIN ON THE KIDNEY AGAINST CISPLATIN TOXICITY
AND FERROPTOSIS

(Master Thesis)
Rabia FILIK

ABSTRACT

Cancer is a fatal disease that arises from the uncontrolled proliferation of cells and leads to
serious health problems. One of the commonly used chemotherapeutic agents in its treatment
is Cisplatin (Cis), which, despite its effective antineoplastic properties, can accumulate in the
kidneys and cause nephrotoxicity. This toxicity is associated with oxidative stress,
inflammation, apoptosis, and a form of iron-dependent cell death known as ferroptosis.
Suppressing ferroptosis is considered a novel approach for preventing Cis-induced kidney
damage. In this study, the protective effects of Bromelain (Bro), a natural antioxidant, against
Cis-induced nephrotoxicity and ferroptosis were investigated. For histopathological and
histomorphometric analyses, Hematoxylin-Eosin, Masson Trichrome, and PAS staining were
used, while MDA, SOD, GPX, GPX4, and ELASTIN levels were evaluated in biochemical
analyses. No significant differences were observed among the groups in morphometric
measurements (p>0,05). However, histomorphometric measurements revealed a significant
reduction in glomerular area and Bowman’s space in the Cis and Cis+Bro groups (p<0,05,
p=0,004). Feret’s diameter was found to be lower in the Cis group compared to the other
groups (p=0,03). Biochemical analyses showed significantly increased MDA levels in the Cis
(p=0,009) and Cis+Bro (p=0,018) groups, and significantly decreased SOD levels in the Cis
group (p<0,001). GPX4 levels were also significantly reduced in the Cis+Bro group compared
to the other groups (p=0,024, p=0,023). It was concluded that the oxidative stress and
inflammatory response caused by Cis, which exhibits antineoplastic effects in cancer
treatment, can be alleviated with Bro. Bromelain may be considered a protective agent against

Cis-induced nephrotoxicity and ferroptosis.
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicrenin biiyiime ve gelisimini saglayan kontrol mekanizmalarinin bozulmasi ile
meydana gelen, hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi sonucu doku ve organlarda goriilen bir
hastaliktir (1). Diinyadaki en biiylik halk sagligi problemlerinden biri olan kanser hastaliginin
tedavisinde radyoterapi, hedefe yonelik tedaviler, hormon tedavisi, immiinoterapi, cerrahi
tedavi ve kemoterapi gibi yontemler uygulanmaktadir (2). Tedavide en ¢ok tercih edilen
yontem olan kemoterapi, kanserin yayilimini 6nlemek, tiimoriin biliylimesini yavaslatmak,
kanser hiicrelerini yok etmek icin dogal veya sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar veya
hormonlar kullanilan bir tedavidir (3). Kemoterapi tedavisinde yogun olarak kullanilan
antineoplastik ilaclar viicutta ¢ogalmakta olan kanser hiicrelerini yok ettigi gibi, saglikli
hiicreleri de yok eden hepatotoksisite, ndropati, genel agri, bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi,
artmis enfeksiyon riski, fonksiyon bozuklugu ve nefrotoksisite gibi birgok yan etkisi
bulunmaktadir (3,4). Onemli antineoplastik ilaglardan biri de kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilan Sisplatin (Cis)’dir (5). Cis’in 1960’larda sitotoksik o6zelliklere sahip oldugu
kesfedilmistir, 1970'lerin sonunda ise germ hiicreli kanserlerin tedavisinde anahtar gorevi
gérmiistiir (6). Bunun yani sira Cis kullaniminin kemik iligi baskilanmasi, periferik ndropati,
ototoksisite, anafilaksi ve nefrotoksisite gibi 6nemli yan etkileri bulunmaktadir. Cis’in
bobrekte asir1 birikmesi nefrotoksisiteye sebep olmaktadir ve bu durum hastalarin yaklagik
ticte birinde goriilmektedir. Yapilan ¢alismalar nefrotoksisite riskinin yaslilarda, kadinlarda,
hipoalbuminesi olan ve renal yetmezligi bulunan hastalarda daha yiiksek oldugunu belirtmistir
(7). Cis renal epitel hiicrelere taginarak niikleer ve mitokondriyal DNA hasar1 olusturur. Bu
hasar c¢oklu hiicre Oliimiine sebebiyet vererek inflamatuar yamit olusturur (8). Cis
nefrotoksisitesinin olusum mekanizmasinda oksidatif stres, hiicre 6liimii, fibrinojen olusumu
ve inflamasyon gibi bir¢ok faktor etkilidir. Yapilan bir ¢calismada Cis nefrotoksisitesinin temel
nedeninin artan reaktif oksijen tiirlerinden kaynakli oksidatif stres oldugu belirtilmistir (9).
Oksidatif stres; hiicrelerde olusan serbest radikallerin, antioksidan sistemlere karsi baskinlik
kurmas1 sonucunda olusan dengesizliktir. Ayrica hiicrelerde bulunan biyolojik molekiillerin
yapt ve fonksiyonlarinin da zarar gormesine neden olur. Oksidatif streste antioksidanlarin
disaridan alimmasi ile reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ile antioksidan sistem aktivitesi
arasindaki agik kapatilir. Hiicresel antioksidan sistemin baskilanmasi veya oksidatif stres
artisi, apoptoz disindaki hiicre Olim mekanizmalarimi da tetiklemesi sebebiyle kanser

tedavisinde onemli bir yaklasim olarak ele alinmaktadir. Bu mekanizmalardan yakin zamanda



tanimlanmis olan ferroptoz, oksidatif strese bagimli olmasi nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir
(10). Kanser hiicrelerinde demir diizeylerinin artis gostermesinden hareketle organizmanin,
yuksek orandaki demiri kullanarak bir g¢esit adaptif hiicre oliimii gelistirdigi ve bdylece
ferroptozu kansere karsi bir savunma mekanizmasi olarak kullandigi diistiniilmektedir.

Ferroptoz, ilk olarak 2012 yilinda Dixon ve arkadaslari (ark.) tarafindan “demire
bagimli diizenlenmis hiicre 6liimii” olarak tanimlanmistir (11). Bu hiicre 6liim sekli, apoptoz,
nekroz ve otofaji gibi klasik mekanizmalardan farkli bir olusum siirecine sahiptir (12,13).
Ferroptozun ayirt edici Ozellikleri arasinda; hiicre zarinda yer alan ¢oklu doymamis yag
asitlerini (PUFA) igeren fosfolipitlerin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan lipit reaktif oksijen
tiirlerinin (L-ROS) birikimi, hiicre i¢i redoks aktif demir (Fe*") artis1 ve glutatyon peroksidaz
4 (GPX4) enziminin lipit peroksitleri onarma kapasitesinin azalmasi yer almaktadir (11). Bu
faktorlerden o6zellikle demirin hiicre i¢inde artmasi, ferroptoz siirecini baslatan temel etken
olarak one ¢ikmaktadir (14). Kanser hiicreleri, yiiksek proliferasyon ve DNA sentez hizlari
nedeniyle normal hiicrelere kiyasla daha fazla demire ihtiya¢ duyarlar. Demir, DNA
metabolizmasi ve hiicre dongiisiinde dnemli bir rol oynar. Kanserli bireylerin ¢ogunda plazma
ferritin diizeylerinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda demir, ¢esitli elektron tagima
sistemlerinde ve demir igeren enzimlerin islevini siirdiirebilmesinde kilit rol oynar (15,16).
Kanser hiicrelerinin bu denli demire bagimli olmasi, onlar1 ferroptoza karsi1 daha hassas hale
getirmektedir. Bu nedenle, ferroptozun hedeflenmesi, O6zellikle tedaviye direncli tiimor
hiicrelerinin  ortadan kaldirilmast agisindan potansiyel bir tedavi stratejisi olarak
degerlendirilmektedir (17).

Bir diger tedavi yoOntemi ise bitkisel 1ilag kullanimidir. Son yillarda Cis
nefrotoksisitesinin dnlenmesinde bitkisel ilaglarin kullanimina ilgi artmistir (18,19). Ananas
meyvesinin saplarindan elde edilen Bromelain (Bro), bir sistein proteazi olup insanlarda ve
deney hayvanlarinda antienflamasyon ve antineoplastik aktivite gibi birgok faydali etkiye
sahip oldugu bilinmektedir (20). Literatiire bakildiginda hem gii¢lii antineoplastik etkinlik
gosteren hem de antioksidan etkisi ile bir¢cok dokuda koruyucu etkisi kanitlanmis olan
Bro’nun nefrotoksisite {izerine etkinliginin incelenmesinin, kansere yonelik ileri ¢aligmalara
151k tutmasi ve oksidatif stres kaynakli cesitli bobrek hasart durumlarinda kullanilabilecek
potansiyel bir ilag 6n maddesi olarak diisiiniilmesi agisindan Onemli olabilecegi ©n
goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismada Cis nefrotoksisitesine karsi Bro uygulamasmin etkisi
arastirilmistir. Bu calismada sicanlarda Cis nefrotoksisitesine ve ferroptozis’e karsi gii¢li bir
antioksidan olan Bro’nun koruyucu etkisine, bobrekteki morfolojik-histopatolojik ve

biyokimyasal degerlerine yonelik bir arastirma yapmak amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobregin Embriyolojisi

Insan embriyogenezinde, dérdiincii haftanin baslarinda ara mezodermin ventral tarafa gdciiyle
birlikte Urogenital kabartt meydana gelir ve bu yapidan iiriner sistem ile genital sistem
gelisimini siirdiiriir. Bobrekler embriyolojik olarak ii¢ ardisik yapidan kdken alir: pronefroz,
mezonefroz ve metanefroz. Bu yapilar cranialden caudale dogru siralanir.

Pronefroz, insanda islevsel olmayan gecici bir yapidir ve dordiincii haftanin sonunda
tamamen ortadan kalkar. Onun ardindan gelisen mezonefroz, kisa bir siire i¢in gegici bobrek
islevi goriir. Ust torakal ve iist lumbal (L3 seviyesine kadar) segmentlerin intermediate
mezoderminden tiireyen mezonefroz, dordiincli haftanin basinda ilk bosaltim tiibiillerini
olusturmaya baslar. Bu tiibiiller zamanla uzayarak S harfi seklinde bir yap:1 kazanir. Medial
uzantilarinda gelisen kapiller ag glomeriil yapisini meydana getirir. Mezonefrik tiibiiller bu
glomertillerin etrafin1 sararak genisler ve Bowman kapsiiliinii olusturur. Bu iki yapi1 birlikte
corpusculum renale olarak adlandirilir (21). Mezonefrik tiibiiller, mezonefrik kanalla birlesir;
bu kanal da caudal yonde uzayarak kloakaya acilir. Birinci trimesterin sonunda mezonefroz
gerileyerek ortadan kalkar. Ancak erkek embriyosunda bazi mezonefrik tiibiiller genital
yapilarin gelisimine katki saglar; disilerde ise bu yapilar tamamen kaybolur (22).

Kalict bobrek yapisi olan metanefroz, besinci gebelik haftasinda ortaya cikar.
Metanefroz, mezoderm kokenli iki ana yapin etkilesimiyle sekillenir: {ireter tomurcugu
(veya metanefrik divertikulum) ve metanefrik blastem. Ureter tomurcugundan iireter, pelvis
renalis, calyx renalis major ve mindrler ile toplayict kanallar gelisirken; metanefrik
blastemden nefronlar olusur (21). Yeni olusan toplayici tiibiillerin uglari, metanefrik dokunun
olusturdugu kapakeiklarla ortiiliir. Bu kapake¢ik yapilar, blastem hiicrelerinin farklilasmasini
uyararak renal vezikiillerin gelismesine neden olur. Zamanla uzayarak S sekli alan bu yapilar,
proksimal uglarinda glomertil gelisimini baslatir, distal kisimlarindan ise tiibiil yapilar1 olusur.
Boylece glomertil ve tiibiil birleserek nefronun temel bosaltim birimini meydana getirir.
Glomeriiliin ¢evresinde gelisen Bowman kapsiilii, tiibiiliin distal ucu ile toplayict kanallari
birlestirir. Tibiillerin farkli segmentlere ayrilmasiyla tubulus proximalis, Henle kulbu ve
tubulus distalis boliimleri gelisir (22).

Nefron olusumu doguma kadar siirerken, bobrekler yaklasik 9. gebelik haftasindan

itibaren idrar iiretmeye baslar. Ancak bobreklerin islevsel olgunluga ulasmasi ve lobilli



yapisinin kaybolarak erigkin morfolojisine ulagsmasi dogum sonrasi1 donemde gergeklesir
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Sekil 1. Kalici bobregin gelisimi. A, Ureter tomurcugunu, metanefrozun ilkel yapisini
gosteren 5 haftalik bir embriyonun yan goriinimi. B ila E, Ureter tomurcugunun
gelisimindeki ardigik agamalar (Resimler Rabia FILIK tarafindan ¢izilmistir).
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2.2. Bobregin Anatomisi

Bobrekler, columna vertebralis’in her iki yaninda, abdominal boslugun {iist ve arka
boliimiinde, ekstraperitoneal bag doku igerisinde yerlesmis organlardir. Fasulye seklinde olan
bu organlar, yetiskin bireylerde ortalama 130-150 gram agirliginda olup, yaklasik olarak 11,5
cm uzunluga, 6 cm genislige ve 2,5 cm kalinliga sahiptir. Renkleri kirmizi-kahverengimsi
tonlardadir. Sol bobrek, anatomik olarak orta hatta sag bobrege gore daha yakin, daha uzun ve
daha incedir. Sag bobregin iist ucu yaklasik olarak T12 vertebra seviyesinde, alt ucu ise L3
vertebra hizasinda bulunurken; sol bobregin iist ucu TI11, alt ucu ise L2 vertebra
seviyesindedir. Karacigerin sag bobrek iizerindeki baskis1 nedeniyle sag bobrek, sol bobrege
kiyasla biraz daha asagida yer alir (23). Bobreklerin alt ucu ile crista iliaca arasinda ortalama

2,5 cm’lik bir mesafe bulunmaktadir (24).



Her iki bobregin iki yiizii, iki kenart ve iki ucu vardir. One ve disa bakan
ylizeyine facies anterior, arkaya ve ice bakan yiizeyine facies posterior; dis taraftaki konveks
kenarina margo lateralis, i¢ tarafta yer alan konkav kenarina ise margo medialis adi

verilmektedir. Ayrica, bobregin {ist ucu extremitas superior, alt ucu ise extremitas

inferior olarak adlandirilir (23). Anatomik yerlesim itibariyla bdbreklerin iist uglari, alt

uclarina gore birbirine daha yakin mesafededir (23, 24)(Sekil 2).
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Sekil 2. Karin arka duvarinda bobreklerin pozisyonu (25).

2.2.1. Bobregin komsuluklar

Columna vertebralis'e paralel sekilde uzanan aorta, sol bobrege yaklasik 2,5 cm mesafede
konumlanmistir. Sag bobregin {ist i¢ kisminda ise vena cava inferior (VCI) yer almaktadir.
Her iki bobrek arasinda plexus coeliacus adli sinir ag1 bulunur. Columna vertebralis'in karin
bosluguna dogru olusturdugu egim nedeniyle bobregin medial kenari, lateral kenarina oranla
daha anterior pozisyonda yer alir (24).

Facies anterior: Konveks yapiya sahip olan bébregin 6n yiizeyleri, 6ne ve hafif¢e disa dogru

yonelmistir. Sag ve sol bobreklerin 6n yiliz komsuluk iligkileri birbirinden farklidir (23). Sag



bobregin 6n yiizeyinin {ist medial boliimiinliin kiiclik bir kismi glandula suprarenalis
dextra tarafindan ortiilmektedir. Ust kisimdaki genis alan karacigerin sag lobu ile temas
halindeyken, alt boliimiin dis kismi flexura coli dextra ile komsudur. Medial yiizeyin {ist
boliimiinde duodenum' un ikinci pargasi olan pars descendens yer almakta, alt ug¢ ise ince
bagirsak kivrimlart ile komsuluk kurmaktadir. Ayrica, medial kenarin i¢ tarafi vena cava
inferior ile komsudur. Ince bagirsak ve karacigerle olan temas alanlarinda periton mevcuttur,
diger komsuluk bolgelerinde ise periton bulunmaz ve bu alanlar fascia renalis' e yapisiktir.

Sol bobregin 6n yiiz komsuluk iliskileri ise farklilik gostermektedir. Ust medial bdliim
kismen glandula suprarenalis sinistra tarafindan &rtiilmiistiir. On yiiziin iist kisminin medial
tarafi mide ile, lateral kismi1 dalak ile, orta boliimii hilum renale’den lateral yonde pankreas ile
komsudur. Alt kismin laterali flexura coli sinistra, medial kismi ise intraperitoneal
yerlesimli jejunum kivrimlari ile iliskilidir. ince bagirsak, mide ve dalak ile olan komsuluk
bolgelerinde periton bulunurken, diger komsuluk bolgeleri peritonsuzdur ve fascia renalis ile
iligkilidir (23).

Facies posterior: Bobreklerin arka ylizey komsuluklar1 biiyiik 6lciide benzerdir. Alt licte
ikilik boliim, icten disa dogru sirasiyla musculus (m.) psoas major, m. quadratus
lumborum ve m. transversus abdominis ile komsudur. Ust kisimlar ise diyafram ile iliskilidir.
Ayrica, vena (v.), arteria (a.) ve nervus (n.) subcostalis ile birlikte n. iliohypogastricus ve n.
ilioinguinalis, diyafram araciligiyla recessus costodiaphragmaticus’un kiigiik bir kismiyla
komsudur. Sag bobregin karaciger nedeniyle daha asagida yer almasi sebebiyle sadece 12.
costae ile komsuyken, sol bobrek hem 11. hem de 12. costae ile temas halindedir.

Margo lateralis: Medial kenara oranla daha kalin olan bu kenar, posteriora ve superiora
yonelen konveks bir yapiya sahiptir. Sag bobregin lateral kenar1 peritonla ortiilii olup sol
bobregin de lateral kenarinin tist boliimii peritonla kaplidir ve dalakla komsuluk kurar.

Margo medialis: Orta kismi1 konkav, uglar1 konveks olan bu kenarda vertikal dogrultuda yer
alan girinti hilum renale olarak adlandirilir. Bu anatomik yapida, 6nden arkaya dogru
siralanmis sekilde v. renalis, 2-3 dal halinde a. renalis, iireter ve a. renalis’in bir dali bulunur.
Extremitas superior: Bobregin iist ucu, alt ucuna gore hem daha kalin hem de iki bdbrek
arasinda daha kisa mesafededir. Bu ug {lizerine gl. suprarenalis yerlesmistir.

Extremitas inferior: Ust uglara kiyasla daha ince ve daha kiigiik olan bu uglar, birbirinden

daha uzak bir konumda yer alirlar (23).



2.2.2. Bobregin vapisi

Bobrek, yapr ve islev bakimindan iki ana boliime ayrilir: medulla renalis ve cortex renalis.
Bobregin ortasinda yer alan ve hilum renale' ye acgilan, bobrek sekline uygun bosluk sinus
renalis olarak adlandirilir (23, 26). Idrarin olusumunda gorevli yapilar cortex renalis’te,
idrarin iletiminde gorev alan toplayici kanallar ise medulla renalis igerisinde yer almaktadir.
Medulla renalis: Bu bdliim, idrar1 tasiyan toplayici kanallardan olugmakta olup, koyu kirmizi
renkte ve konik sekilli yapilardan meydana gelir. Bu yapilara pyramis renalis ad1 verilir ve her
bobrekte genellikle 8-10 adet olmakla birlikte bu say1 bazen 18-20’ye kadar ¢ikabilir. Her
bir pyramis renalis’in genis taban kism1 bobregin margo lateralis’e, tepesi ise sinus renalis’e
yonelmistir. Tepede yer alan bu ug¢ bolgelere papilla renalis denir. Her papilla renalis, 1 ila 3
adet calyx minor’a agilir. Bobrekteki pyramis renalis sayisi, bobrek loblarinin sayisini da
belirler. Bir lob, bir pyramis renalis ve onu ¢evreleyen cortex renalis dokusundan olusur.
Cortex renalis: Bu yapi, papilla renalis hari¢ olmak iizere pyramis renalis’lerin ¢evresini
saran ve idrarin olusumundan sorumlu olan bobrek dokusudur. Ayrica, iki pyramis
renalis arasinda yer alan kortikal uzantilara columna renalis ad1 verilir.

Sinus renalis: Hilum renale’nin bobrek icerisinde devam eden kismini olusturan bosluktur.
Bu alanda, pelvis renalis’in iist segmenti, calyx renalis’ler, bobrege ait damar yapilar1 ve bu
yapilar arasindaki yag dokusu yer alir. Idrar tasima sistemi su sekilde diizenlenmistir: 1 ila 3
adet papilla renalis, 1 adet calyx minor’a acilir; birkac calyx minor birleserek calyx major’u

olusturur; bu yapilar da birleserek pelvis renalis’ i meydana getirirler (Sekil 3).



cortex
renalis

medulla renalis
(pyramides renales)

papilla renalis

columna
renales (Bertin)

radii medullares

basis

capsula fibrosa

calices renales minores

renal parankime giren
kan damarlan

sinus renalis

calices renales majores
pelvis renalis

sinus renalis igerisindeki

yag dokusu

calices renales minores

p\l.umdn

ureter

Sag bobregin kesitleri (parankim
ve pelvis renalis ortaya gikanilmig)

Sekil 3. Bobregin i¢ yapisi (25).

2.2.3. Bobregin kanal sistemi

Glomerulus’ta siiziilen idrar, ¢esitli kanalciklardan gecerek papilla renalis’te bulunan foramen
papillare adl1 acikliklardan calyx’e dokiiliir. Bu siiziilmenin basladig1 yerden calyx’lere kadar
olan kanal sistemine tubulus renalis adi1 verilir. Tubulus renalis iki ana bdliimden olusur. ilk
boliim olan idrar kanalciklari, kandan siiziilerek olusan idrarin islenmesini saglar ve nefrojen
dokudan gelisir. Bu yap1 Bowman kapsiilii ile baglar. Kapsiil igerisinde glomerulus ad1 verilen
damar yumag yer alir. Glomerulus ve onu ¢evreleyen Bowman kapsiilii birlikte corpusculum
renale (bobrek cisimcigi) olarak adlandirilir. Bobregin korteksinde bulunan pars convoluta
bolgesinde yaklasik 1.250.000 adet corpusculum renale yer alir. Corpusculum renale’nin
damar girig-¢ikis noktasi polus vascularis, siiziilen idrarin ¢iktig1 ug¢ ise polus tubularis olarak
adlandirilir. Her Bowman kapsiiliinden tek bir idrar kanalcig1 baslar ve bu kanallar bobrek
dokusu i¢inde kivrilarak ilerler, sonunda toplayici kanallara baglanir. Bu kanallar boyunca
bazi daralma ve genislemeler goriilse de birbirleriyle birlesmezler. Bu boliimde glomerulus’ta
olusan ilk idrarin biiyiik bir kismi1 tekrar emilerek kana karigir. Her bir corpusculum renale ve
ona bagli idrar kanalcig1 bir nefron birimini olusturur ve her bdbrekte ortalama 1.250.000
nefron bulunur (Sekil 4). Tubulus renalis’in ikinci kismini olusturan toplayici kanallar, tireter
tomurcugundan koken alir. Bu kanallar, bobregin medulla bolgesinde yani pyramis renalis ve

pars radiata i¢cinde bulunur. Gorevleri yalnizca idrarin iletimidir; bu béliimde idrarin bilegimi



degisiklige ugramaz. idrar kanalciklar1 bu yapilara agilir, toplayici kanallar ise birleserek daha
biiylik ¢apl toplayict kanallart olusturur. Bu genis kanallar, papilla renalis’teki 10 ila 25 adet
foramen papillare araciligiyla calyx minor’lara agilir. Her bobrekte bu acikliklarin sayisi
yaklasik 116 ila 776 arasindadir. Calyx minor’lar, huni seklinde yapilardir ve papilla
pyramidalis’in kenarlarina oturur. Bdylece papilla renalis, calyx minor i¢ine dogru uzanir.
Baz1 calyx minor’lar birden fazla papillay1 sarabilir, bu nedenle sayilari papillalardan daha az
olabilir. Birka¢ calyx minor birleserek calyx major’lar1 olusturur. Bu yapilar da pelvis
renalis’e acilir. Calyx major ve minor yapilar1 sinus renalis i¢inde yer alir. Pelvis renalis,
kismen bu bosluk icinde, kismen de disinda yer alir. Onden arkaya basik huni seklindeki bu
yapi, L1 omuru hizasinda ireter ile birleserek idrarin alt {liriner sisteme taginmasini saglar
(23).
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Sekil 4. Nefronun yapis1 (Resimler Rabia FILIK tarafindan ¢izilmistir).
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2.3. Nefrotoksisite

Pek ¢cok madde bobrekler lizerinde toksik etkilere neden olabilmektedir. Bu maddeler arasinda
cesitli ilaglar, agir metaller, organik kimyasallar, hemoglobin, miyoglobin ve hatta yilan zehiri
yer almakta; bu tiir maddelere bagli olarak gelisen nefrotoksisite vakalari literatiirde
bildirilmektedir (27,28). Tiirkiye’de ve diinya genelinde bdbrek hastaliklarina sahip birey
sayis1 giderek artis gostermektedir. Bu artista en onemli risk faktorlerinden biri nefrotoksik

ilaglarin kullanimidir (29). Ozellikle sitotoksik etkileriyle bilinen kemoterapétik ajanlar, en



sik nefrotoksisiteye yol acan ilag gruplari arasinda yer almaktadir (30). Bu ilaglardan biri olan
Cis, nefrotoksisiteye neden olan giiclii bir kemoterapdtik ajandir. Cis’in viicuttan atiliminin
%90’1ndan fazlas1 bobrekler araciligiyla gerceklesmektedir. Bobreklerin yiiksek perfiizyon
orania sahip olmasi, tiibiil llimeninde c¢esitli maddeleri yogunlastirmalari ve metabolik
aktivitelerinin yliksek olmasi gibi fizyolojik 6zellikleri, Cis’in renal dokuda birikimine neden
olabilmektedir. Bu birikim, bdbreklerde toksik hasarin gelismesine ve sonug olarak

nefrotoksisitenin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamaktadir.

2.4. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi ve bu hiicrelerin viicudun farkli bdlgelerine
yayilmasiyla karakterize edilen ciddi bir hastaliktir (31). Bu hastaligin ortaya ¢ikmasinda pek
cok etken rol oynamaktadir. En yaygin nedenler arasinda serbest oksijen radikalleri, ¢esitli
viriisler, glines 1s18ina uzun siireli maruziyet, tiitlin kullanimi, bazi ilaglar, hormonal
dengesizlikler, alkol tiiketimi, parazitler, mantarlar ve bakteriyel etkenler yer almaktadir
(32,33). Kanser, diinya genelinde en onemli halk sagli§i problemlerinden biri olmayi
sirdiirmektedir (34).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan yayinlanan verilere gore,
diinya genelinde hem kansere bagli 6liimlerin hem de yeni vaka sayilarinin sirasiyla yaklasik
1,6-1,7 kat artarak 16,4 milyon ve 29,5 milyona ulagmasi ongoriilmektedir. Bu ongoriiler,
kanserin kiiresel diizeydeki yayginligina ve halk saglig: iizerindeki etkisine isaret etmektedir.
Bu nedenle, giiniimiizde kanserle miicadele kapsaminda yogun bilimsel ¢alismalar
yiiriitiilmektedir. Diinya Saglk Orgiitii’niin (DSO) 2018 yilinda yayimladign “Kanser
[laglarmin Fiyatlandirilmas: ve Etkileri” baslikli rapora gore, 2012 yilinda diinya genelinde
kanser tedavisi ve destekleyici bakim hizmetlerine yonelik harcama miktar1 90,9 milyar ABD
dolar1 iken, bu rakam 2017 yilinda 133 milyar ABD dolarina yiikselmistir. S6z konusu
harcamalar incelendiginde, yillik ortalama biiylime oraninin %7,9 oldugu belirtilmektedir
(35). Bu denli biiyiik biitceler ayrilmasina ragmen, kanser insan sagligini tehdit eden en
onemli nedenlerden biri olmaya devam etmektedir.

Kanser tedavisinde cesitli yaklasimlar kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda
radyoterapi, hedefe yonelik tedaviler, hormon tedavisi, immiinoterapi, cerrahi miidahaleler ve
kemoterapi yer almaktadir. Kemoterapide temel amag, kemoterapdtik ajanlar araciligiyla
kanser hiicrelerinin yok edilmesidir. Bu tedavi yonteminde kullanilan pek ¢ok kemoterapdtik

ilag bulunmaktadir ve bu ilaglardan biri de alkilleyici etkiye sahip olan Cis’tir (36).
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Kemoterapi, genellikle tek basma veya birden fazla alkilleyici ya da farkli gruplardan
kemoterapétik ajanlarla birlikte uygulanan etkili bir tedavi yontemidir (31). Antifolat ilaglarin
kullanimi, 1940’1 yillarda nitrojen mustard’in terapotik amacgla kullanilmaya baslanmasiyla
birlikte giindeme gelmistir. Zamanla kemoterapi alaninda pek ¢ok farkli ilag gelistirilmis ve
bunlarin diger tedavi stratejileriyle kombinasyonlar1 ilgi odagi olmustur (37). Cis’in farkli
kemoterapétik ajanlarla kombine kullanimi, radyoterapi ile uygulanmasi ya da cerrahi

tedavilerle entegre edilmesi, bu kombine tedavi yaklasimlarina 6rnek olarak verilebilir (38).

2.5. Sisplatin

Cis, platin igeren ilk metal bazli kemoterapotik maddelerden biridir (31,39). Cis’in kimyasal
yapist Sekil 5’ te gosterilmistir.
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‘e

/ \NH3

L

Sekil 5. Cis’in kimyasal yapis1 (Resimler Rabia FILIK tarafindan ¢izilmistir).

Cis, ilk olarak 1844 yilinda Michele Peyrone tarafindan sentezlenmis olup, 1893 yilinda
Alfred Werner tarafindan yapisal olarak tanimlanmistir. Ancak bu bilesigin bilimsel
arastirmalarda kullanimi1  1960’l1 yillarda baslamistir. Yapilan calismalar sonucunda
Cis’in Escherichia coli bakterisinde hiicre boliinmesini durdurdugu goézlemlenmistir. Bu
gozlem, platin elektroliz iiriinlerinin antineoplastik 6zelliklerine yonelik arastirmalara olan
ilgiyi artirmistir. Cis’in bu etkilerinden sorumlu oldugu anlasilinca, platin ve paladyum gibi
soy metallerin kanser tedavisinde kullanimi yayginlasmistir (40).

Glinlimiizde Cis hem insan hekimliginde hem de veteriner hekimlikte aktif olarak
kullanilan 6nemli bir antineoplastik ajan konumundadir (42). Kanserin giiniimiizde en yaygin
saglik sorunlarindan biri olmasi, Cis’in bu alandaki 6nemini artirmaktadir (40). Diinya
genelinde yaklasik 2 milyar ABD dolar1 degerinde platin bazli antineoplastik ilag satisi
yapilmakta ve bu ilaglarin yaklasik yaris1 Cis igermektedir (31). Cis, yalnizca ilk FDA onay1
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alan platin bilesigi olmakla kalmayip, ayn1 zamanda diger metal ve platin bazli antikanser
ilaclarin gelistirilmesinde de Oncii rol oynamaistir (40).

Klinik kullanimlar1 a¢isindan Cis, 6zellikle pediatrik néroblastom, beyin tiimorleri,
germ hiicreli tiimorler, osteosarkom ve hepatoblastom tedavisinde yiiksek etkinlik
gostermektedir (38). Ayrica bag-boyun tiimorleri, sarkomlar, kemik, kas ve damar kaynakl
kanserler, mesane, akciger, rahim agzi kanseri ile malign melanom gibi ¢esitli malignitelerde
etkinligi klinik olarak kanitlanmistir (31,40). Ancak Cis’in tek basina kullanimi oldukca
nadirdir ve genellikle diger kemoterapdtik ilaglarla birlikte kombinasyon halinde
uygulanmaktadir (38). Ilag direnci ve yan etkilerin &nlenmesi amaciyla yapilan bu
kombinasyonlar, yeni terapOtik yaklagimlar arasinda degerlendirilmektedir (40). Cis’in
kombinasyon tedavilerinde kullanimi, 6zellikle bobrekler yoluyla atilan ilaclarla birlikte
oldugunda dikkat gerektirir. Renal eliminasyonun temel oldugu durumlarda doz ayarlamasi
dikkatle yapilmalidir. Cis’in radyoterapiyle birlikte kullanimi, 6zellikle serviks ve boyun
kanserlerinde, tek basina radyoterapiye kiyasla daha olumlu sonuglar vermistir. Ayrica Cis,
florourasil ile birlikte uygulandiginda bas-boyun, mesane, endometriyum ve serviks
kanserlerinde sinerjik etkiler olusturur (38). ila¢ uygulama yollar1 arasinda intravendz (i.v.),
intraarteriyel (i.a.) ve intraperitoneal (i.p.) uygulamalar yer almaktadir (38). Genellikle Cis her
3-4 haftada bir 1.v. olarak uygulanmakta, tek doz ya da boliinmiis doz rejimleri tercih
edilmektedir. Uygulanan doz siklikla 50-120 mg/m? araliginda olup, doz artis1 ilacin

etkinligini artirsa da beraberinde toksisite riskini de yiikseltmektedir (43).

2.5.1. Sisplatinin etki mekanizmasi

Cis, cesitli hiicresel mekanizmalar tizerinden antineoplastik etkiler gosteren giiglii bir
sitotoksik ajandir (31). Sitotoksisitesinin temelinde, pilirin DNA bazlarina kovalent baglar
olusturarak DNA'nin normal islevini bozmas1 ve hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurarak
onarim mekanizmalarini tetiklemesi yer almaktadir (38). Antineoplastik etkinin temel
mekanizmasinin, Cis molekiillerinin dogrudan DNA’ya baglanmasi ve DNA sentezini gegici
olarak inhibe etmesi oldugu diisiiniilmektedir (44,45). DNA replikasyonunun inhibisyonu,
Cis’in DNA zincirleri arasinda ve aymi zincir {izerinde olusturdugu eklentiler yoluyla
gerceklesir (38). Cis hiicre igine girdikten sonra kloriir iyonlarin1 kaybederek, DNA bazlariyla
capraz baglar olusturur (46). Bu baglar sayesinde platin ¢ekirdeginin sabit bag agilari
nedeniyle DNA, ilaca uyum saglamak adina biikiiliir (38). Platin iyonuna bagli amin gruplari

giiclii sekilde bagh kalir ve ¢apraz bag olustugunda bu yapilar yerinden ayrilmaz (46). Cis’in
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DNA ile olusturdugu bu capraz baglar, onun antiproliferatif etkisinin temelidir (38).
Cogunlukla guanin ve adenin bazlarinin aynt DNA zincirinde yan yana geldigi bolgelerde
capraz baglar olusur; nadiren ise iki DNA zinciri arasinda baglanma gerceklesir (46).

Bu baglanmalar sonucunda platin-DNA eklentileri ve ¢esitli bifonksiyonel DNA
lezyonlart meydana gelir (45). Zincir i¢i ¢apraz baglarda Cis genellikle DNA {izerindeki
deoksiguanozin N7 pozisyonunu hedef alir (38). En yaygin ¢apraz baglar arasinda guanin-
guanin (platin-GG) ve guanin-adenin (platin-AG) eklentileri yer alir. Bu iki lezyon olan N7-
d(GPG) ve N7-d(APQG), Cis kaynaklt DNA hasarinin %80’inden fazlasin1 olusturur ve bu
lezyonlar hiicre 6liimii ile DNA ¢ift sarmalinin yapisal deformasyonlartyla iliskilendirilir (38).
Cis ayrica zincirler arasi ¢apraz baglar (d(X)-d(X)) da olusturur; ancak bu baglarin biyolojik
Oonemi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (38). Bu eklentiler, DNA'min kopyalanmasi ve
okunmasinda ciddi bozulmalara yol agmakta, hiicre proliferasyonunu engelleyerek apoptoz
stirecini  tetikleyebilmektedir (45,46). Cis hiicre igine alindiginda hiicre ici kloriir
yogunlugunun diisiik olmasi nedeniyle kloriir iyonlar1 ayrilir ve yerine gecici olarak su
molekiilleri baglanir. Bu durum, ilacin reaktif hale gelerek DNA gibi niikleik asitlerle
etkilesimini kolaylastirir. Ancak aktiflesen her 10 Cis molekiiliinden yalnizca biri ¢ekirdege
ulasabilirken, digerleri plazma proteinlerine baglanir. Cis’in etkisine karsi kanser hiicrelerinde
gelisen direng mekanizmalar1 da 6nemli bir klinik sorundur. Hiicreler, 6zellikle bakir taginim
sistemlerini kullanarak Cis’in hiicre ¢ekirdegine ulagsmasini engelleyebilir. DNA ile etkilesim
sonrasinda ise niikleotid eksizyon onarim mekanizmalar1 devreye girer. Bunun yaninda,
apoptozu tetikleyen proteinlerde meydana gelen degisiklikler de tedaviye direngte rol
oynayabilir (46).

Cis tedavisinin en Onemli yan etkileri arasinda nefrotoksisite, hepatotoksisite ve
norotoksisite yer alir (38,42). En 6nemli doz sinirlayict toksisite ise nefrotoksisitedir. Bu etki,
mannitol ile dilirez uygulanarak ya da 24 saatlik inflizyonla azaltilabilse de uzun dénem
kullanimlarda bobrek fonksiyonlarini tehdit edebilmektedir (47,48). Nefrotoksisitenin temel
nedeni, cis izomer formundaki platinin bobrek hiicrelerinde birikmesidir. Cis izomeri
nefrotoksik etki gosterirken, trans izomer bu etkiye sahip degildir ve antineoplastik aktivite
gostermemektedir (38,49). Cis’in nefrotoksik etkisi uygulanan doza ve dozun zamanlamasina
gore degisiklik gostermektedir. 50 mg/m? ve iizeri dozlarda, tek seferlik veya tekrarlayan
uygulamalarda, hastalarin iigcte birinde bobrek hasar1 raporlanmistir. 50—75 mg/m? araliginda
yapilan tek doz uygulamalar genellikle hafif ve geri doniislimlii hasarlara neden olurken,
yiiksek dozlarda ve tekrarlayan tedavilerde hasar daha siddetli ve kalic1 olabilir. Hatta bazi

caligmalar, 40 mg/m? altinda bile nefrotoksisite gelisebilecegini gostermektedir (49). Cis’in
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%90’1ndan fazlas1 bobrekler yoluyla atilir; bu da bobreklerde ilacin birikmesine neden olur.
(31)(Sekil 6). Yapilan calismalarda, Ozellikle bobregin proksimal ve distal tiibiilleri ile
toplayici kanallarda yapisal degisikliklerin meydana geldigi raporlanmistir (43). Plazma platin
diizeylerinin nefrotoksisite ile korelasyon gostermesi, bu degerin toksisite riski agisindan
belirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (42). Cis’in glomeriiler filtrasyon hizin1
asan bir hizla atilmasi, renal tiibiiler hiicrelerde birikmesine ve bu yolla toksisiteye neden
olmasina yol agmaktadir (47). Nefrotoksisitenin olustugu baslica bolge insanlarda proksimal
tiibiillerin tigiincii segmenti olarak belirtilse de bazi ¢aligsmalarda distal tiibiillerin ve toplayici
kanallarin daha fazla etkilendigi one siiriilmiistiir. Yine bu durum, bobrek medullasinda
tiibiiler kistik dilatasyonlar, kortikal bolgede ise tiibiil atrofisi seklinde goézlemlenebilir.
Hiicresel diizeyde ise hiicresel atipi, hiperkromatik c¢ekirdekler, tiibiiler dilatasyon ve nekroz
gibi bulgular rapor edilmistir (49). Proksimal tiibiil hiicrelerinin 6liimt, siklikla reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) araciligiyla gerceklesir. Yiksek dozda Cis nekroza, diisiik dozlarda ise
apoptoza neden olabilir. Mitokondriyal disfonksiyonun da ROS araciligiyla bu siirece katkida
bulundugu diisiiniilmektedir (42). Kreatinin klirensinde azalma ve serum kreatinin, iirik asit
ile kan iire azotu (BUN) diizeylerinde artis, nefrotoksisitenin biyokimyasal gostergeleri olarak
kabul edilir. Hidrasyon tedavisi ile bu etkiler kismen azaltilabilse de tam bir koruma

saglamamaktadir (31).

nnnnnnnnnn

Toplayici
kanallar

Cortex renalis

Oksidatif Stres Artigi

Huicre 6lumi
Henle kulbu

:Cisplatin

OCT :Organik katyon tasiyici g Z

Sekil 6. Cis’in nefrotoksisite mekanizmasi (Resimler Rabia FILIK tarafindan ¢izilmistir.).
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2.6. Oksidatif Stres

Canli organizmalar, yasamlarini siirdiirebilmek i¢in antioksidan savunma sistemleri ile ROS
arasindaki dengeyi korumak zorundadir (51). Ancak c¢esitli igsel ve ¢evresel faktorlere bagh
olarak organizmalar ROS iiretmektedir. Bu reaktif molekiillerin {iretiminin antioksidan
savunma kapasitesini agmasi durumunda, hiicrelerde "oksidatif stres" ad1 verilen durum ortaya
cikmaktadir (52). Oksidatif stresin; Cis kaynakli nefrotoksisite basta olmak iizere bdbrek
hastaliklari, gebelik komplikasyonlari, norodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi pek cok
patolojik durumda rol oynadigi bilinmektedir (42,53-55).

Oksidatif stresin varligint ve siddetini saptamak amaciyla ¢esitli biyokimyasal
belirte¢lerden yararlanilmaktadir. Bu belirtegler, oksidatif durumun diizeyini ortaya koymakta
olup, seviyelerindeki artis oksidatif stresin varligina isaret etmektedir. Bu kapsamda en sik
kullanilan  belirteclerden  biri malondialdehit’tir (MDA). MDA, hiicresel lipidlerin
peroksidasyonu sonucu olugsan bir {riin olup, lipid peroksidasyonunun (LPO)
degerlendirilmesinde yaygin olarak analiz edilmektedir (56). Bir diger onemli belirteg
ise indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimidir. Bu enzim, nitrik oksit (NOx) {iretimini
artirmakta ve ozellikle ROS ile etkilesime girerek hiicresel hasara neden olabilecek reaktif
tiirlerin olusumuna katki saglamaktadir (57). Oksidatif stres ayn1 zamanda bagisiklik
sisteminin proinflamatuar yanitlarini da tetiklemekte; bu durum basta interlokin-1 beta (IL-

1B) olmak iizere cesitli sitokinlerin saliniminda artisa yol agmaktadir (58,59).

2.7. Serbest Radikaller

Normal kosullarin disinda, bazi atom ve molekiiler yapilarinda eslesmemis elektronlar
bulundururlar. Bu 6zellige sahip molekiiller genel olarak serbest radikaller olarak tanimlanir
(60). Serbest radikallerin yliksek reaktivitesi, yapilarindaki eslesmemis elektronlardan
kaynaklanmaktadir. Bu tiir molekiiller, farkli kimyasal reaksiyonlar sonucu olusabilmekte ve
cesitli elementlerden tiiretilebilmektedir (54,61). Eslesmemis elektronlar, serbest radikallerin
diger molekiillerle kolaylikla etkilesime girme egilimini artirarak onlar1 oldukga reaktif ve
kararsiz héle getirmektedir. Oksijenin hiicresel metabolizmasi1 sirasinda ROS meydana
gelmektedir. Bu tiirler, molekiiler oksijene (O:) kiyasla daha yiiksek reaktiviteye sahiptir. En
bilinen ROS bilesikleri arasinda hidroksil radikali (¢OH), siiperoksit anyonu (O2°"), singlet
oksijen ('O2), nitrik oksit (NOx) ve hidrojen peroksit (H20:) yer almaktadir (60). Bu tiirler

hem hiicre icinde normal biyokimyasal siire¢lerin bir yan iiriinii olarak iiretilebilmekte hem de
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dis cevreden gelen uyarilar sonucu ortaya ¢ikabilmektedir. Ornegin, ozon (Os) ve azot dioksit
(NO2) gibi  ¢evresel kirleticilere dogrudan maruziyet, serbest radikal {iretimini
tetikleyebilmektedir (61). Ayrica ROS, yalnizca zararh etkiler olusturmakla kalmaz; belirli
diizeylerde iiretildiginde hiicresel homeostazisin saglanmasinda ve bazi hiicre i¢i sinyal

yollariin diizenlenmesinde de gorev alabilmektedir (54).

2.8. Ferroptoz

Kemoterapotik ajanlar, genellikle apoptoz mekanizmalarini tetikleyerek tiimor hiicrelerini yok
etmeyi hedefler. Ancak kanser hiicreleri zamanla apoptoza karsi direng gelistirebilir ve bu
durum tedavinin etkinligini siirlayabilir (10). Bu nedenle son yillarda yapilan arastirmalar,
apoptotik olmayan hiicre 6liim yollarint inceleyerek ila¢ direncini agsmaya yonelik yeni
stratejiler gelistirmeye odaklanmistir. Bu baglamda dikkat ¢eken mekanizmalardan biri, yakin
gecmiste tanimlanan ferroptozdur.

Ferroptoz; demir bagimli lipid peroksidasyonu ve artmis oksidatif stres ile karakterize
edilen, kontrollii ancak apoptotik olmayan bir hiicre o6liim seklidir. Bu mekanizma,
biyokimyasal ve genetik diizeyde apoptoz, otofaji ve klasik nekrozdan farklilik

gostermektedir (11). Sekil 7°de hiicre 61iim mekanizmalar1 gosterilmistir.

( )

L Ferroptoz J
(

Saglikl hticre

L Apoptoz J
£

Sekil 7. Hiicre Oliim Mekanizmalari (Resimler Rabia FILIK tarafindan ¢izilmistir).
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Ferroptoz ilk olarak 2012 yilinda Dixon ve arkadaslar1 tarafindan, erastin isimli bir bilesigin
fibrosarkoma hiicreleri iizerindeki etkilerini arastirdiklari sirada tanimlanmistir (11). Takip
eden arastirmalar, erastin ve diger bazi antineoplastik bilesiklerin farkli hiicre tiplerinde
ferroptozu tetikleyebildigini ortaya koymustur (63,64).

Hiicre ig¢inde ROS birikimi, okside edilemeyen lipit, protein ve DNA gibi
makromolekiillerde hasara neden olarak hiicre Olimiinii tetikleyebilir (65,66). Hiicredeki
antioksidan savunmanin temel bileseni olan glutatyon, bu reaktif molekiilleri etkisiz hale
getirerek zarar1 Onler. Dolayisiyla glutatyonun varligi, hiicresel biitiinliik acisindan kritik
oneme sahiptir (67). Glutatyon sentezi i¢in gerekli olan amino asitlerden biri olan sistin, hiicre
icine xCT transport sistemi araciligtyla alinmaktadir. Bu sistem, SLC7A11 ve SLC3A2 isimli
iki transmembran proteinden olusmaktadir (68). Arastirmalar, erastinin SLC7A11'1 dogrudan
inhibe ederek glutatyon iiretimini azalttigini ve buna bagli olarak hiicrede ferroptozun
gergeklestigini gostermistir (65).

Glutatyon eksikligi ile birlikte artan ROS, hiicre zarindaki ¢oklu doymamais yag asitleri
(PUFA) igeren lipid molekiillerinin oksidasyonuna neden olur. Olusan lipid peroksitleri,
demir iyonlarinin (Fe?*) bulundugu ortamlarda Fenton reaksiyonu ile daha reaktif tiirlere
doniiserek hiicredeki hasar1 artirir ve ferroptotik Olimii tetikler (69,70). Ayrica, timor
baskilayic1 gen p53, SLC7A11 ekspresyonunu baskilayarak ferroptozu indiikleyebilir (71).
Kanser hiicreleri, saglikli hiicrelere kiyasla daha fazla demir tliketme egilimindedir. Bu
nedenle, transferrin reseptorii (TfR) diizeylerini artirarak demir alimini hizlandirirken, demir
disa akisimi saglayan ferroportin-1 (FPN1) diizeyini azaltirlar (72). Hiicreye transferrin ile
giren demir, STEAP3 enzimiyle Fe**'ten Fe*"'ye indirgenir ve DMT1 araciligiyla labil demir
havuzuna yonlendirilir. Fazla demir, ferritinde depolanarak ya da FPN1 araciligiyla dis
ortama atilarak detoksifiye edilir (73,74). Bu baglamda, artan hiicresel demir diizeylerinin,
organizmanin adaptif bir hiicre 6liim mekanizmasi olarak ferroptozu kullanmasima zemin
hazirladig1 diistiniilmektedir (75). Ferroptozun diizenlenmesinde gorev alan bir diger protein,
hiicre i¢i demir diizeylerine duyarli olan IREB2’dir. Diisiik demir konsantrasyonlarinda
aktiflesen bu protein, demir metabolizmasina dair mRNA'larin translasyonunu diizenler (76).
Dixon ve arkadaslarinin calismasinda, IREB2 geninin erastin ile tetiklenen ferroptozda
onemli bir rol oynadig1 ve baskilandiginda ferroptozun engellendigi gosterilmistir. Ferroptotik
hiicre 6liimii baz1 6zgiin morfolojik ve molekiiler 6zellikler ile karakterizedir. Bunlar arasinda
mitokondri biiziigmesi, dis membran yogunlagmasi, hiicre i¢i lipid peroksit ve demir
diizeylerinde artig, GPX4 eksikligi, XCT  sistemi inhibisyonu, IREB2 ve ACSF2 gibi
genlerdeki transkripsiyonel degisiklikler yer almaktadir (11). Buna karsin, apoptozda
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gozlenen kromatin yogunlagmasi, kaspaz aktivasyonu veya PARP yikimi gibi o6zellikler
ferroptozda bulunmaz (77, 78). Ayrica, ferroptozun mitokondriyal ROS olusumuna ya da
kalsiyum varligina bagli olmadig1 da belirtilmistir (11). Ferroptoz, ¢esitli inhibitorlerle geri
dondiiriilebilir. ~ Ornegin demir  selatdrleri (deferoksamin), antioksidanlar (E  vitamini)
veya ferrostatin-1  (Fer-1) gibi sentetik bilesikler ile inhibisyon saglanabilmektedir.
Ayrica, Nrf2 gibi  hiicresel transkripsiyon faktorleri de ferroptozu baskilayici etki
gostermektedir (79, 80). Ferroptotik 6liimde, 6zellikle PUFA igeren membran lipidlerinin
oksidasyonu hem enzimatik hem de non-enzimatik yollarla gerceklesir. Non-enzimatik
oksidasyonda, Fe** iyonlar1 Fenton reaksiyonu araciligiyla lipid radikalleri olusturur ve bu
radikaller zincirleme reaksiyonlarla lipid peroksitlerine doniisiir. Bu siire¢, hiicre membrani
gecirgenliginin geri doniisiimsiiz sekilde bozulmasina neden olur (81, 82). Enzimatik
oksidasyonda ise lipooksijenazlar (LOX), siklooksijenazlar (COX) ve sitokrom P450 gibi
enzimler gorev alir. Bu enzimler i¢inde 6zellikle ALOX15’in ferroptozda énemli rol oynadigi
bildirilmektedir (69). Lipid peroksidasyonunun sonucunda olusan mutajenik aldehitler
arasinda en bilinenleri MDA, 4-hidroksihekzenal (4-HHE) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE)'dir.
Bu bilesiklerden MDA, 6zellikle arasidonik asit tiirevlerinin peroksidasyonu sonucu olusur ve
basta kanser, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar olmak tizere bir¢ok patolojik durumla
iliskilidir (83,84). MDA, tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girerek kirmizi renkli kompleks
olusturur ve bu 6zelligi nedeniyle ferroptoz arastirmalarinda yaygin olarak biyobelirteg olarak
kullanilir (85).

Ferroptozun kesfinden sonra yapilan bir¢cok caligmada, bu hiicre 6liim seklinin gesitli
hastaliklarla iliskisi arastirilmistir.  Ozellikle kanserde, ferroptotik mekanizmalarin
aktivasyonu ile direngli hiicrelerin ortadan kaldirilmas: hedeflenmistir (Sekil 8). Ornegin, bir
multi-kinaz inhibitorii olan sorafenib, bazi kanser tiirlerinde XxCT sistemini inhibe ederek
ferroptoza yol agmaktadir (86, 87).

Meme kanseri hiicrelerinde siramesin ve lapatinib kombinasyonu, kaspaz
inhibitorleri ile engellenemezken ferrostatin-1 ile etkileri inhibe edilmis, bdylece bu
bilesiklerin ~ ferroptozu  indiikledigi  gosterilmistir  (88).  Ayrica sulfasalazin gibi
ajanlar, kemoterapiye direncli bas ve boyun kanseri hiicrelerinde xCT inhibisyonu yoluyla

ferroptoza neden olmakta ve Cis direncini kirabilmektedir (89).
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Sekil 8. Ferroptotik yolaklar (Resimler Rabia FILIK tarafindan ¢izilmistir).

2.9. Antioksidanlar

Oksijen kullanan organizmalar, metabolik aktiviteleri sirasinda olusan ROS’un =zararh
etkilerinden korunmak amaciyla gesitli savunma sistemleri gelistirmistir. Bu sistemler genel
olarak antioksidan savunma mekanizmalar1 olarak adlandirilir ve bu mekanizmalarda goérev
alan bilesiklere antioksidan denir. Antioksidan savunma; serbest radikal {iretiminin
azaltilmasi, hiicresel antioksidan kapasitenin artirilmasi1 ve dis kaynakli antioksidanlarin
temini olmak iizere iic ana baslik altinda degerlendirilmektedir. Bu yontemler arasinda
ozellikle disaridan antioksidan alimi, bilimsel ¢aligmalarda en ¢ok incelenen stratejilerden biri
olmustur (60). Antioksidan bilesikler arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPX), katalaz, cesitli vitaminler ve benzeri bir¢ok enzimatik ve enzimatik
olmayan sistem yer almaktadir. Bu bilesiklerin ortak 6zelligi, serbest radikallerle dogrudan
reaksiyona girerek onlar1 etkisiz héle getirebilmeleridir. Bu nedenle s6z konusu bilesikler,
“radikal stipiiriicli antioksidanlar” olarak da tanimlanmaktadir (60,90). Bu antioksidanlardan
SOD, siiperoksit (O2e¢—) radikalini hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene
dontistiiren, metal iyonlar1 iceren bir enzim grubudur. H202 nin detoksifikasyonunda ise

GPX ve katalaz enzimleri 6nemli rol oynamaktadir (90).

2.9.1. Bromelain

Bro enzimi ilk kez 1981 yilinda Marcano tarafindan tanimlanmig, ardindan Chittenden bu

enzimin etki mekanizmasini detayli bigimde incelemistir. 1957 yilinda Heinecke’nin yaptigi
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aragtirmalar sonucunda, Ananas comosus bitkisinin kdk kisminin meyve kismina kiyasla daha
yiiksek oranda Bro icerdigi ortaya konmustur. Bu bulgu, Bro’nun endiistriyel Olcekte
iretimine ve fitoterapdtik amaglarla kullanimina zemin hazirlamistir.  Gliniimiizde
Bro, Ananas comosus’dan elde edilen sivi ekstraktin santrifiijleme, ultrafiltrasyon ve
liyofilizasyon iglemlerinden gecirilmesiyle saflastiriimaktadir (91). Sekil 9’da kimyasal yapisi
gosterilen Bro, yalnizca proteolitik enzimler degil; fosfatazlar, glikosidazlar, peroksidazlar,
seliilazlar, glikoproteinler, riboniikleazlar ve karbonhidratlar gibi proteaz dis1 bilesenleri de

iceren karmasik bir yapiya sahiptir (92).
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Sekil 9. Bro’nun kimyasal yapisi (Resimler Rabia FILIK tarafindan ¢izilmistir).

Bununla birlikte Bro’nun yapisinda bazi proteinaz inhibitorleri de yer almaktadir. Proteinaz
fraksiyonlari, Bro’nun en aktif bilesenlerini olusturmakta olup toplam protein igeriginin
yaklasik %2’sini kapsamaktadir. Bu enzim kompleksinin optimum aktivitesi genis bir pH
araliginda (pH 4.5-8.5) siirmektedir. Bro, hem kok/gévde hem de meyve kisimlarindan elde
edilmekle birlikte, bu iki kaynaktan elde edilen enzimsel igerikler farklilik gdstermektedir
(93). Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB), kok/govde Bro’yu EC 3.4.22.32 numarasi ile
smiflandirmis ve sistematik olarak “peptidil peptid hidrolaz” olarak tanimlamistir.
Gilinlimiizde ticari Bro liretiminde genellikle kok/govde kaynakli form kullanilmaktadir. Elde
edilen bulgular, Bro’nun fizyolojik etkilerinin yalnizca tek bir proteolitik bilesene bagh
olmadigini, birgok farkli fraksiyonun birlikte etkili olabilecegini gostermektedir (94). Bro’nun
proteaz aktivitesi, trombosit agregasyonunun inhibisyonu ve antiinflamatuvar etkileri ile
iliskilendirilmistir. Buna karsin, tiimoér hiicrelerinde biiylime inhibisyonu, metastazin
engellenmesi ve yanik bolgelerinde debridman saglanmasi gibi etkiler, non-proteolitik

ozelliklere baglanmaktadir. Oral yolla alindiginda Bro, ince bagirsakta biyolojik aktivitesini
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kaybetmeden emilmekte ve yiiksek giivenlik profili sergilemektedir. Klinik gozlemler,
Bro’nun kullanimina bagli olarak belirgin bir yan etki gelismedigini ortaya koymustur (95).
Ayrica yapilan calismalarda, Bro’nun antiinflamatuvar ve analjezik etkilerinin oldugu
bildirilmektedir. Bu etkiler; arasidonik asit metabolizmasinin inhibisyonu, tromboksan
tiretiminin azaltilmasi, tromboksan/prostasiklin oraninda degisiklikler ve prostaglandin E2
(PGE2) reseptorleri araciligryla nosiseptorlerin baskilanmasi yoluyla gergeklesmektedir (96).
Bro ayrica kallikrein sistemini etkileyerek inflamasyon bolgesinde bradikinin olusumunu
azaltmakta, bu sayede ddem ve inflamasyon semptomlarini hafifletmektedir. inflamatuvar
bagirsak hastaliklarinda Bro’nun; TNF-a reseptdr aktivitesinin baskilanmasi, sitokin profili
diizenlemesi, epitel hiicre apoptozunun azaltilmasi ve mukozal iyilesmenin hizlandirilmasi
gibi yollarla inflamatuvar yanit1 hafiflettigi belirlenmistir. COX-2 enzimi ve PGE2 iiretimi ile
ilgili yapilan ¢alismalarda, Bro’nun bu molekiillerin ekspresyonunu hem murin hiicrelerinde
hem de insan monositik hiicre hatlarinda diistirdiigii tespit edilmistir. Ayrica IL-1p, IL-6, IL-4,
TNF-o ve NF-kB1 gibi proinflamatuvar genlerin ekspresyonunu baskilayarak inflamasyonu
kontrol altina aldig1 bildirilmistir (97). Bro, aym1 zamanda dogal Sldiiriicii hiicreleri aktive
etmekte, graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor iiretimini artirmakta ve T-helper hiicre
aktivasyonunu azaltarak immiinomodiilator etki gostermektedir. Bu o6zellikleri sayesinde
romatoid artrit ve miyelofibroz gibi inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde olumlu sonuglar
elde edilmistir.

Preklinik ve klinik arastirmalarda antiinflamatuvar ve iyilestirici etkileri kanitlanan
Bro, norodejeneratif hastaliklarda inflamasyonun baskilanmasi agisindan da arastirmacilarin
ilgisini ¢cekmektedir (98). Etki mekanizmasi tam olarak netlik kazanmamis olsa da, Bro’nun
genis terapdtik etkileri onu bir¢ok klinik alanda degerli bir bilesik haline getirmistir. Oral alim
sonrasinda stabil biyoyararlanimi ve uzun siireli kullanima ragmen ciddi yan etki
olusturmamasi, terapotik giivenligini desteklemektedir. Bro’nun igerdigi proteolitik enzimler;
kemoterapide yan etkilerin hafifletilmesinde, radyoterapi sonrasi inflamasyon ve 6demin
azaltilmasinda, cerrahi sonrasi yara iyilesmesinin hizlandirilmasinda kullanilmaktadir. Klinik
veriler, Bro’nun trombosit agregasyonunu oOnleyerek anjina pektoris ve gegici iskemik
ataklarin siddetini azaltabilecegini, hipertansiyon semptomlarini hafiflettigini gostermektedir
(99). Tromboflebitli hastalarda yapilan bir ¢alismada, Bro’nun agri, 6dem, tendinit ve cilt
sicakligr gibi inflamatuvar belirtileri azaltarak tedavide etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica
aort kan akim hizini arttirdig1, miyokard enfarktiisiinde nekroz alanini ve apoptoz derecesini

azalttig1 rapor edilmistir. Bu antiflojistik 6zellikleri sayesinde Bro, akut inflamasyon ve spor
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yaralanmalarinda da tercih edilen bir ajan haline gelmistir. Sepsisli ¢cocuklarda antibiyotiklerle
birlikte kullanildiginda tedavi etkinligini artirdig1 gézlemlenmistir (100).
3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerec¢

Calismada kullanilan Wistar albino 1rki siganlar, Adiyaman Universitesi Deneysel Uygulama

ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir.

3.2. Yontem

Bu calisma Adiyaman Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
gerceklestirilmistir ve deneysel prosediirler Adiyaman Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 2023/025 Protokol numarali ve 05 karar nolu izni ile 27/12/2023 tarihinde

onaylanmaistir.

3.2.1. Deney hayvanlarinin hazirlanmasi ve gruplandirilmasi

Calismada Wistar Albino cinsi 8-10 haftalik, 32 adet erkek sican kullanilmistir. Siganlar 300-
320 gr agirhgindadir. Her bir grupta 8 tane sican olmak lizere 4 gruba ayrilmistir (n=8).
Calismada kullanilan Cis serum fizyolojik (SF) igerisinde, Bro ise %1 lik karboksimetil
seliloz (CMC) c¢ozeltisi igerisinde c¢oziindiiriilerek hazirlanmigtir. Birinci gruba diger
gruplarla ayni stresi olusturmak icin cesme suyu ile gavaj yapilmistir. Ikinci gruba
intraperitoneal (i.p) yolla Cis enjeksiyonu uygulanmistir. Yapilan literatiir taramasinda i.p.
yolla tek doz olarak uygulanan Cis’in 10 mg/kg konsantrasyonunun kullanilmasina karar
verilmistir. Yapilan ¢alismalarda bu dozdaki Cis uygulamasinin siganlarda ¢ok fazla Sliimlere
yol agmadigi, istenilen Olclide organ ve doku hasar1 olusturabildigi goriilmiistiir (101).
Ucgiincii gruba i.p. yolla Cis enjeksiyonu ve Bro gavaj yoluyla verilmistir. Dérdiincii gruba ise
sadece Bro gavaj uygulanmistir. Deney siirecinin sonunda siganlar anestezi altinda bobrekleri
eksize edilerek Gtenazi gerceklestirilmistir. Eksize edilen bobreklerin hassas terazi (Radwag
AS 220/C/2) ile agirliklart belirlenmistir. Bobrek hacmini belirlemek igin Arsimet
Prensibi uygulanmistir. Bu yontemde bobrekler, hacim 6lgegi bulunan bir kabin igerisine
suyla birlikte yerlestirilmistir. Bobrekler daldirildiginda kabin tasirdigi ya da ytikselttigi su

miktar1 Ol¢lilmiis ve bu hacim, dogrudan bobrek hacmine esit kabul edilmistir. Morfometrik
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Ol¢iimler icin sag bobreklerin, cep telefonu (Iphone 11) ile 15 cm uzakliktan fotograflari
cekilmistir. Fotograflar, bobregin facies anterior’undan ve margo medialis’inden alinmistir.
Ayrica, bobrekler koronal diizlemde ortadan ikiye ayrildiktan sonra i¢ yiizey kesitlerinin de
gorselleri kaydedilmistir.

Deney Gruplart:

Kontrol grubu (n=8): 1-7. giinlerde 1 ml/kg ¢cesme suyu gavaji yapilarak siire sonunda
anestezi altinda analizler i¢in bobrekler eksize edilerek 6tenazi yapilmistir.

Cis grubu (n=8): Calismanin 4. giiniinde hayvanlara tek doz 10 mg/kg intraperitonal
Cis enjeksiyonu yapilip siire sonunda siganlar, anestezi altinda analizler i¢in bobrekleri eksize
edilerek 6tenazi yapilmigtir (101).

Cis+Bro grubu (n=8): 4. giin tek doz 10 mg/kg intraperitonal Cis enjeksiyonu ve 1-7.
giinlerde 100 mg/kg dozda Bro gavaji uygulanmistir. Siire sonunda sicanlar, anestezi altinda
analizler i¢cin bobrekleri eksize edilerek Gtenazi yapilmistir.

Bro grubu (n=8): 1-7. glinlerde 100 mg/kg dozda Bro gavaji uygulanip siire sonunda,

anestezi altinda analizler i¢in bobrekler eksize edilerek 6tenazi yapilmistir (102).

3.2.2. Calismanin vapildigi fiziki ortam ve kosullar

Sicanlar, her bir grup ayr1 kafeslerde yer alacak sekilde ©6zel olarak tasarlanmis kafes
sistemlerinde barindirilmistir. Hayvanlar, standart sigan yemi ile ad libitum beslenmis ve 12
saatlik aydilik/karanlik dongiisiinde, 18-22°C sicaklik araliginda muhafaza edilmistir.
Deneysel uygulamalardan Once, adaptasyon saglamak amaciyla sicanlar 10 giin siireyle
karantina kosullarina alinmistir. Deney sliresince, igme sular1 giin asirt yenilenmis ve

kafeslerin temizlik islemleri diizenli olarak gerceklestirilmistir.

3.2.3. Anestezi ve cerrahi protokolii

Tim gruplardaki sicanlara intramuskiiler olarak ksilazin ve ketamin ile anestezi
olusturulmustur. Anestezi altindaki hayvanlar supine pozisyonda iken abdominal orta hat
kesisi yapilarak her iki bobrek dokusu ¢evre dokulardan dikkatlice ayrilarak ¢ikarilmistir. Sag
bobrek dokular1 agirllk ve hacim Olglimleri yapilip fotograflart c¢ekildikten sonra
histopatolojik incelemelerin yapilmasi i¢in, %10’luk formaldehit soliisyonuna alinmistir. Sol

bobrek dokular ise biyokimyasal analizlerin yapilmasi i¢in -80 °C’ de saklanmustir.
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3.2.4. Bobrek morfometrik olciimleri

Cekilen fotograflar Image J programina aktarilmistir. Programda, metrik bir referans gorsel
kullanilarak 1 cm uzunluk birimi sisteme tanimlanmustir. Olgiim parametreleri asagida
belirtilen sekilde degerlendirilmistir:

Bobregin ylizey alani: Bobrek dokusunun cevresi isaretlenerek alan Olclimii
gerceklestirilmistir.

Bobregin uzunlugu: Extremitas superior ile extremitas inferior noktalarindan ¢izilen
transvers cizgiler arasinda dikey uzunluk 6l¢iilmiistiir.

Hilum renale seviyesinden genislik: Hilum renale'nin orta hattindan bir cortex
renalis’ten digerine kadar olan mesafe belirlenmistir.

Ust yarim en genis mesafe: Hilum renale'nin iistiinde kalan alan "iist yarim" olarak
tanimlanmis ve bu bolgede yatay diizlemdeki en genis mesafe 6l¢iilmiistiir.

Alt yarim en genis mesafe: Hilum renale’nin altinda kalan bdlge alt yarim olarak kabul
edilmis ve bu alandaki yatay en genis mesafe degerlendirilmistir.

Hilum renale uzunlugu: Hilum renale’nin {ist ve alt sinir noktalar1 belirlenmis, bu iki
nokta arasindaki dikey mesafe 6l¢iilmiistiir.

Hilum renale genisligi: Hilum’un iist ve alt noktalarindan en uzak laterale dogru
belirlenen nokta ile hilumun orta noktasi arasinda dik c¢izgi c¢ekilmis ve bu mesafe
Olciilmiistiir.

Hilum renale agisi: Hilum renale’de iist, alt ve orta olmak iizere ii¢ referans nokta

belirlenmis, bu noktalar kullanilarak ac1 6l¢iimii yapilmistir (Sekil 10).

s - BObregin uzunlugu
:Hilum renale seviyesinden genislik
:Ust ve alt yarim en genis mesafe
s :Hilum renale uzunluk
wems:Hilum renale agis1

mes:Hilum renale genislik

O,Sem‘ . ' = e - BObregin ylizey alani

Sekil 10. Image J programinda facies anterior’daki 6l¢iim parametreleri.
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Hilum renale seviyesinden kalinlik: Bobrek dokusunun medial goriiniimiinde, hilum renale
hizasindan yatay (transvers) mesafe ol¢iilmiistiir.

Ust yarim en genis kalinlik: Hilum renale'nin iist kism1 "iist yarim" olarak kabul
edilmis ve bobrek dokusunun medial goriiniimiinde bu bolgedeki en genis kalinlik yatay
olarak belirlenmistir.

Alt yarim en genis kalinlik: Hilum renale’nin alt kism1 "alt yarim" olarak tanimlanmus,

medial goriiniimde bu bolgedeki en genis kalinlik yatay diizlemde 6l¢iilmiistiir (Sekil 11).

- = :Hilum renale seviyesinden kalinlik

:Ust ve alt yarim en genis kalinlik

Sekil 11. Image J programinda margo medialis tarafinda goriinen 6l¢lim parametreleri.

Sinus Renalis yiizey alani: Coronal kesitte siniis renalis’in gevresi isaretlenerek alan 6l¢limii

yapilmustir (Sekil 12).
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:Siniis renalis ylizey alani

Sekil 12. Image J programinda siniis renalis yiizey alani 6l¢timii.

3.2.5. Histopatolojik analizler

Deneysel uygulamalar tamamlandiktan sonra alinan bobrek dokulart %10°luk formaldehit
icerisinde fiksasyon amacli 1 hafta bekletilmistir. Fiksasyon islemi tamamlanan doku
orneklerine, Leica marka TP1020 model otomatik doku takip cihazi kullanilarak rutin
histolojik doku takip islemi uygulanmistir. Doku takip islemi tamamlanan 6rnekler parafine
gomiilerek kesit alma islemi gerceklestirilmistir. Parafin bloklardan 5 pm’lik kesitler
alimmistir. Kesitlerde histopatolojik inceleme amaciyla Hematoksilen—Eozin, Masson
trichrome ve PAS (Periodic Acid Schiff Stain Kit- RRSK15-100) boyama ydntemleri
uygulanmistir. Doku takip ve boyama prosediirleri asagida verilen sekillerde

gerceklestirilmistir.
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Tablo 1. Rutin Doku Takibi Prosediirii.

Kimyasallar Siire
Akarsuda yikama yarim giin
% 70’lik Alkol 1 saat
% 80’lik Alkol 1 saat
% 96’11k Alkol 1 saat
% 96’11k Alkol 1 saat
% 100’lik Alkol 1 saat
% 100’lik Alkol 1 saat
Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Tablo 2. Hematoksilen—Eozin boyama asamalari.
Kimyasallar Siire
Ksilen 15 dk
Ksilen 15 dk
% 96’11k Alkol 5dk
% 80’lik Alkol 5dk
% 70’lik Alkol 5dk
Akar suda yikama -
Hematoksilen boyama 1 dk
Akar suda yikama -
Eozin soliisyonu 1 dk
Akar suda yikama -
% 80’lik Alkol 5dk
% 96’lik Alkol 5dk
% 100°1lik Alkol 5dk
Ksilen 20 dk

Entellan ile kapama
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Tablo 3. Masson trichrome boyama asamalari.

Kimyasallar Siire
Ksilen 15 dk
Ksilen 15 dk
% 96’lik Alkol 5dk
% 80’lik Alkol 5dk
% 70’lik Alkol 5dk
Distile suda yikama 5dk
Weigert'shematoxylin 30 dk
Akar suda yikama 5dk
Distile suda yikama 5dk
Asit Fuksin 5dk
Distile suda yikama 5dk
Aniline blue 10 dk
% 80’lik Alkol 5 dk
% 96’lik Alkol 5dk
% 100°lik Alkol 5dk
Ksilen 20 dk
Entellan ile kapama -
Tablo 4. PAS boyama asamalari.

Kimyasallar Siire
Ksilen 15 dk
% 96’lik Alkol 5dk
% 80’lik Alkol 5dk
% 70’lik Alkol 5dk
Distile suda yikama -
Periyodik Asit soliisyonu 2-3 dk
Distile suda yikama -
Schiff soliisyonu 20 dk
Distile suda yikama -
Mayer hematoxylin 5dk
Distile suda yikama -
% 80’lik Alkol 5dk
% 96’lik Alkol 5 dk
% 100°1ik Alkol 5dk
Ksilen 20 dk

Entellan ile kapama
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3.2.6. Histopatolojik degerlendirme

Dokulardan elde edilen kesitler iizerindeki tiim histopatolojik incelemeler, Adiyaman
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvari’nda bulunan Carl Zeiss marka Axiocam ERc5 model dijital kamera atagmanl
mikroskop kullanilarak gerceklestirilmigtir. Kanal ve tlibiil defekti, glomerular yap1
bozukluklari, kapiller degisiklikler, fibrozis, hemoraji ve inflamasyon bulgular1 agisindan
histopatolojik degerlendirme yapilmistir. Bu degerlendirmelerde, Tiirk ve arkadaslarinin
gelistirdigi skorlama yontemi uyarlanmistir. Uygulanan puanlama sisteminde; (0) puan:
herhangi bir yapisal degisiklik yok, (1) puan: hafif diizeyde degisiklik, (2) puan: orta diizeyde
degisiklik, (3) puan: belirgin yapisal degisiklik olarak belirlenmistir.

3.2.7. Histomorfometrik olciimler

Olgiimler i¢in image j software programi kullamlmgtir. Korteks - medulla tabaka kalinligi ve
glomerullarda Feret’s ¢ap1 Ol¢iimleri i¢in ‘dogru (straight)’ hesaplama araci, Glomerul ve
Bowman aralig1 alan ol¢timleri i¢in ‘kapali poligon (polygon)’, hesaplama araci secilmistir

(Sekil 13-14-15-16). Her bir hayvan kesiti iizerinde 50 6l¢tiim yapilmistir (104).

Fle Edt Font Results |File Edt Image Process Analyze Plugins Window Help

[T — =T NS P R
11350976 49,073 1074041 |
"Steaight’, segmented or reehand lines, or arrows (right dlick to switch)
§ 1K copyjpg (G) (50%) = @ |

2412.06x1356.78 micrometar (1920x1080); RGB; 7 9MB
> o) A 73

Sekil 13. image J programi korteks tabaka kalinlig1 6l¢iimii (um) X4 liik objektif biiyiitmesi.
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< B 4 Image - 674
File E}"l Font Results File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
L il clolc|of | +[N Al ]af2] |m/s/s]a] | | [»]
12755 54207 85.491
*Straight*, segmented or freehand lines, or arrows (right click to switch)

£ 3G copyjpg (G) (3
285 71x160.71 micrometre (1920x1080); RGB, 7. 9MB
" .

Sekil 14. Image J programi Feret’s cap 6lgiimii (um) X40 lik objektif biiyiitmesi.

$ Results ¢ Image) - X
File Edit Font Results File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help _
larea__| ol o] <|4| 4N |Ala|e] 2] Jou/= 4] 8] &

1 5002.857
Polygon selections

metre (1920x1080). RGB. 7. 9MB
.

L

Sekil 15. Image J programi Glomerular alan &lgiimii (um?) X40 lik objektif biiyiitmesi.

30



- 4 Imagel - X
File Edit Font Results Flle Edit Image Process Analyze Plugins Window Help |

T Dy OJE 0| < 4|45 |Ala|@]#| [ofsss|a] | | |»| T
. Polygon selections

£ 3G copyjpg (G) (50
285.71x160.71 micrometre (1920x1080), RGB; 7.9MB
¥
’

Sekil 16. image J programi1 Bowman aralig1 alan 6l¢iimii (um?) X40 lik objektif biiyiitmesi.
yi

3.2.8. istatistiksel analiz

Calismada yer alan degiskenler; frekans, yilizde, aritmetik ortalama, standart sapma, giiven
araliklart ve grafikler gibi tanimlayici istatistiksel yontemlerle betimlenmistir. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk normallik testi ile degerlendirilmistir. Normal
dagilim gosteren veriler i¢in parametrik analiz yontemi olan One Way ANOVA testi, normal
dagilim gostermeyen veriler i¢in ise nonparametrik analiz yontemi olan Kruskal-Wallis testi
kullanilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar Bonferroni testi ile karsilastirilmistir. Tim
analizlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir. Verilerin istatistiksel

analizleri SPSS 22.0 for Windows paket programu ile gerceklestirilmistir.

3.2.9. Bivokimyasal analizler

Sicanlardan elde edilen ve -80 °C’de saklanan bobrek dokulari, oda sicakligina gelene kadar
buz iizerinde kademeli olarak ¢ozdiiriilmiistiir. Homojenizasyon islemleri i¢cin pH 7.4°e
ayarlanmig, 1 mmol/L EDTA ve 50 mM potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO.) iceren soguk
tampon ¢ozelti kullanilmistir (105). Yaklasik 500 mg doku iizerine 5 mL soguk tampon
eklenerek, cam baget yardimiyla iyice parcalanmistir. Daha sonra buzla doldurulmus bir
plastik kap i¢ine yerlestirilen cam tiipte bulunan doku, 16000 rpm hizla ¢alisan mekanik

homojenizatérde 3 dakika boyunca homojenize edilmistir. Elde edilen karisim, zaman
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kaybedilmeden +4 °C’de 10000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi elde
edilen siipernatantta MDA, SOD, GPX, GPX4 ve ELASTIN diizeyleri analiz edilmistir.

3.2.9.1. MDA diizeyinin olcimii

MDA diizeyleri, Ohkawa ve arkadaglarinin gelistirdigi yontemle belirlenmistir. Bu yontem,
aerobik kosullarda pH 3.4’te tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-95°C’de inkiibasyonu
sonucu, lipid peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA'nin TBA ile reaksiyona girerek
pembe renkli bir kompleks olusturmasina dayanir. Elde edilen rengin yogunlugu, ortamda
bulunan MDA miktariyla dogru orantilidir ve 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

Olciiliir. Bu ¢calismada MDA diizeyleri nmol cinsinden raporlanmustir.

3.2.9.1.1. Standart Egri Cizimi

Giinliik standart ¢ozelti, stok standarttan 6.6 pL aliarak 100 mL saf su ile seyreltilmesiyle
hazirlanmistir. Bu standart ¢ozeltiden yararlanilarak 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/mL
konsantrasyonlarinda c¢aligma standartlar1 elde edilmistir. Deneyde kullanilacak ayiraglar,

asagida belirtilen siraya ve miktarlara gore tiiplere eklenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. MDA standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanigi

El(l)lljl;%tras on 0 | 2 3 4 > 6
y 0 100 80 60 40 20 10
(nmol/ml)
Standart(ml) - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
% 8,1 SDS (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
% 20 HAc(ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
% 0,8 TBA (ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Saf su (ml) 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Vortekslenir, 95 C’de 30 dk inkiibe edilir, sogutulur

Tiiplere n-butanol/piridin karigimi eklendikten sonra, icerik homojen hale gelene kadar
vortekslenmistir. Ardindan, tiipler 4000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi olusan iistteki organik faz dikkatlice alinarak 532 nm dalga boyunda
absorbans oOl¢limii yapilmistir. Elde edilen absorbans degerlerine goére standart egri

olusturulmustur. Sekil 17°de MDA ’ya ait standart egri yer almaktadir.
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Sekil 17. MDA standart egrisi

Ornek analizi i¢in, yukarida agiklanan sekilde hazirlanmis belirli bir hacimde serum 6rnegi
alinmistir. Serumda MDA diizeyinin belirlenmesi amaciyla, gerekli ayiraglar Tablo 6°da

belirtilen siraya ve hacimlere uygun olarak tiiplere eklenmistir.

Tablo 6. Serumda MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanist

Kor (ml) Std (ml) Ornek (ml)
Standart (60 - 0,1 -
nmol/ml)
Stipernatant - - 0,1
SDS 0,2 0,2 0,2
Asetik Asit 1,5 1,5 1,5
TBA 1,5 1,5 1,5
Saf su 0,8 0,7 0,7
Vorteksle karistirilir.60 dk 90 C’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.
Saf su 1 1 1
n-Bu/Pi 5 5 5

Cozeltiler vortekslenerek homojen hale getirilmistir. Daha sonra, tiipler 4000 rpm’de 10
dakika stireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonucunda fiistte biriken organik faz
dikkatlice alinarak 532 nm dalga boyunda absorbans degeri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen degerler,
standart egri ya da giinliik hazirlanmig standart ¢ozelti yardimiyla degerlendirilmistir.

Hesaplama:

MDA Diizeyi (nmol/mg)= MDA Degeri (nmol/ml)
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3.2.9.2. GPX diizeyinin 6lciimii

GPX aktivitesinin belirlenmesinde Beutler yontemi uygulanmistir. Tablo 7’de belirtilen
sekilde hazirlanan reaksiyon tiipleri, 37 °C'de 10 dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan karisimlar 1 cm’lik kuvars kiivetlere aktarilmus, iizerine 10 pL 7 mM
t-biitilhidroperoksit eklenerek dl¢iim islemi baslatilmistir. NADPH'in oksidasyonu sirasinda
meydana gelen optik yogunluk azalmasi kinetik olarak izlenmis ve enzim aktivitesi bu

degisim lizerinden degerlendirilmistir.

Tablo 7. GPX Tayini i¢in Tiiplerin Hazirlanis

1 M Tris-HCI Ph 8.0 tampon 100 pl
0.1 M GSH 20 pl

10 U/ml GR 100 pl

2 Mm NADPH 100 pl
Ornek 10 pl

Distile su 660 pl

pl: mikrolitre.

Asagidaki formiile gére GPX aktivitesi hesaplanmistir (105).
GPX Aktivitesi (U/ml) =200« VT (10mh g 55 « VH (0,010 ml)
AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi

Vu: Ornek hacmi

Vr: Toplam hacim

6,22: 2mM NADPH yikim hizinin verdigi OD degeridir.

3.2.9.3. SOD diizeyinin 6l¢cimi

SOD diizeylerinin belirlenmesinde, FineTest firmasina ait ticari kit (Rat Total SOD ELISA
Kit, Uriin Kodu: ERI1950) kullanilmistir. Uygulama, fiiretici firmanin talimatlari
dogrultusunda gergeklestirilmistir.
Olgiim protokolii:

Standart c¢ozeltiler, kitin yonergelerinde belirtilen hacimlerde sulandirilarak
hazirlanmstir.

Her bir mikrotitre plakasina 100 pL standart ya da 6rnek numune eklenmis, plakalar
kapatilarak 37 °C'de 90 dakika siireyle karanlik ortamda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan, plakadaki koruyucu film dikkatlice ¢ikarilmustir.

Plaka distile suyla 2 kez yikanmustir.
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Tiim kuyulara 100 pL biyotin ile isaretli antikor ¢ozeltisi eklenmis, plakalar tekrar
kapatilarak 37 °C'de 60 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda film yavasca ¢ikarilmis ve plakalar distile suyla 3 kez
yikanmistir. Her yikamada 350 pL yikama tamponu eklenip 1 dakika beklenmis ve ardindan
bosaltilarak yikama tekrarlanmustir.

Ardindan tiim kuyulara 100 pL. HRP-konjuge streptavidin (SABC) ¢ozeltisi eklenmis,
plakalar kapatilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi film ¢ikarilmis ve plakalar distile suyla 5 kez yikanmistir. Her
yikama adiminda 350 pL yikama tamponu eklenip 1 dakika bekletilerek islem
tamamlanmugtir.

Tiim kuyulara 90 pLL. TMB substrat ¢ozeltisi eklenmis, plakalar kapatilarak 37 °C'de
10-20 dakika siireyle inkiibe edilmistir.

Ardindan her kuyuya 50 pL durdurma c¢ozeltisi (Stop solution) ilave edilerek
reaksiyon sonlandirilmistir.

Durdurma isleminden sonraki 10 dakika i¢inde, absorbans degerleri 450 nm dalga
boyunda Spectramax 384 Plus ELISA okuyucu ile 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen sonuglar ng/L cinsinden ifade edilmistir.

3.2.9.4. ELASTIN diizeyinin 6lcimi

Orneklerin ELASTIN diizeyinin belirlenmesinde FineTest markasina ait Rat Eln ELISA Kit
(Uriin Kodu: ER0508) kullanilmis ve analizler iiretici firmanm onerileri dogrultusunda
gerceklestirilmistir.

Olgiim protokolii su sekilde uygulanmistir:

Standart ¢ozeltiler, kitin belirttigi hacimlerde seyreltilmistir.

Her kuyucuga 100 pL standart veya numune eklenmis, plakalar kapatilarak 37°C’de
90 dakika boyunca karanlik ortamda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan yapiskan kagit yavasca ¢ikarilmistir.

Yikama cihaz ile distile su kullanilarak 2 kez yikama yapilmstir.

Tiim kuyulara 100 pL biyotin isaretli antikor ¢ozeltisi eklenmis, plakalar kapatilarak
37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda yapiskan kagit dikkatlice ¢ikarilmstir.

Distile su ile 3 kez yikama yapilmis; her yikamada 350 pL yikama tamponu eklenip 1

dakika beklenmis ve yikama tekrarlanmistir.
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Tiim kuyulara 100 pL. HRP-Streptavidin konjugat (SABC) ¢ozeltisi eklenmis, plakalar
kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan yapiskan kagit ¢cikarilmustir.

Distile su ile 5 kez yikama yapilmis; her yikamada 350 uL yikama tamponu eklenerek
1 dakika beklenmis ve islem tekrarlanmistir.

Yikama isleminden sonra tim kuyulara 90 pL TMB substrat ¢ozeltisi eklenmis,
plakalar kapatilarak 37°C’de 10-20 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 50 pL stop soliisyon eklenerek reaksiyon
sonlandirilmistir.

Stop soliisyon ilavesinden sonraki 10 dakika i¢inde, absorbans ol¢limii 450 nm dalga
boyunda Spectramax 384 Plus ELISA okuyucu cihazi ile yapilmistir.

Sonuglar ng/L biriminde raporlanmistir.

3.2.9.5. GPX4 dizeyinin dlciimii

Omeklerin GPX4 diizeyinin belirlenmesinde FineTest markasina ait Rat GPX4 ELISA Kit
(Uriin Kodu: ER1977) kullanilmis ve analizler iiretici firmanm onerileri dogrultusunda
gerceklestirilmistir.

Olgiim protokolii su sekilde uygulanmistir:

Standart ¢ozeltiler, kitte tarif edilen hacimlerde seyreltilmistir.

Her kuyucuga 100 pL standart veya numune eklenmis, plakalar kapatilarak 37°C’de
90 dakika boyunca karanlik ortamda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan yapiskan kagit yavasca cikarilmistir.

Yikama cihazi ile distile su kullanilarak 2 kez yikama iglemi yapilmistir.

Tiim kuyulara 100 pL biyotin isaretli antikor ¢ozeltisi eklenmis, plakalar kapatilarak
37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda yapiskan kagit dikkatlice gikarilmistir.

Distile su ile 3 kez yikama yapilmis; her yikamada 350 pL yikama tamponunda 1
dakika beklenmis ve yikama tekrarlanmigstir.

Tiim kuyulara 100 pL. HRP-Streptavidin konjugat (SABC) ¢ozeltisi eklenmis, plakalar
kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan yapiskan kagit ¢ikarilmustir.

Distile su ile 5 kez yikama yapilmis; her yikamada 350 pL yikama tamponu eklenerek

1 dakika beklenmis ve islem tekrarlanmistir.
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Yikama isleminden sonra tiim kuyulara 90 pL TMB substrat ¢ozeltisi eklenmis,
plakalar kapatilarak 37°C’de 10-20 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 50 pL stop soliisyon eklenerek reaksiyon
sonlandirilmustir.

Stop soliisyon ilavesinden sonraki 10 dakika i¢inde, absorbans ol¢limii 450 nm dalga
boyunda Spectramax 384 Plus ELISA okuyucu cihazi ile yapilmistir.

Elde edilen sonuglar ng/L biriminde raporlanmaistir.

3.2.10. istatistiksel analizler

Siirekli degiskenlerin normallik testi Shapiro-Wilk yontemi ile yapilmigtir. Normal dagilima
uygun olan degiskenlerin analizinde parametrik testler, uygun olmayanlarda ise parametrik
olmayan testler uygulanmustir. Iki bagimsiz grup karsilastirmalarinda Student’s t testi veya
Mann-Whitney U testi kullanilmis; li¢ ve daha fazla grup karsilastirmalarinda ise Tek Yonlii
Varyans Analizi (ANOVA) ve Kruskal-Wallis testi tercih edilmistir. Tiim verilerin analizleri
Statistica v.13.3.1 programui ile gergeklestirilmistir. Istatistiksel anlamlilik seviyesi tiim

analizlerde p <0.05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Morfometrik Bulgular

Bobrek dokusuna ait morfometrik dl¢iimler degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel

olarak herhangi anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05). Bobrek morfometrik 6lgtim

sonuclar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Bobrek morfometrik 6l¢iim sonuglart.

Kontrol Cis+Bro p
. B +
Parametreler (Ort=SS) Cis (Ort£SS) (Ort=SS) ro (Ort=Ss)
Bébregin uzunlugu (cm) 1,84+0,06 1,87+0,09 1,76+0,12 1,77+0,04
Hilum Renale
Seviyesinden Genislik 1,02+0,06 1,01£0,06 1,02+0,11 0,98+0,04
(cm)
Hilum Renale
Seviyesinden Kalinlik 0,93+0,07 0,95+0,07 0,9240,07 0,91%0,03
(cm)
Ust Yarim En Genis 0,83£0,07 0,89£0,05 0,85+0,07 0,87+0,06
Kalinlik (cm)
Alt Yarim En Genis 0,80+0,06 0,79+0,04 0,77+0,07 0,75+0,06
Kalinlik (cm)
Hilum Re(‘;ils Uzunlulg 0,40+0,07 0,48+0,06 0,46+0,07 0,48+0,04
Hilum Renale Agisi p(>0.05)
95,16+15,74 105,06+16,4 119,00+18,96 112,43+11,76
(derece)
Hilum Re(rc‘ill'; Genislik 0,15+0,03 0,15+0,04 0,1120,04 0,13+0,04
Yiizey Alani (cm?) 1,76+0,29 1,83+0,18 2,26+0,38 2,38+0,66
Ust Yarim En Genig 1,08+0,08 1,11£0,02 1,07+0,08 1,04+0,04
Mesafe (cm)
Alt Yarim En Genis 1,070,07 1,10£0,06 1,0420,09 1,08+0,04
Mesafe (cm)
Sinus Renalis Yiizey 0.79+0,15 0,96+0,25 0,92+0,13 0,92+0,33
Alani (cm?)
Sag Bobrek Agirligi (gr) 1,08+0,21 1,00+0,13 0,9120,20 0,97+0,08
Sag Bobrek Hacmi (ml3) 2,000 1,86+0,24 1,75+0,27 1,83£0.26

Ort: ortalama, SS: standart sapma, gr: gram, cm: santimetre, cm?: santimetrekare, Cis: Sisplatin, Bro: Bromelain

4.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol ve Bro gruplarinda glomeriil yapisinin, Bowman araliginin, tiibiillerin epitel

yapilarinin, kanal duvarlarina ait epitel yapilarimin ve liimenlerinin normal histolojik

goriinlimde oldugu gozlemlenmistir (Sekil 18 A, D). Damar duvar yapilart normal goriiniimde

izlenmistir. Interstisyel alanda fibrozis bulgularina rastlanmamistir. Normal yogunlukta PAS

(+) tutulum gozlenmistir. Cis grubunda ise patolojik degisiklikler tespit edilmistir. Tiibiiler
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nekrozis, glomerular kapillerde dilatasyon, Bowman araliginda daralma, tiibiiler defekt,
diizensiz sekilli glomeriiller ve kanal duvar yapilarinda defekt bulgularina rastlanmistir (Sekil
18 B). interstisyel alanda fibrozis bulgularina rastlanmanmstir. PAS (+) tutulum oraninda artis
gozlenmistir (Sekil 20 B). Cis+Bro grubunda glomertil yapilarin, tiibiil ve kanal duvarlarinin
korundugu belirlenmistir (Sekil 18 C). Interstisyel alanda fibrozis bulgularina rastlanmamustir
(Sekil 19 C). Normal yogunlukta PAS (+) tutulum goézlenmistir (Sekil 20 C). Tiim gruplarda

inflamasyon ve hemorajik bulgulara rastlanmamustir.

Sekil 18. A, B, C ve D gruplarina ait Hematoksilen- Eozin boyama x40’lik objektif
bliylitmesine ait goriintiiler. g; Glomerul, p; Proksimal tiibiil, d; Distal tiibiil, t; Toplayici
kanal. Ok basi; kapiller dilatasyon, ince ok; kiiciilmiis Bowman araligi, kalin ok; tiibiiler
defekt, yildiz; kanal defekti, A kontrol, B Cis, C Cis+Bro, D Bro.
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Sekil 19. A, B, C ve D gruplarina ait Masson Trichrome boyama x40’lik objektif
biiylitmesine ait goriintiiler. A kontrol, B Cis, C Cis+Bro, D Bro.

Sekil 20. A, B, C ve D gruplarina ait PAS boyama x40’lik objektif biiyiitmesine ait
goriintiiler. A kontrol, B Cis, C Cis+Bro, D Bro.

4.2.1. Histopatolojik skorlama

Incelenen ornekler glomeriiler defekt, tiibiiler defekt, kanal defekti, fibrozis, hemoraji ve
inflamasyon bulgular1 agisindan degerlendirilmistir. Cis grubunda glomeriiler defekt, tiibiiler
defekt ve kanal defekti yoniinden diger gruplarla kiyaslandiginda artis tespit edilmistir; ancak

bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Gruplar arasinda fibrozis,
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hemoraji ve inflamasyon bulgular1 agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark

belirlenmemistir (p>0,05). Elde edilen sonuclar Tablo 9 ve Sekil 21°de gosterilmistir.

Tablo 9. Bobrek doku 6rneklerinin histopatolojik sonuclari.

Kontrol . . p
Parametreler (Ort+SS) Cis (Ort£SS) Cis+Bro (Ort£SS) Bro (Ort£SS)
Glomerular 0,37 +0,52 1,25+ 1,04 0,75+ 0,46 0,75+ 0,70
defekt
Tiibiiler defekt 0,50+ 0,53 1,37+ 1,30 0,37+ 0,52 0,50 + 0,92
p (>0,05)
Kanal defekti 0,62 £0,74 1,25+£1,16 0,50+0,53 0,75+ 1,04
. . 0,50+ 0,53 0,87 +0,83 0,62 £0,52 0,75+ 0,87
Fibrozis
y 0,38 +0,52 0,63+092 0,75 +0,71 0,50+ 0,76
Hematoloji
. 0,38 £0,52 0,38 £0,52 0,38 £0,52 0,38 £ 0,52
Inflamasyon

Ort: ortalama, SS: standart sapma, Cis: Sisplatin, Bro: Bromelain

Histopatolojik Skorlama
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1,4
1,2
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0,6
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= I il
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¢ Tlbuler Glomerular
Kanal defekti dafai defekt

Fibrozis Hemoraji  inflamasyon

B Kontrol I Cis Cis+Bro [ Bro

Sekil 21. Histopatolojik skorlama.
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4.2.2. Histomorfometrik bulgular

Yapilan ol¢iimler sonucunda, gruplar arasinda korteks ve medulla tabakalarinin kalinliklart
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05). Glomerular alan ve
Bowman aralifi Ol¢timleri agisindan kontrol grubuyla Cis ve Cist+Bro gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar belirlenmistir (p<0,05, p=0,004). Aymi sekilde, Bro
grubuyla Cis ve Cis+Bro gruplan karsilastirildiginda da glomerular alan ve Bowman araligi
acisindan anlamh farkliliklar saptanmistir (p<0,05, p=0,004). Feret’s c¢ap1 Olgiimleri
degerlendirildiginde ise kontrol ve Cis gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

tespit edilmistir (p=0,03). Elde edilen bulgular Tablo 10 ve Sekil 22’de sunulmustur.

Tablo 10. Bobrek doku orneklerinin histomorfometrik sonuglari.

Kontrol . .
Parametreler (Ort£SS) Cis (Ort£SS) Cis+Bro (Ort£SS) Bro (Ort£SS)
Korteks tabaka 1082,06 + 154,18 959,76 £ 46,41 968,23 + 61,08 1046,69 + 85,58

kalinlig1 (um)

Medulla tabaka
kalinligi (um)

903,02 £ 77,65

879,73 £ 36,18

936,45 + 35,72

910,86 + 68,87

Glomerular alan
(um?)

2438,63 + 251,652

1607,62 + 263,14

1671,26 £ 178,96

2518 + 306,66°

Bowman aralig1
alan1 (um?)

584,85 +22.87%

414,31 £31,32

420,86 £ 13,16

554,65 + 22,88

Feret’s Cap (um)

68,44 + 10,42°

53,43 +4,14

58,24 + 6,20

62,24 + 7,92

Gruplar arasinda korteks ve medulla tabaka kalinlig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(p>0,05)

2 Kontrol grubu ile Cis ve Cis+Bro gruplar arasinda glomerular alan agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulundu (p<0,05)

b Kontrol grubu ile Cis ve Cis+Bro gruplar arasinda bowman aralig1 alan1 agisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulundu (p=0,004)

“Kontrol grubu ile Cis grubu arasinda Feret’s Cap 6l¢limii agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulundu (p=0,03)

Ort: ortalama, SS: standart sapma, Cis: Sisplatin, Bro: Bromelain
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Histomorfometrik Olclimler
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B Kontrol [ Cis Cis+Bro [ Bro

Sekil 22. Histomorfometrik 6lglimler a; Kontrol grubu ile Cis ve Cis+Bro gruplar1 arasindaki
anlamli fark, b; Bro grubu ile Cis ve Cis+Bro gruplari arasindaki anlamli fark, c¢; Kontrol ile
Cis grubu arasindaki anlamli fark.

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Gruplara gore biyokimyasal parametrelere ait tanimlayict istatistikler Tablo 11°de
gosterilmektedir.
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Tablo 11. Gruplara gore biyokimyasal parametrelere ait tanimlayici istatistikler.

Parametreler Grup N Ort£SS Min - Maks p
Kontrol 7 11,90+4,51 5,33-17,67 p>0,05
Cis 7 27,31+11,14 13,56-43,52 p=0,009
MDA (nmol/ml)
Cis+Bro 6 26,61+£12,34 17,48-50,86 p=0,018
Bro 6 20,45+3,46 16,48-24,63 p>0,05
Kontrol 7 3,32+0,38 2,81-3,76 p=0,000
Cis 7 2,91+0,41 2,36-3,48 p>0,05
SOD (ng/ml)
Cis+Bro 6 2,12+0,94 1,22-3,31 p=0,001
Bro 6 3,03+0,23 2,79-3,29 p=0,000
Kontrol 7 3,54+0,11 3,37-3,69 p>0,05
Cis 7 3,32+0,37 2,56-3,65 p>0,05
ELASTIN (ng/ml)
Cis+Bro 6 3,42+0,21 3,05-3,57 p>0,05
Bro 6 3,22+0,58 2,05-3,59 p>0,05
Kontrol 7 3,59+0,19 3,24-3,77 p=0,024
Cis 7 3,60+0,08 3,49-3,68 p=0,023
GPX4 (ng/ml)
Cis+Bro 6 3,24+0,32 2,87-3,64 p>0,05
Bro 6 3,48+0,19 3,17-3,64 p>0,05
Kontrol 7 0,07+0 0,07-0,08 p>0,05
Cis 7 0,08+0,01 0,07-0,08 p>0,05
GPX (nmol/ml)
Cis+Bro 6 0,070 0,07-0,07 p>0,05
Bro 6 0,070 0,06-0,07 p>0,05

Ort: ortalama, SS: standart sapma, Min: Minimum, Maks: Maksimum, Cis: Sisplatin, Bro: Bromelain

1) MDA icin:

Deney gruplarindan elde edilen doku orneklerinin MDA diizeylerinin bulgulart Sekil 23’te

verilmistir.
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Sekil 23. Gruplarin MDA diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Cis ve Cist+Bro gruplarinda olgiilen MDA diizeylerinin, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (p=0,009, p=0,018). Buna karsin, Bro
grubuyla kontrol grubu arasinda MDA seviyeleri ag¢isindan anlamli bir fark tespit

edilmemistir (p>0.05).
2) SOD i¢in;

Deney gruplarindan elde edilen doku o6rneklerinin SOD diizeylerinin bulgular1 Sekil 24’te

verilmistir.
soD
4,00 p=0.000
T p=0.000
35071 p=0.001
e
3,00 J_

ng/ml

-|— Az
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1,50

1
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Kontrol Cis Cis+Bro Bro

Sekil 24. Gruplarin SOD diizeylerinin karsilastirilmasi.
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Cis gruplarindaki SOD seviyelerinin, kontrol, Cis+Bro ve Bro gruplar1 grubuna kiyasla

istatistiksel olarak daha az oldugu tespit edilmistir (p=0,000, p=0,001, p=0,000).
3) ELASTIN icin;

Deney gruplarindan elde edilen doku o6rneklerinin ELASTIN diizeylerinin bulgulart Sekil

25’te verilmistir.

ELASTIN
4 00
—_

3507 ] ==
E 3,007 -
Wil
[+74]
=

2,50

0 T T T T
Kontrol Cis Cis+Bro Bro

Sekil 25. Gruplarin ELASTIN diizeylerinin karsilastirilmas.

Gruplar arasinda ELASTIN seviyeleri acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmemistir (p>0,05).
4) GPX4 icin;

Deney gruplarindan elde edilen doku orneklerinin GPX4 diizeylerinin bulgulart Sekil 26°da

verilmistir.
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Sekil 26. Gruplarin GPX4 diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Kontrol ve Cis gruplarindaki GPX4 seviyelerinin, Cis+Bro grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (p=0,024, p=0,023). Ancak yalnizca Bro

grubuyla yapilan karsilastirmalarda herhangi bir istatistiksel anlamli fark gézlenmemistir

(p>0,05).
5) GPXigin;

Deney gruplarindan elde edilen doku orneklerinin GPX diizeylerinin bulgular1 Sekil 27°de

verilmistir.
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-

Sekil 27. Gruplarin GPX diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Gruplar arasinda GPX seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmemistir (p>0,05).
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5. TARTISMA

Kanser, diinya genelinde oldugu gibi tlilkemizde de 6nemli bir halk sagligi problemi olarak
varhigim slirdiirmektedir. Kanser tedavisinde, standart protokollere ek olarak kemoterapi,
etkinligi ve yaygin kullanimi nedeniyle en sik bagvurulan yontemlerden biridir. Ancak
kemoterapi siirecinde kullanilan ilaglarin, sadece hedeflenen tiimor hiicrelerini degil, ayni
zamanda saglikli dokular1 da olumsuz etkiledigi bilinmektedir (106). Bu baglamda yaygin
olarak kullanilan antineoplastik kemoterapotik ajanlardan biri olan Cis, ozellikle akciger,
6zofagus, mide, bas-boyun, testis, over ve mesane kanserleri gibi bircok malignitenin
tedavisinde etkin bir rol oynamaktadir (42, 53, 54, 107).

Cis’in antikanser etkisine aracilik eden mekanizmalar, ayn1 zamanda ¢esitli sistemik
yan etkilerin gelisimine de zemin hazirlamaktadir. Bu yan etkiler arasinda nefrotoksisite,
hepatotoksisite, anafilaksi, ototoksisite, norotoksisite ve kemik iligi baskilanmas1 gibi ciddi
komplikasyonlar yer almaktadir (108). Klinik veriler, Cis tedavisi alan hastalarin yaklasik
%30’unda nefrotoksisite gelistigini ortaya koymaktadir (109). Bu durum, Cis ve benzeri
ajanlarin terapotik kullanimlarinda dikkatli olunmasi gerektigini ve olasi toksik etkilerin
dikkate almarak tedavi planlamasmin yapilmasmin dnemini gostermektedir. Ozellikle uzun
sireli Cis uygulamalarmin bobrek fonksiyonlar1 ve yapisal biitlinliigii lizerinde olumsuz
etkiler yarattig1 bildirilmektedir (110).

Literatiirde, baz1 farmakolojik ajanlarin ve patolojik siireclerin bobrek morfolojisi
tizerinde degisikliklere neden oldugu ve bu degisikliklerin bdbrek fonksiyonlarinin
degerlendirilmesinde onemli bir gdsterge olabilecegi belirtilmektedir (111, 112). Hwang ve
ark. tarafindan yapilan bir caligmada, radyolojik yontemlerle yapilan bobrek uzunlugu
Olclimlerinin karsilagtirmal1 analizi sonucunda, ultrasonografik dl¢timlerin bobrek uzunlugunu
oldugundan diisliik tahmin ettigi saptanmistir (111). Diger taraftan, Giral ve ark., bobrek
kiitlesinin transplantasyon sonuclar1 iizerindeki etkilerini inceledikleri caligmada, kiiglik
hacimli bobreklerin biiytik viicut kitlesine sahip alicilara nakledilmesinin bdbrek klirensinde
artisa neden oldugunu, ancak proteiniiri riskini de artirdigini bildirmistir (112).

Bobrek morfometrik dl¢limlerindeki sapmalarin bazi bobrek hastaliklarinin tanisinda
belirleyici olabilecegi, farkli c¢aligmalarda vurgulanmistir (113, 114). Bobrek uzunlugu,
genisligi ve kalinlig1r gibi parametreler ile bobrek fonksiyonu arasinda anlamli bir iligki
olmasi, bu dlgiimlerin nefropatilerin tan1 ve takibinde énemini artirmaktadir (115). Ozellikle

bobrek enfeksiyonlari, nefrolojik hastaliklar, diabetes mellitus ve hipertansiyon gibi
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patolojiler, bobrek boyutlarini dogrudan etkileyen durumlar arasinda yer almaktadir. Nitekim
literatiirde yer alan c¢ok sayida calismada, hipertrofi ve atrofiye baghh olarak farkli
nefropatilerde bobrek Ol¢limlerinin 6nemli varyasyonlar gosterdigi bildirilmistir (116, 117).
Glodny ve ark. tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada ise bobrek uzunlugu, genisligi ve
hacmindeki degisikliklerin aterosklerotik bobrek hastaligi, arteriyel hipertansiyon, renal
vaskiiler hastalik ve diabetes mellitus gibi sistemik hastaliklarla iligkili olabilecegi ortaya
konmustur (118). Diger baz1 ¢alismalarda da bobrek uzunlugunun kronik bébrek yetmezligi
vakalarinda anlamli sekilde daha kisa oldugu, akut bobrek yetmezligi durumlarinda ise bobrek
uzunlugunun normal sinirlarda ya da artmis olabilecegi bildirilmistir (119, 120).

Mevcut c¢aligmada morfometrik  parametrelerde  degisiklik — saptanmamustir.
Morfometrik parametreler nefrotoksisite gostergesi degildir. Bu parametrelerin Cis’te goriilen
nefrotoksisite gostergesi olmadigi tespit edilmistir.

Cis, bobrekte vaskiiler hasara yol agarak iskemik degisikliklere, renal doku hasarina ve
glomeriiler filtrasyon hizinda (GFR) azalmaya neden olarak akut bdbrek yetmezligi
gelisimine katkida bulunmaktadir (110,121). Yapilan calismalarda, Cis’e bagli gelisen
nefrotoksisitenin 6zellikle erken donemlerde bobregin proksimal tiibiillerinin S3 segmentinde
dilatasyon ve glomeriiler diizeyde yapisal bozulmalar ile karakterize oldugu bildirilmistir
(122, 123). Diistik molekiiler agirligi nedeniyle Cis, glomeriiler bazal membranm kolaylikla
gecebilmekte ve proksimal tiibiillerin i¢c medulla ve dis korteks bolgelerinde birikerek toksik
etki olusturmaktadir (109). Elri’nin sican modeli ile gerceklestirdigi calismada, kontrol
grubuna kiyasla Cis uygulanan grupta glomeriil alaninda anlamli bir azalma saptanmistir
(127). Benzer sekilde, Parlakpinar ve ark. (128), Sahin (133) ve Kanter ve ark. (135) da Cis
uygulanan gruplarda glomeriiler alanin azaldigin1t veya tamamen ortadan kalktigini
bildirmistir. Cis, glomertiler filtrasyon ve proksimal tiibiiler sekresyon yoluyla bobrekten
atilirken, hem glomertiler yapilarla dogrudan temas ederek hem de tiibiiler hasar olusturarak
intraglomeriiler basing artisina neden olabilmektedir. Bu durum, bazi glomeriiler yapilarin
kismen ya da tamamen bozulmasina yol agabilir (135). Abouzed ve ark. (139) ile Alibakhshi
ve ark. (150) da benzer sekilde Cis grubunda glomeriiler alanin azaldigin1 bildirmistir.

Mevcut ¢calismada da literatiire benzer olarak, Cis grubunda glomeriiler alanda belirgin
bir azalma goézlenmistir. Cis uygulamasi, oksidatif stres yoluyla podosit, mezangial hiicre ve
endotel hiicrelerinde apoptoza neden olabilir. Bu hiicre kayb1 glomeriil hacminde kiigiilmeye
ve glomertiler alanin daralmasina yol agar (167).

Bowman araligina iliskin bulgular incelendiginde, Sahin (133) ile Abouzed ve ark.

(139) Bowman araliginda daralma oldugunu ifade etmislerdir. Mevcut calismada Cis
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uygulanan grupta Bowman araliginda daralma saptanmistir. Cis, glomeriilo-tiibiiler
sinyalizasyonu bozarak glomeriiler kasilmaya ve Bowman'in alaninin daralmasina neden olur
(139).

Kelada ve ark. (137) ¢alismalarinda Cis grubunda feret ¢capinin arttigini bildirirken,
mevcut calismada bunun aksine anlamli bir azalma gdzlenmistir. Bowman kapsiilii daraldig:
icin feret’s ¢apinin da azaldig1 kanaatindeyiz.

Altindag ve Ergen (130) hem korteks hem de medullada kalinlasma oldugunu
bildirirken, Kelada ve ark. (137) sadece kortekste kalinlasma, medullada ise kalinlikta azalma
oldugunu ifade etmislerdir. Diisiik molekiiler agirligt nedeniyle Cis, glomeriiler bazal
membrani kolaylikla gecebilmekte ve proksimal tiibiillerin medulla ve korteks bolgelerinde
birikerek toksik etki olusturmaktadir (121). Buna karsilik, mevcut ¢alismada korteks ve
medulla kalinliklar1 acisindan farkliliklar edilmistir fakat istatistiksel anlamlilik
bulunmamastir.

Histopatolojik bulgularin degerlendirildigi calismalarda, Abouzed ve ark. (139),
Imam ve ark. (141), Majd ve ark. (143), Anwer ve ark. (144), El-Beshbishy ve ark. (148) ile
Meng ve ark. (149), Cis uygulanan gruplarda tiibiiler defektler gelistigini belirtmislerdir.
Mevcut calismamizda da bu bulgularla paralel olarak Cis grubunda tiibiiler defektlere
rastlanmistir. Yapilan calismalarda, Cis’e bagli gelisen nefrotoksisitenin bobregin proksimal
tiibiillerde dilatasyon ve glomeriiler hasar ile karakterize oldugu bildirilmistir (122).

Chen ve ark. (160), Jana ve ark. (161) ile Natochin ve ark. (162), glomeriiler diizeyde
de hasar olustugunu bildirmislerdir. Mevcut calismada da benzer sekilde glomeriiler defekt
bulgular1 gozlenmis olup, bu durum Cis’in yalnizca tiibililer diizeyde degil, ayn1 zamanda
glomeriiler yapilarda da hasara yol acabilecegini gostermektedir (122).

Fibrozis acisindan, Altindag ve Ergen (130) Kelada ve ark. (137), Cis grubunda
fibrotik degisiklikler saptadiklarini belirtmislerdir. Buna karsin, mevcut ¢alismamizda higbir
grupta fibrozis bulgusuna rastlanmamistir. Benzer sekilde, Parlakpinar ve ark. (128) ile
Abouzed ve ark. (139) hemoraji bulgular1 bildirmisken, ¢alismamizda bu tiir bir bulgu
gdzlenmemistir. Inflamasyon acisindan ise, Acar ve ark. (163), Zhang ve ark. (164) ile
Humanes ve ark. (165) c¢alismalart Cis uygulanan gruplarda inflamasyon saptamamuistir.
Bizim calismamizda da gruplar arasinda herhangi bir inflamatuar bulguya rastlanmamistir. Bu
durumun olast nedenleri arasinda fibrozis ve hemorajik degisikliklerin gelismesi i¢in yeterli
zamanin gecmesi gerektigi drnek gosterilebilir (128,130,137).

Literatiirde Cis’in olusturdugu nefrotoksisiteye karst bir¢ok antioksidan madde

kullanilmistir. Ornegin, Aslantas (124) ¢alismasinda Cis ile Necrostatin-1 uygulanan grupta
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bobrek dokusunun normal morfolojik yapisint korudugunu gostermistir. Elri (127), Cis ile
agmatin uygulanan si¢anlarda bobrek dokularinin normale yakin boyutlarda oldugunu ve
tiibiiler dejenerasyonun kismen azaldigini ifade etmistir.

Gordaliza ve ark. (166) ise Cis ile silastatin uygulamasinin korteks ve medullada Cis
kaynakli degisiklikleri belirgin sekilde azalttigini bildirmistir. Diger bazi ¢alismalarda da
melatonin, erdostein, sinapsik asit, kusburnu ekstrakti, E vitamini, roxadustat ve diosmin gibi
maddelerin Cis kaynakli nefrotoksisiteyi azaltmada etkili oldugu gosterilmistir
(128,129,130,134,135,142,144). Mevcut calismada kullanilan Bro’nun histopatolojik olarak
koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir.

Cis ve benzeri maddelerin, oksidan-antioksidan dengeyi bozarak oksidatif stresi
indiikledigi ve hiicre i¢i molekiiller mekanizmalarin isleyisini olumsuz etkiledigi
bildirilmektedir (110, 138). Bu siirecte ortaya ¢ikan serbest radikallerin neden oldugu lipid
peroksidasyonunun en yaygin belirteci MDA olup, uzun yillardir oksidatif stresin
degerlendirilmesinde 6nemli bir parametre olarak kullanilmaktadir (56). Literatiirde yer alan
calismalarda, Abouzed ve ark. (139), Kazak ve ark. (140), Imam ve ark. (141), Arikan ve ark.
(142), Majd ve ark. (143), Cis uygulamasinin sigan bdbreklerinde MDA diizeylerini anlaml
sekilde artirdigini bildirmistir. Mevcut ¢alismada da literatiirle uyumlu olarak Cis grubunda
MDA diizeyinin anlamli sekilde arttig1 tespit edilmistir. Bu artisin, Cis’in oksidatif stres ve
inflamatuar yanitla iliskili nefrotoksik etkilerinin bir gostergesi oldugu diisiiniilmektedir.
Oksidatif stresi baskilayan ajanlar "antioksidan" olarak tanimlanmakta olup, antioksidan
savunma mekanizmalar1 serbest radikallerin elimine edilmesini, endojen antioksidan
kapasitenin artirilmasini ve disaridan antioksidan alimini kapsamaktadir. Bu sistemin 6nemli
bilesenleri arasinda SOD ve GPX gibi enzimler yer almaktadir (60). Yapilan ¢aligmalarda,
Anwer ve ark. (144), Kaya ve ark. (145), Abass ve ark. (146), Adewale ve ark. (147), Cis
grubunda SOD diizeylerinin belirgin sekilde azaldigini bildirmistir. Benzer sekilde,
calismamizda da Cis grubunda SOD seviyeleri diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diisilk bulunmustur. Bu azalma, Cis’in oksidatif stres olusturucu etkisi ve
mitokondriyal antioksidan savunmay1 baskilamasiyla aciklanabilir (146).

GPX diizeylerine iliskin olarak; El-Beshbishy ve ark. (148), Meng ve ark. (149),
Alibakhshi ve ark. (150) ve Liu ve ark. (151), Cis grubunda GPX diizeylerinde azalma
oldugunu bildirmistir. Ancak Gonzalez ve ark. ile Boran ve ark.'min calismalari, Cis
uygulamasinin GPX diizeylerinde anlamli bir degisiklige yol agmadigin1 ortaya koymustur
(168,169). Mevcut ¢alismada da gruplar arasinda GPX diizeyleri agisindan istatistiksel olarak

anlaml bir fark tespit edilmemistir.

51



Ferroptoz, 2012 yilinda tanimlanmis olup; klasik hiicre 6liimii tiirlerinden apoptoz, nekroz ve
otofajiden farkli olarak demir birikimi ve lipid peroksidasyonu ile karakterize edilen bir
hiicresel 6liim bi¢imidir (11). Ferroptozun aktivasyonu ya da inhibisyonu, ¢esitli hastaliklarin
tedavisi agisindan yeni bir hedef olarak degerlendirilmektedir (156).

Cis kaynakli bobrek hasarinda GPX4 diizeylerinin artti§i ve bu artigin hiicresel bir
savunma yanit1 oldugu bildirilmistir. Xie ve ark. (152), Hu ve ark. (153), Zhou ve ark. (154)
ve Zhang ve ark. (155) yaptiklar1 calismalarda GPX4’iin kanser hiicrelerinde ferroptozu
inhibe ettigini ve GPX4’ilin kanser hiicrelerinde ferroptozu inhibe ettigini ifade etmislerdir.
Mevcut calismada da benzer sekilde Cis grubu GPX4 diizeyleri, Cis+Bro grubuna gore
istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur.

Cis kaynakl1 nefrotoksisiteye karsi bir¢ok bilesigin koruyucu etkisi ¢esitli ¢aligmalarla
degerlendirilmistir. Abouzed ve ark. (139) gentamisin, Kazak ve ark. (140) nobiletin, Imam
ve ark. (141) hirsutidin, Arikan ve ark. (142) roxadustat’in; Cis ile indiiklenen oksidatif stres
ortaminda MDA seviyesini anlamli sekilde diisiirdiigiinii ifade etmistir. Yine Anwer ve ark.
(144) diosmin, Kaya ve ark. (145) B-glukan, Abass ve ark. (146) papaverin ve Adewale ve
ark. (147) Phoenix dactylifera ile yapilan ¢aligmalarda, Cis grubunda azalan SOD seviyesinin
bu maddelerle artirildig1 bildirilmistir. GPX aktivitesini artirarak bobrekte koruyucu etki
gosterdigi bildirilen diger bilesikler arasinda El-Beshbishy ve ark. (148) tarafindan alfa lipoik
asit (ALA), Meng ve ark. (149) tarafindan daidzein, Alibakhshi ve ark. (150) tarafindan
zingeron ve Liu ve ark. (151) tarafindan selenyum sayilabilir. GPX4 diizeyini artirarak
ferroptozu inhibe eden ve bdylece Cis nefrotoksisitesine karsi koruyucu etki gosterdigi
bildirilen bilesikler ise sirasiyla Xie ve ark. (152) tarafindan pirokatekol, Hu ve ark. (153)
tarafindan D vitamini reseptor agonistleri ve Zhou ve ark. (154) tarafindan polydatin olarak
belirtilmistir.

Bro’nun anti-inflamatuar, apoptoz indiikleyici ve immiin modiilator etkileri sayesinde
kanserin Onlenmesi ve tedavisinde olumlu etkiler gosterdigine dair pek ¢ok calisma
bulunmaktadir (170,171). Maurer (172), Bro’nun kanser hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek
hiicrelerin ¢ogalmasini engelledigini, Pavan ve ark. (173) ise Bro’nun, ozellikle kolon ve
meme kanseri hiicrelerinde tiimor biiylimesini ve yayilimin azalttigini ifade etmislerdir.

Cis kaynakli nefrotoksisite ve ferroptozis Tlizerine Bro tedavisinin etkisini
degerlendirmeyi amagladigimiz bu calismada, Bro desteginin oksidatif stres ve inflamatuar
yanitlar1 belirli 6l¢lide hafiflettigi gézlemlenmistir (174). Literatiirde Cis nefrotoksisitesinde
Bro kullanimi ile ilgili ¢alismalar oldukca sinirlidir. El-Demerdash ve ark. (158), Bro

tedavisinin aliiminyum ile indiiklenen nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkiler sagladigini; Al-

52



Otaibi ve ark. (159) ise kursun toksisitesine bagli bobrek hasarinda Bro’nun koruyucu etkiler
gosterdigini bildirmistir. Kaya ve ark.’nin Bro verilen sicanlarda Cis kaynakli bdbrek
hasarmin belirgin sekilde azaldigi, histopatolojik bulgularin olumlu yonde degistigi rapor
edilmistir (175).

Kanser tedavisinde antineoplastik etki gosteren Cis’in neden oldugu oksidatif stres ve
inflamatuar yanitin Bro kullanimi ile azaltilabildigi tespit edilmistir. Bro’nun, Cis kaynakli
nefrotoksisite ve ferroptozise karst koruyucu bir ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna
varilmistir. Cis’in olusturdugu toksisitelere karsi farkli organlar1 da degerlendiren ileriki

caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gliniimiizde kanser tedavisinde, Cis yaygin sekilde kullanilan etkili bir antineoplastik ajan

olarak one c¢ikmaktadir. Ancak bobreklerin yliksek kan akisi, tiibiil yapilarinda maddeleri

yogunlastirma yetenekleri ve aktif metabolik faaliyetleri nedeniyle bu ilag bobrek dokusunda

birikerek toksik etkilere yol agabilmektedir. Bu birikim, 6zellikle bobreklerde nefrotoksisiteye

neden olurken, olusum mekanizmasinda oksidatif stres, hiicre oliimi, fibrin birikimi ve

inflamatuar siirecler gibi pek ¢ok biyolojik faktor rol oynamaktadir.

Yapilan bu calismada, Cis uygulamasina bagli olarak sigan bobrek dokularinda

meydana gelen nefrotoksisite ve ferroptozis degerlendirilmistir.

Arastirma bulgularina gore:

Morfometrik incelemelerde anlamli  bir farklihlk gbézlenmemis olsa da,
histomorfometrik analizlerde glomerular alan, Bowman araligi ve Feret capinda
belirgin azalmalar saptanmustir.

Histopatolojik  degerlendirmeler, glomeriiler yapida  bozulmalar, tiibiiler
deformasyonlar ve kanal sisteminde hasar olustugunu gostermistir.

Biyokimyasal analizler, MDA seviyelerinde artiga, buna karsilik SOD diizeylerinde
azalmaya isaret etmistir.

Bu veriler dogrultusunda, Cis tedavisinin neden oldugu oksidatif stres ve inflamatuar

yanitlarin Bro destegi ile belirli 6l¢lide hafifletilebildigi goriilmiistiir. Bu nedenle, Bro’nun

Cis kaynakli nefrotoksisite ve ferroptozise karsi koruyucu bir ajan olarak kullanilabilecegi

Onerilmektedir.
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