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BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK BEYANI
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OZET

Sisplatin, antineoplastik bir kanser ilacidir. Nefrotoksisite, hepatotoksisite ve
ototoksisite baglica yan etkileridir. Yan etkilerin goriilme sebebi oksidan ve antioksidan
dengenin bozulmasidir. Yaptigimiz ¢alismada zengin polifenolik icerige ve antioksidan,
antiinflamatuar 6zellige sahip kusburnu (Rosa canina L.) meyvesinden elde edilen
etanolik ekstraktin sisplatin kaynakli nefrotoksisite iizerine etkisinin arastirilmasi
amaglanmustir.

Her bir deney grubunda 7’ser rat ile 5 deney grubu (kontrol, sisplatin, yiiksek
doz (400 mg/kg) kusburnu, Cistyiiksek doz (400 mg/kg) kusburnu ve Cis+diisiik doz
kusburnu (200 mg/kg) grubu) olusturuldu.

11 giinliik besleme siirecinde kontrol grubuna SF, sisplatin grubuna deneyin 5.
giinii i.p tek doz Sisplatin (7,5 mg/kg), kusburnu grubuna deney siiresince kusburnu
ekstrakti, tedavi gruplarinda ise sisplatin (5. Giin tek doz) ve kusburnu ekstrakti oral
yolla verildi. 12. giin gruplar sakrifiye edildi. Kanda BUN, CREA, TAS, TOS ve bobrek
doku homojenizatlarinda MDA, SOD, CAT, IL6, TNF-a, TAS ve TOS parametreleri
Olciildii. Gruplar arasinda TOS doku, TAS serum disinda anlamli farkliliklar gozlendi.
BUN, doku TAS, serum TOS, MDA, SOD, TNF-a, IL-6 degerlerinin sisplatin grubu ile
ozellikle yliksek doz kusburnu grubu arasinda anlamli derecede (p<0.05) farklilik
gosterdigi tespit edildi. Sisplatinin bdbrekte hasari ve kusburnunun Onleyici etkisi
histopatolojik analizlerle olarak teyit edildi. Ozellikle yiiksek doz kusburnu uygulanan
grupta diistik doz kusburnu grubuna gore histoptolojk olarak belirgin iyilesme ve
koruma tespit edildi.

Sonug¢ olarak kusburnu ekstraktinin sisplatinin olusturdugu nefrototoksisite ve

oksidatif strese kars1 koruyucu etkisi oldugu kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Cisplatin, Kanser, Nefrotoksisite, Rosa canina.
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SUMMARY

Cisplatin is an antineoplastic cancer drug. Nephrotoxicity, hepatotoxicity and
ototoxicity are main side effects. The reason for the side effects is the deterioration of
the oxidant and antioxidant balance. In our study, it was aimed to investigate the effect
of ethanolic extract obtained from rosehip (Rosa canina) fruit, which has rich
polyphenolic content and antioxidant and anti-inflammatory properties, on cisplatin-
induced-nephrotoxicity.

5 experimental groups (control, cisplatin, high-dose (400 mg/kg) rosehip,
Cis+high-dose (400 mg/kg) rosehip and Cis+low-dose rosehip (200 mg/kg), that contain
7 rats in each group) was established.

During the 11-day feeding period, SF for the control group, i.p single dose
Cisplatin (7.5 mg/kg) on the 5th day of the experiment, orally rosehip extract to the
rosehip group throughout the experiment, and cisplatin (5th day single dose) and orally
rosehip extract to the treatment groups were given. All groups were sacrificed on 12th
day. BUN, CREA, TAS, TOS in blood and MDA, SOD, CAT, IL6, TNF-0, TAS and
TOS parameters in kidney tissue homogenates were measured. Significant differences
were observed between the groups except TOS tissue and TAS serum. BUN, tissue
TAS, serum TOS, MDA, SOD, TNF-a, IL-6 values were found to differ significantly
(p<0.05) between the cisplatin group and especially the high dose rosehip group.
Kidney damage of cisplatin and preventive effect of rosehip were confirmed by
histopathological analysis. Especially high cisplatin + high dose rosehip was found to be
more effective histopathologically

As a result, it was concluded that rosehip extract has a protective effect against
cisplatin-induced nephrototoxicity.

Keywords: Antioxidant, Cancer, Cisplatin, Nephrotoxicity, Rosa canina L.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris ve Amag

Kanser, hiicrenin biiylime ve gelisimini saglayan kontrol mekanizmalarinin
bozulmasi ile meydana gelen hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi sonucu doku ve
organlarda goriilen bir hastaliktir (Akdeniz ve Yardimci, 2016). Kanserlerde tedavi
yontemleri cerrahi tedavi, kemoterapi ve radyoterapidir (Ada vd., 2021). Tedavide en
cok tercih edilen yontem kemoterapidir (Pekmezci vd., 2022). Kemoterapi, kanserin
yayilimini 6nlemek, tiimoriin biiylimesini yavaglatmak, kanser hiicrelerini yok etmek
amaciyla uygulanan bir tedavidir (Karakog¢ vd., 2015). Antineoplastik ilaglar yogun
olarak kemoterapi tedavisinde kullanilmaktadir. Antineoplastik ilaglar viicutta
cogalmakta olan kanser hiicrelerini 6ldiirdiigli gibi, hizli ¢ogalan saglikli hiicreleri de
oldiirmektedir. Bu nedenle yan etkileri ¢oktur. Bunlar hepatotoksisite, noropati, genel
agr1, bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi, artmis enfeksiyon riski, fonksiyon bozuklugu ve
nefrotoksisite seklindedir (Karakog vd., 2015; Cherry vd., 2004). Bobrek hiicrelerinin
hizl1 boliinme yetenegi olmamasina ragmen yiiksek kan akisi ile karsilasmasi, tiibiiler
epitelde Ozel tasiyicilara sahip olmasi ve mediiller interstisyumda toksinleri konsantre
etmesi nedeniyle toksik zedelenmeye karsi duyarhidir (Erkurt vd., 2009). Antineoplastik
ilaglar arasinda yaygin olarak kullanilan yiiksek etkiye sahip ajanlardan biri sisplatindir
(Cetintas ve Eroglu, 2013).

Sisplatin (Cis-diamindikloroplatin 1II), serviks, testis, over, kiiglik hiicreli disi
akciger, lenfoma, bas ve boyun gibi bir¢cok kanser tedavisinde kullanilan klinik olarak
gelismis ve oldukga etkili bir antikanser ilacidir (Cetintag ve Eroglu, 2013). 1960'larda
sitotoksik Ozelliklere sahip oldugu kesfedilip, 1970'lerin sonunda germ hiicreli
kanserlerin sistemik tedavisinde anahtar bilesen olarak bir yer edinmistir. 1978'de
kanser tedavisi i¢in FDA onayli ilk platin bilesigi olmustur. Sisplatinin klinik a¢idan en
onemli baglica yan etkileri nefrotoksisite, hepatotoksisite, ototoksisite ve
kardiyomiyopati olarak bilinmektedir (Fang vd., 2021). Sisplatinin klinik kullanimini
smirlandiran en 6nemli yan etkisi nefrotoksisitedir (Eren vd., 2012). Sisplatin tedavisi
alan kanserli hastalarin %20-35’inde ilaca bagli nefrotoksisite riski oldugu ifade
edilmektedir (Marchandise vd., 2017). Yapilan c¢alismalarda yaslilarda, kadinlarda,
hipoalbuminesi olan ve renal yetmezligi bulunan hastalarda nefrotoksisite riski daha

yiiksek oldugu belirlenmistir (Eren vd., 2012). Yine de, takip eden yillar boyunca daha



az toksik ama esit derecede etkili alternatifler bulmak icin gosterilen yogun c¢abalara
ragmen, sisplatin yaygin olarak regete edilmeye devam edilmektedir (Miller vd., 2010).
Sisplatinin neden oldugu nefrotoksisitenin temel nedeni artan reaktif oksijen tiirlerinden
kaynakli oksidatif stres oldugu belirtilmistir (Liu vd., 2017).

Sisplatin nefrotoksisitesi, sisplatinin renal epitel hiicrelerine tasinmasinin, niikleer

ve mitokondriyal DNA'nin hasarinin, ¢oklu hiicre Sliimiiniin ve gii¢lii bir inflamatuar
yanitin baglamasinin bilesik sonucudur. Bunun da akut bobrek hasari(ABH) sebebi ile
Olimlere neden oldugu ifade edilmektedir. Sisplatin uygulamasi bobrek nétrofil
igeriginde bir artisa neden olmaktadir (Miller vd., 2010). Baglanmamis sisplatin,
glomeriilden serbestce siizliilmekte ve esas olarak tagima aracili bir islemle renal tiibiiler
hiicrelere alinmaktadir. ilag, metabolizmada en azindan kismen toksik bilesiklere
dontigebilirler. Sisplatin, DNA’ya baglanarak genleri diizenlemek, reaktif oksijen tiirleri
ile dogrudan sitotoksisiteye neden olmak, mitojenle aktive olan protein kinazlar1 aktive
etmek, apoptozu baslatmak, fibrogenezi ve inflamasyonu uyarmak dahil olmak iizere
birgok hiicre i¢i etkiye sahiptir. Bu olaylar tiibiiler hasara ve magnezyum, sodyum ve
potasyum kaybina sebep olur ve bu da tiibiiler disfonksiyona neden olmaktadir. Cogu
hastada glomeriiler filtrasyonda geri doniigiimlii bir azalma vardir, ancak bazilarinda
glomeriiler filtrasyonda geri doniistimsiiz bir azalma vardir (Yao vd., 2007).
Viicutta neredeyse tiim elektronlar c¢ift halinde bulunmaktadir. Cift elektronlar
arasindaki bag koptugunda elektronlar ya ayrilip baska atomlara doniismekte ya da iki
elektron birlikte kalip bir atoma doniismektedir. Birlikte kalan atoma iyon denir.
Ayrilan elektronlar ise serbest radikalleri olusturur. Eslesmemis elektronlar yiiksek
enerjili olup, eslesmemis olan elektronlart ayirip fonksiyon bozukluguna neden
olmaktadir. Serbest radikaller, oksidatif reaksiyonlarla lipid, niikleik asit ve protein gibi
viicuttaki bilesiklere zarar vermektedir. Bu durum birgok biyolojik soruna yol
agmaktadir. Antioksidanlar, serbest radikaller icin elektron hedefleri olusturmaktadir.
Serbest radikallere uygun elektronun baglanmasi sonucu stabil yapi olusmaktadir
(Aydemir ve Sar1, 2009).

Kusburnu (Rosa Canina L.) bitkisi, meyve ve yapraklari geleneksel tipta yaygin
olarak kullanilan bir tiirdiir. Kusburnu boyu 1.5-3.5 m. uzunlugunda dallar1 geriye
kivrik, bazen tirmanici bazen dik ¢ali olan ve degisik sekilleri bulunan bir tirdiir.
Cigekler tekli bulunur ya da 2-15 tanesi bir arada bulunurlar. Mayis-haziran ve temmuz
aylar1 ¢igeklenme zamanidir. Kusburnu 30- 2500 m. rakimlarinda orman agiklarinda ve
kayalik yamaclarda yaygin olarak yetisir. Tiirkiye’nin hemen hemen her yerinde

Kusburnu tiirii bulunmaktadir (Oz vd., 2018). Tiirkiye’de dzellikle Giimiishane, Sivas,
2



Tokat, Erzurum ve Erzincan’da yaygin olarak bulunur (Okg¢u vd., 2017).Kusburnu
bitkisinin gerek meyve gerek g¢ekirdek gerekse yapraklarmin geleneksel tipta yaygin
bigimde kullanildig1 goriilmektedir. Influenza, gut hastaligi, mide barsak sendromlar,
safra yolu bozukluklart ve tas olusumu, romatoid artrit, osteoartrit, diyabet,
hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklarin  tedavi ve etkilerinin azaltilmasinda
kullanilmaktadir (Sadeghi vd., 2021). Kusburnu giicli bir antioksidan ve anti-
inflamatuar Gzellige sahiptir ve bunu yiiksek C, E, B vitaminleri, fenolik asitler,
karotenoidler, tokoferoller, proantosiyanidinler, pektin, tanenler, flavonoidler,
doymamis ve c¢oklu doymamis yag asitleri, fosfolipidler, mineraller,
galaktolipidler sayesinde gergeklestirmektedir. Sadeghi ve arkadaslari bir antibiyotik
olan vankomisinin akut bobrek hasarinin giderilmesinde kusburnunun hidroalkolik
ekstraktinin etkin oldugunu ortaya koymuslardir (Sadeghi vd., 2021).

Bu c¢alismada kusburnu meyvelerinin sahip oldugu yiiksek antioksidan-anti-
inflamatuar etkisi sayesinde sisplatin uygulamalarinda olusan oksidatif stresi azaltacagi,
zayiflayan ve/veya bozulan antioksidan dengeyi yeniden saglayabilecegi ve dolayisi ile
sisplatinin akut bobrek hasarimi  ve tedavinin kesilme riskini azaltabilecegi
degerlendirilmektedir.

1.2. Bobrek Anatomi ve Fizyolojisi

Bobrekler, erkeklerde 150 ila 200 g ve kadinlarda yaklagik 120 ila 135 g
agirliginda, medial i¢biikey ve yanal digbiikey fasulye seklindeki organlardir. Boyutlari
genellikle 10 ila 12 cm uzunluk, 5 ila 7 cm genislik ve 3 ila 5 cm kalinliktir. Her bobrek
kapali bir yumruk biiyiikliigiindedir (Soriano vd, 2023).

Renal sistem bobrek, iireterler ve iiretradan olusur. Sistemin genel islevi bobrek
kan akisindan gilinde yaklagik 200 litre siviy1 filtreleyerek toksinlerin, metabolik atik
tirlinlerin ve fazla iyonun atilmasini saglarken temel maddeleri kanda tutar. Bobrekler,
viicuttaki su, ¢Ozlinen maddeler ve elektrolitlerin dengesini diizenleyerek plazma
ozmolaritesini kontrol eder. Uzun siireli asit-baz dengesini saglar ve ayrica kirmizi kan
hiicresi iiretimini uyaran eritropoietin iiretir. Ayrica kan basinciin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar. Renin iireterek kan basincini diizenler ve D vitamininin aktif

formuna doniisiimiinii gerceklestirir (Ogobuiro ve Tuma, 2023)
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Sekil 1. Bobreklerin viicuttaki konumu (Leslie ve Sajjad, 2022).

Her bobrek, bobrek kapsiilii adi verilen, yag veya bag dokusundan yapilmisg ii¢
katmanla kaplidir. Bu tabakalar bobrege ekstra sabitlik verir, onu ¢evreleyen dokuya

baglamak igin bobregin ¢evresindeki tabakalar 6nemli bir role sahiptir.

Bobrekiistii Bezi

Renal Pelvis

Ureter

Sekil 2. Bobrek, adrenal bez ve renal pelvisin yakindan goriiniimii (Leslie ve Sajjad,
2022).

Bobrek, distan i¢e dogru iki ana boliimden olusur. D1s tabaka renal korteks olarak
adlandirilir. Renal korteks, bobregin diginda yer alan ve tiibiiler yapilari iceren
boliimdiir. Idrarm iiretildigi yaklasik 1.2 milyon renal korpiiskiiller ierir. Renal medulla
bobregin i¢inde bulunur. Renal medulladan kan damarlar1 ve dolambagh renal tiibiiller
gecer. Idrar, bobreklerdeki tiibiiler yapilar boyunca gecerek renal pelvis olarak
adlandirilan genislemis bir bolgeye ulasir (Soriano vd, 2023).



Kiiciik Bobrek Kalicesi
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Renal Siniisteki Yag

Renal Siniis

Biiyiik Bobrek Kalicesi
Renal Arter
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Renal Ven

Renal Medullada Renal Pirami
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Sekil 3. Bobrek anatomisi Leslie ve Sajjad, 2022'den adapte edilmistir.

1.3. Kanser

Hiicrelerin anormal bir sekilde kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ile karakterize edilen
kanser, yiiksek oranda 6liime neden olmasi nedeniyle giiniimiizde en 6nemli kronik
saglik sorunlarindan biridir. Diinya genelinde kanser siklig1 artmaktadir (Baggivan vd.,
2015). Kanser, diinya genelinde en oliimcil hastaliklar arasinda yer almaktadir ve
ontimiizdeki yillarda 6lim nedenleri arasinda birinci siraya yiikselmesi beklenmektedir
(Cevik ve Piringci, 2017).

Tiim kanserlerin, DNA dizisinde meydana gelen anormalliklerle olustugu
bilinmektedir. Kanserin olusumunda, kalitimsal olarak aktarilan genlerin katkis1 %10-
15 arasinda yer alirken, geri kalan %85-90 oranindaki vakalar yasam boyunca canli
hiicrelerin DNA'sinin mutajenlere maruz kalmasi, hafif progresif degisiklikler ve
replikasyon hatalart gibi etkiler sonucunda meydana gelir. Bu mutasyonlardan biri,
hiicre biiyiimesini tesvik ederek kanser klonlarinin olusmasina neden olabilir (Yokus ve
Cakir, 2012).

Kanser, bircok faktoriin etkisiyle ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Bakterilerden
viriislere, radyasyondan kalitima, g¢evresel faktorlere, beslenme aligkanliklarina ve
kimyasallara kadar pek cok etken, kanser olusumunda rol oynamaktadir (Yokus ve
Cakar, 2012).

Kanser hiicreleri ve normal hiicreler birbirinden farklidir:



. Artmis enerji ihtiyaglart soz konusudur. Yiiksektir telomeraz aktivileri sayede

Oliimstizdiirler.

. Vaskiilerizasyonu tetiklerler.

. Bazi durumlarda metastatik (yayilic1) 6zellik gosterirler. Bulunduklar1 ortama
uyum saglayabilirler.

. Hiicre dongiisiinde apoptotik sinyallerden kagarak kontrolsiiz ¢ogalmaya devam

ederler ve bu siiregte kendilerine 6zgii sinyallesme yaparlar.

. Hiicre yiizeyinde reseptorler daha fazla sinyal alirlar (Baykara, 2016).

Kanserin en belirleyici 6zelligi, anormal bir sekilde biiyiiyerek, cevreleyen
dokuyu veya organi bastirabilir. Bu durum, normal doku ve organlarin islevini
engelleyebilir veya bozabilir. (Nayak ve Pal, 2010). Kanser hiicreleri, lenf veya kan
dolagim1 yoluyla bagka viicut bolgelerine gegerek farkli organlarda da tiimor olusumuna
neden olabilir. Metastaz olarak adlandirilan bu tiimoérleri olusturan hiicreler Kanser
hiicreleri, zorlu kosullara karsi gosterdikleri diren¢ ve zamanla kendi lehlerine
cevirdikleri bu kosullar sayesinde hayatta kalabilen zeki hiicrelerdir. Az besin ve az
oksijen gibi zorlu kosullara karsi gosterdikleri direng, kanser hiicrelerinin yasama
tutunmasimi saglar. Kanser hiicreleri, normal hiicrelerden farkli olarak sekil
degistirebilirler. Kanserin her tiirii ayn1 degildir ve bir¢ok kanser tiirii baglangicta belirti
vermez. Genel belirtiler kanserin tiirtine gére degisebilir ve her kanser tiirliniin kendine

Ozgii belirtileri vardir (Baykara, 2016).

Tiimoriin  bulundugu bolgeyi hedefleyen yerel tedavi yontemlerine (cerrahi,
radyoterapi) ek olarak, sistemik tedavilerde (kemoterapi) sitotoksik ilaglar
kullanilmaktadir. Kemoterapi, kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve ¢ogalmasini
engelleyen ya da 6ldiiren toksik maddelerin kullanimini igeren bir tedavi yontemidir. Bu
toksik maddeler genellikle kanser hiicrelerinin DNA'sina zarar verir ve boliinmelerini
onleyerek oldiirlir. Ancak, kemoterapinin olumsuz yan etkileri nedeniyle, sadece
kanserli hiicreleri hedeflemek yerine viicudun saglikli hiicrelerine de zarar verebilir
Ayrica kemoterapi, hastanin bagisiklik sistemini baskilamakta ve hastanin diger

hastaliklara kars1 direncini azaltmaktadir (Chen vd., 2009).

1.4. Kemoterapi
Kemoterapi, hizli ¢ogalan hiicreleri hedef alarak o6ldiirmek icin dogal veya
sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar veya hormonlar kullanilan bir tedavi yontemidir.

Kanser tedavisinde siklikla tercih edilir ve kiiratif etkileri nedeniyle hastaligin



ilerlemesini yavaslatmak, geriletmek veya durdurmak i¢in genis ¢apta kullanilmaktadir

(Ates ve Olgun, 2013).

Kemoterapi uygulamasi, kanser hiicrelerinin kontrol altina alinmasi veya yok
edilmesi amaciyla gerceklestirilirken, saglikli hiicrelerin de zarar gérmesi nedeniyle
bircok yan etki meydana gelebilir. Ozellikle kemoterapinin en 6nemli yan etkilerinden
biri kemik iligi baskilanmasidir ve buna bagl olarak gelisen 16kopeni, trombositopeni
ve anemi gibi durumlar, hastalar i¢in rahatsiz edici olabilir. Bunlarin yani sira, agri,
yorgunluk, sa¢ dokiilmesi, bulanti, kusma, uyku problemleri, agiz i¢i yaralar, kabizlik,
anksiyete ve depresyon gibi istenmeyen semptomlar da ortaya ¢ikabilir(Frye, 2009).
Kemoterapi ilaglar1 genellikle i.v yolla verilirken, ayn1 zamanda deri alti, kas i¢i, arter
ici, beyin-omurilik sivisi ig¢ine, deriye siirme, karin zari igine, gogiis bosluguna,

mesaneye ve beyin ventrikiillerine de uygulanabilir (Altintas, 2019).

Antineoplastik kemoterapinin temel prensibi, tiimdr hiicrelerinin biiylimesini ve
cogalmasini durdurmak veya miimkiinse yok etmek ic¢in hastanin veya konakg¢inin
normal hiicrelerine zarar vermeden c¢alismaktir. Antineoplastik ilaglarin kanser
hiicrelerine ozgiilliikkleri sinirhidir, ¢linkii kalitatif agidan malign hiicre ile normal
hiicreler arasinda biiyiik bir fark yoktur. Kantitatif farkliliklar daha ¢oktur. Bu nedenle,
antineoplastik ilaglar kanser hiicrelerini yok etmenin yani sira, hizla ¢cogalan normal
hiicreleri (testisin jerminatif epiteli, kemik iliginin hematopoietik hiicreleri, bagirsak ve
ag1z mukoza epiteli, kil folikiilii hiicreleri, fetlis ve embriyo hiicreleri) yok edebilirler

(Arslankilig vd., 2020).

Kemoterapide yaygin olarak kullanilan ilaglar; alkilleyici ajanlar (Platinler,
oksazofosforinler, azothardali tlirevleri), antimetabolitler (Antifolatlar, primidin
analoglar1), topoizomeraz inhibitorleri (Topoizomerazlinhibitorleri, topoizomeraz2
inhibitorleri), mitotik inhibitorler ( taksanlar, vinca alkaoids), antitimor antibiyotikler

(bleomisin, antrasiklinler, mitoksantron) (Altintas, 2019).
1.5. Sisplatin
1.5.1.Sisplatinin Ozellikleri

Sisplatin  (cis-diaminokloroplatinum (II) ) ortada platin atomu ¢evresinde
amonyum ve klor atomlari1 bulunan yatay diizlemde cis pozisyonda bir platin
kompleksidir (Tiifek¢i, 2009). Iki izomere sahiptir. Cis ve transtir. Bu formlardan

yalnizca cis sitotoksiktir (Uzunoglu, 2009).
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Sekil 4. Sisplatin molekiiler yapis1 (Tiifekei, 2009).

Tablo 1. Sisplatinin kimyasal 6zellikleri (Tiifekgi, 2009).

Sistematik Ad1 cis-diaminokloroplatinum

Molekiiler Formiil C12 H6 N2 Pt

Molekiiler Agirlik 300.1

Renk Koyu Sart (Kristal Kat1) ve Berrak
(Cozelti)

Yapi Tetragonal Diizlemsel

Erime Noktas1 270°C

Sisplatin niikleer DNA’ya baglanarak transkripsiyon ve replikasyonu bozarak,
sinyal iletim yollarini aktive ederek sitotoksik 6zelliklerini sagladig: diisiiniilmektedir.
Sisplatin hiicrenin mitokondrisine zarar verir, hiicre dongisiinii duraklatir, ATPaz
aktivitesini engeller, nekroz, apoptoz, hiicre 6limii ve inflamasyona sebep olur

(Tiifekei, 2009).

1.5.2.Sisplatinin Hiicre icine Alimsi

[k yapilan calismalarda sisplatinin pasif difiizyon ile hiicre igine alindigi one
stiriilmiistiir. Fakat yapilan son ¢alismalarda hiicre icine sisplatinin aktif olarak
alinmasinda bakir transport protein olan CTR1’in (copper transporter 1) etkili oldugu

gosterilmistir (Holzer vd.,2004).



e

\ . . // :
¢ Cisplatin
oz l - MAPK
s _ DNA Hasan \>/
it ) - \\‘ /5 / \
1/ p21 «— 1/p53 {fROs “ \
| \
J‘ PUMA-o/PIDD .
cdk2 — \
- AIR ER Stresi
% * Endo G l /
Kaspaz 9 ——— } /
N - Kaspaz 12 f
Kaspaz 3/6/7 _ /
J i ”
\ e gt Kaspaz8
Nekroz

Sekil 5. Sisplatinin neden oldugu epitel hiicre 6liimii Miller vd., 2010°dan adapte

edilmistir

Sisplatin renal hiicrelere OCT2 ve az miktarda CTR1 tasiyicilart yoluyla girer.
Sisplatin niikleer ve mitokondriyal DNA’da hasara neden olur. Ayrica hem
mitokondriyal hem de mitokondriyal olmayan apoptoz ve nekroz yollarinin
aktivasyonuna yol agan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesine neden olur (Miller

vd., 2010).

1.5.2.1. DNA-Platin Baglarinin Olusumu ve Etki Mekanizmasi

Sisplatin DNA ile etkilesime girerek kanser hiicrelerinin biiylimesini durdurur.
Sisplatinin DNA'ya baglanmast siklikla DNA zincirlerinin konformasyonunda
degisikliklere neden olur. Sisplatin, DNA'da intrastrand (ayn1t DNA zinciri {izerinde) ve
interstrand (farklit DNA zincirleri arasinda) ¢apraz baglar olusturabilir. Bu da daha sonra
DNA'nin normal yapisini bozar, DNA replikasyonu ve transkripsiyonunu bloke ederek
cesitli hiicresel sinyal yollarini baslatir ve nihayetinde apoptozu tetikler. Boylece, kanser
hiicrelerinin biiyiimesi ve ¢ogalmasi durdurulur. Ancak, sisplatinin DNA ile etkilesimi,

ayni zamanda saglikli hiicrelerde de yan etkilere neden olabilir (Zeng vd., 2019).
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Sekil 6. Sisplatinin DNA'daki piirin bazlarina baglanmasi, etki mekanizmasi (Rocha vd.,
2018’den aktaran Sahin, 2022)

1.6. Nefrotoksisite

Nefrotoksisite, ¢esitli maddelerin bobrek fonksiyonu iizerinde olumsuz etkileri
olarak tanimlanabilir (Perazella, 2009). Nefrotoksisitenin yaklasik %20'sinin ilaglarla
iligkili oldugu bilinmektedir. Ancak, ortalama yasam siiresi arttik¢ca, nefrotoksisite
insidans1 da artig gosterebilir. Bu durum, yaslanma siirecinde bobreklerin islevsel
degisikliklere ugramasi ve ilaglarin bobrekler lizerindeki etkilerinin artmasiyla iliskilidir

(Sahin, 2022).

1.6.1.Sisplatin Nefrotoksisitesi
Kanser tedavisinde siklikla kullanilan antineoplastik ilaglardan biri sisplatindir.
Sisplatinin klinik olarak kullanimini siirlandiran ve en ciddi yan etki nefrotoksisitedir.

Sisplatin kullanim1 sonucu farkli sekillerde nefrotoksisite ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar;

Akut bobrek yetmezligi, fanconi benzeri sendrom, hipomagnazemi, hipokalsemi,
renal konsantrasyon defektleri, distal renal tiibliler asidoz, Qegici proteiniiri,
hiperiirisemi, trombotik mikroanjiyopati, eritropoetin eksikligi, Kkronik bdbrek
yetmezligidir (Miller vd., 2012). Nefrotoksisite riskinin yiiksek oldugu gruplar yasllar,

kadinlar, hipoalbunemi ve altta yatan renal yetmezlik durumlaridir (Jongh vd., 2003).

Histolojik incelemede bobrek tutulumunun erken evresinde 6zellikle toplayici ve
distal tiibiilleri etkileyen, tortu olusumu ve tiibiillerde genisleme ile birlikte fokal akut
tibiiler nekroz olusur. S3 segmentinde proksimal tiibiillerde doza bagli olarak
nefrotoksisite gortiliir. Sisplatin kullanimi siiresince akut bobrek yetmezliginden dolay1
idrar konsantrasyonunun bozulmas1 nedeniyle nonoligiiriktir. Ozellikle elektrolit
bozukluklar1 proksimal tiibiil hasarina bagl siklikla goriiliir. Elektrolit bozukluklarindan

en sik goriilenleri ise hipomagnezemi, hipokalemi ve hipokalsemidir (Eren vd., 2012).
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Sekil 7. Sisplatin nefrotoksisitesi patogenez Karademir, 2015'ten adapte edilmistir

1.7. Bobrek Hiicrelerinde Hasara Sebep Olan Hiicre Ici Olaylar

Sisplatinin nefrotoksisitesinin olusum mekanizmasi karmasiktir. Oksidatif stres,
hiicre oliimii (apoptozis), fibrinojen olusumu ve inflamasyon gibi bir¢cok faktdr bu
stiregte etkilidir. Yiiksek konsantrasyonda sisplatin kullanimi proksimal tiibiillerde
nekroza yol acabilirken, diigiikk konsantrasyonda sisplatinin apoptozise, dzellikle kaspaz

9 yoluyla neden olur (Ugur, 2013).

P i K PR Cisplatin and toxic metabolites T
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Sekil 8. Sisplatinin neden oldugu baslica akut tiibiiler hiicre hasarindaki yolaklar (Yao
vd., 2007).
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1.8. Serbest Radikaller

Fizyolojik veya patolojik etkilerin neden oldugu durumlarda mitokondride olusan
serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslesmemis elektronlar bulunan, kararsiz ve son
derece reaktif atom veya molekiillerdir (Arslanbas v., 2011). Serbest radikaller, diger
molekiillere elektron bagislayabilir veya elektron alabilirler, bu da onlar1 oksidan yada

rediiktan olarak davranmaya yonlendirir (Lobo vd., 2010).

Bir¢ok hastalikta, hidroksil radikal, siiperoksit anyon radikal, H,O,, oksijen
singlet, hipoklorit, nitrik oksit radikal ve peroksinat radikalleri gibi oksijen igeren
serbest radikaller 6nemli rol oynar. Bu radikaller son derece reaktif olduklari i¢in hiicre
¢ekirdegi ve hiicre zarinda bulunan DNA, karbonhidratlar, lipidler ve proteinler gibi

biyolojik molekiillere zarar verebilirler (Lobo vd., 2010).

1.8.1.Serbest Radikallerin Insan Viicudunda Uretimi

Serbest radikaller ve diger ROS, insan viicudundaki temel metabolik siire¢lerden
veya X 1sinma maruz kalma, sigara igcme, 0zon, hava kirliligi ve endiistriyel
kimyasallara maruz kalma gibi dis kaynaklardan elde edilebilir (Lobo vd., 2010).
Serbest radikal olusumu, enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucunda
hiicrelerde siirekli olarak meydana gelir. Bazi enzimatik reaksiyonlar serbest radikal
kaynag@i olarak gorev yapar. Bunlar, solunum zinciri, fagositoz, prostaglandin sentezi ve
sitokrom P-450 sistemi gibi siiregleri igerir (Liu vd., 1999). Serbest radikaller ayrica,
organik bilesiklerle oksijen arasindaki enzimatik olmayan reaksiyonlar ve iyonlastirici

reaksiyonlar tarafindan baglatilan reaksiyonlarla da olusabilir (Lobo vd., 2010).

1.8.2. Kanser Ve Oksidatif Stres

Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif DNA hasari, kanser gelisimiyle
iligkilendirilmistir. Kanserin baglangici ve ilerlemesi, serbest radikallerin yol agtigi
kromozomal defektler ve onkogen aktivasyonuyla iligkilidir. DNA'nin hidroksillenmis
bazlarinin olusumu, kimyasal karsinojenezde onemli bir olay olarak kabul edilir. Bu
eklenti olusumu, genetik mutasyonlara neden olarak normal hiicre biiylimesini engeller
ve normal gen transkripsiyonunu degistirir. Oksidatif DNA hasar1 ayrica baz ve seker
lezyonlari, sarmal kiriklar, DNA-protein capraz baglar1 ve bazsiz bolgeler de dahil

olmak iizere DNA yapisinda ¢ok ¢esitli degisiklikler yapar (Pham-Huy vd., 2008).

1.9. Antioksidanlar
Endojen (dogal olarak yerinde iiretilen) ve ekzojen (disaridan gidalar yoluyla

saglanan) antioksidanlar bir araya gelerek viicudu serbest radikallere karsi korur ve
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oksidatif stresin neden oldugu hiicresel hasar1 azaltir. Antioksidanlar, serbest radikaller
olarak adlandirilan reaktif molekiillerin etkilerini notralize ederek etki eden
molekiillerdir. Antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona girerek onlari stabilize
eder veya ortadan kaldirir. Bu sayede hiicrelerin oksidatif stresten kaynaklanan

hasarlara kars1 korunmasina yardimei olurlar (Pham-Huy vd., 2008).

Endojen antioksidanlara ait metabolik antioksidanlar, viicutta metabolizma
yoluyla iiretilen lipoid asit, glutatyon, L-arginin, koenzim QZ10, bilirubin, melatonin,
transferrin, iirik asit, metal-selatlayict proteinler vb. gibi maddelerdir. Ote yandan,
ekzojen antioksidanlara ait besinsel antioksidanlar, viicutta iiretilemeyen ve besinler
veya takviyeler aracilifiyla alinmasi gereken bilesiklerdir. Besinlerde bulunan
vitaminler (C vitamini, E vitamini), mineraller (selenyum, ¢inko) ve fitokimyasallar
(karotenoidler, flavonoidler) gibi bilesikler antioksidan ozelliklere sahiptir (Pham-Huy
vd., 2008).

Saglikli kalmak icin serbest radikallerle antioksidanlar arasindaki dengeyi
korumak onemlidir. Bu nedenle, oksidatif stres siireclerinin kontrol altinda tutulmasi,
diyabet katarakt,, ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklar, koroner arter hastaligi,
inflamasyon, karaciger hastaliklari, kanser, nérodejeneratif ve nefrotoksisite gibi birgok
hastaligin 6nlenmesinde vetedavisinde temel bir rol oynayabilir. Redoks dengesini
sirdirmek i¢in, fazla olarak bulunan serbest radikaller, antioksidanlar tarafindan

notralize edilir (Flieger vd., 2021).

Hava ve su kirliligi, sigara i¢gme, ilaglar ve radyasyon gibi cevresel faktorler
(Eksojen) ve canli organizmalardaki normal metabolik siirecler (endojen) oksidatif stres
kaynaklari, reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretir. Endojen olarak ROS, plazma membrant,
sitoplazma, mitokondrive endoplazmik retikulumun membraninda biyokimyasal
reaksiyonlarin {riinleri olarak olusur. Hiicresel ROS olusumunun baglica kaynaklari
mitokondriyal ETS, adenin diniikleotid fosfat oksidaz (NADPH), miyeloperoksidaz,
ksantin oksidaz ve endotel nitrik oksit sentazdir (eNOS). Serbest radikal olusumunda
onemli bir reaksiyon, Cut+ ve Fe2+'min H,O; ile reaksiyona girerek sirasiyla OHe
olusturdugu, Fenton ve Fenton benzeri reaksiyonlardir. ROS neden oldugu molekiiler
hasar1 onarmak ve korumak icin hiicreler, katalaz, peroksidaz ve siiperoksit dismutaz
(SOD) gibi enzimatik antioksidanlardan olusan bir savunma sistemi ve glutatyon
sistemi tarafindan {retilen enzimatik olmayan antioksidanlar1 kullanir. Oge—
olusumunun ana yeri ETS siire¢leri sirasinda i¢ mitokondriyal membrandir. H,O'nun

suya ve oksijene ayrigmasi farkli enzimler araciligiyla SOD, katalaz ve glutatyon
13



sistemi tarafindan gergeklestirilir. Fazla ROS, glikooksidasyon lipid peroksidasyonu,
oksidatif DNA hasar1 ve nitrooksidasyona neden olur, bu da birlikte DNA hasari,
hiicresel yaslanma, protein degisiklikleri ve apoptoza yol acabilir. Tiim bu degisiklikler

sonunda tubiilointerstisyel fibroz ve glomeriiloskleroza yol acar (Hong ve Park, 2021).

Kantin Oksidaz
ui‘llﬂ'“uu} l

W Peroksidaz eNOs NO.-
NADPH Oksidaz 2
NADPH NADP* NO* Hzo

\(‘ E ONOO- Glutathione
) Catalase system
0, ( £ 0, —— H20: —4 < OH-

Elektron Tagima Sistemi (ETS)

.

Lipidler, Proteinler, Karbonhidratlar
ve Niikleik asitler

-

Protein Degisiklikleri
DNA Hasari

Hicresel Vaslanmix A

Glomeriiloskleroz
Tiibiilointerstisyel fibroz

Sekil 9. Bobrek hasarinda endojen kaynaklarin oksidatif stres ve antioksidan
tepkimelerine yonelik genel bakis Hong ve Park, 2021°den adapte edilmistir.

Dogal antioksidanlarin kaynaklar1 genellikle fenolik bilesikler, vitaminler,mikro
elementler ve karotenoidler agisindan zengin yenilebilir bitkilerdir. Bu bitkiler arasinda

sebzeler, meyveler, baharatlar ve otlar bulunur. (Flieger vd., 2021).

1.10. Kusburnu

Bat1 Asya ve Avrupa kokenli bir bitkidir. Yaklasik 100 farkli tiirii bulunur ve
genis cografyada yayilim gosterir. Tiirkiye en dnemli gen merkezidir. Neredeyse tiim
tiirkiye’de yetisebilir. Ozellikle Giimiishane, Sivas, Erzincan, Erzurum, Corum,
Amasya, Kastamonu, Tokat gibi bolgelerde dogal olarak yetisir (Karakus ve Bostan,
2017).
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Sekil 10. Kusburnu yetisme bolgeleri (BUGEM, 2020).

Kusburnu c¢evre sartlarina dayaniklt bir bitkidir. Cevre kosullarinda siklikla
yetisebilir. Ozellikle yol kenarlari, bahgeler, mezarhiklar gibi dogal ortamlarda
yetisebilir. Giizel kokuludur, beyaz ve pembe c¢icekleri bulunur. Cigeklenmenin
ardindan meyve olusur. Boyu 1.5-3.5 metre arasindadir. Cok sayida sert c¢ekirdekleri
bulunur ve i¢i tiiylii bir meyvedir (Giirbiiz, 2021; Oz vd., 2018). Kusburnu bitkisinin

taksonomik siniflandirilmasi asagidaki gibidir:

o Bitkiler alemi (Plantae)

e Kapali tohumlular boliimii (Magnoliophyta)
e iki genekliler sinifi (Magnoliopsida)

e Giilgiller Takim1 (Rosales)

e Giilgiller Familyasi (Rosaceae)

e Giil cinsi (Rosa)
e Kusburnu / Rosa canina L tiri(BUGEM, 2020).

Sekil 11. Kusburnu ¢icegi ve meyveleri (Eroglu, 2014; BUGEM, 2020).

Yapilan bazi caligmalar sonucunda kusburnu bitkisinin zengin fitokimyasal
Ozellige sahip oldugu gorilmiistiir. Fitokimyasal Ozellikleri fenolik bilesikler,
tokoferoller, karetenoidler, C vitamini, baz1 sekerler ve esansiyel yaglardir. Fenolik

bilesikler ise ferulik asit, gallik asit, vanilik asit, parakateuik asit, parakumarik asit,
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hidroksibenzoik asittir. Ayrica kusburnu kuersetin, epikatesin gallat, kaemferol ve
katesin gibi flavonoidleri de icerir (Darak, 2022).

Kusburnu, icerdigi cesitli bilesikler sayesinde viicudun bagisiklik sistemini
giiclendirmekte soguk alginligi, grip, yorgunluk, gastrik iilser, artrit, diyabet, siyatik ve
gastrik mukoza iltihaplarin1 6nler. Diyare, gut, metabolizma bozukluklari, antialerjik,
astrenjan, dis, agiz, bas ve kulak agrisim1 tedavi edici Ozellikleri bilinmektedir.
Antiinflamatuvar etkisi nedeniyle osteoartrit iizerinde etkilidir. Kreatinin ve C-reaktif
protein seviyelerin, disiiriir (Koca vd., 2008; Eroglu, 2014). Bobrek ve mesane
rahatsizliklarinin iyilestirilmesine yardimci olmaktadir. Kusburnunun bdbrekiistii
bezlerini olumlu yonde etkileyerek énemli hormonlarin iiretimine katkida bulundugu da
belirtilmektedir. Ayrica, viicuttaki tas ve kum kaynakli rahatsizliklar gibi bir¢ok saglik
sorununun hafifletilmesine katki sagladigi bilinmektedir (Eroglu, 2014). Kusburnu
icerigindeki fosfor ve potasyum elementleri, vitamin ve mineraller ile gida sanayide
sebze ve meyve sularinin igeriginin zenginlestirilmesinde kullanilir. Kugburnu yagi; goz
cevresi kirigikliklarinin dnlenmesi, yaslanmayi geciktirici, cilt koruyucu, agiz gevresi
kirisikliklarinin engellenmesi, sert hava kosullarindan koruyucu, doku iyilestirici, doku

kalinlastirici, yaslanmay1 geciktirici ve hiicre yenileyici ozelliklere sahiptir (Oz vd,

2019).

Polifenoller Antioksidan
Esansiyel Yag Asitleri Antiinflamatuvar

A ve C vitamini immiinomodiilasyon

Mineraller Antikanser
Kardiyoprotektif
7 Antidiyabetik
Noroprotektif
Kusburnu
Antimikrobiyal

Z

Giilgiller Familyasi Meyvesi

Fonksiyonel Gida

\ Gida Giivenligi

Sekil 12. Kusburnu genel 6zellikleri Patel, 2017'den adapte edilmistir.

16



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar

Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz ve Aletler

Marka/Model

Buzdolab1 Beko BK 9610 NM
Cam malzemeler (beher, balon joje, vd.) ISO Lab
Calkalayici Inkiibator Shel Lab SSI2

Distile Su Cihazi

Merk Milipore HX 7000SD

Ependorf tiip (1,5 mL)

ISO Lab

Evaporator

Heidolph 4001 Efficent 519

Etiv

Gallenkamp 300plus

Falkon Tiip (15/50 mL)

Labsolute

Hassas Terazi (0,0001 Hassasiyet)

KERN ABJ 220NM

pH metre

HANNA HI 2020 Edge

Santrifiij (eppendorf)

Centrifuge 5810 R

Manyetik Isitici/Karistirict

Termal TM12

Mikroplakalar

Lp Italiana Spa

Mikroplaka okuyucu Versa Max
Otomatik pipetler (10/20/200/1000uL) Eppendorf
Homojenizator Miccra D-1
Santrifiij (Sogutmali) Allegra 64R

Spektrofotometre Cihazi

Shimadzu UV1601

Vorteks

IKA Vortex Genius 3

Mikrosantrifiij

Termo IEC Micromax

Mikro Plaka Yikama Cihazi

BioTek ELx50


https://www.labor.com.tr/SHIMADZU%2CLA_1168-3.html

2.2. Kullamlan Kimyasallar Malzemeler

Tablo 3. Kullanilan kimyasal malzemeler ve markalari

Kimyasal Maddeler Firma/Kod
DiSodiumHydrogenPhosphateDihydrate Merck 106580
(Na2HPO4.2H20)
Fosforik asit (H3PO4) Sigma Aldrich 695017
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat Merck Art 6576
(Na2HPO4)
Etanol Sigma Aldrich 32205
Bovin Serum Albumin (BSA) Sigma Aldrich 058K0726
Triton X-100 Merck Art 11869
Fosfat tampon Sigma Aldrich P4417
Hidroklorik Asit(HCI) Sigma Aldrich 07102
Hidrojen peroksit (H,05) Tekkim 7722841
Potasyumdihidrojenfosfat(KH2PO4) Merck Art 4871
Potasyum Klor (KCI) Sigma Alrich S9888
1,1,3,3-tetrametoksipropan Sigma 76H3424, %99
Sodyum klortir (NaCl) Merck 100317
TNF alfa ELISA Kit Elabscience ZD270NHJ8236
SOD ELISA Kit Elabscience ZD2966X26051
IL6 ELISA Kit Elabscience ZD2966X26051
Tiyobarbiitiirik Asit (TBA) Merck 108180
Trikloroasetik Asit (TCA) Merck 76039
TOS Kit Rel Assay Diagnostics
0OK221500
TAS Kit Rel Assay Diagnostics
MT23137A
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2.3. Deney Hayvanlar1 Gruplar ve Uygulamalar

Calismada deney hayvanlar kullanildigindan etik izin alinmasi gerekli idi. Etik
izin Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan alind1 (Ek-1,2,3:53488718-636 sayili ve 21.09.2022 tarihli Etik Kurul onay
yazis1). Calismada kullamlmak {izere 35 adet 3 aylik, disi wistar rat KTU Tip
Fakiiltesinde, Cerrahi Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Hayvanlarin bakim,
beslenme, barinma ve sakrafikasyonu g¢alisma siiresince bu merkezde gergeklestirildi.
Kontrol siireglerinde ratlarda uyum ve stres gibi belirgin problemler izlenmedi. Ratlar
calisma boyunca ad libitum sartlarda tutuldu. Standart rat yemi disinda ek besin
verilmedi. Ortalama laboratuvar sicakligi 22 + 3 °C, ortalama nem ise %50 + 5 olarak
gozlendi.
Gruplar 6zellikleri ve uygulanan islemlere gore asagidaki sekilde ayarlandi.

1.Grup: Kontrol Grubu

2.Grup: Yiiksek Doz Kusburnu Grubu

3.Grup: Sisplatin (7.5 mg/kg) Grubu

4.Grup: Sisplatin + 200 mg/kg (Diisiik Doz) Kusburnu Grubu
5.Grup: Sisplatin + 400 mg/kg (Yiiksek Doz) Kusburnu Grubu

1. Gruba deney siiresince 11 giin SF (serum fizyolojik) gavajla agizdan verildi.

2. Gruba deney siiresince (11 giin boyunca) kusburnu 400 mg/kg/giin gavajla agizdan
uygulandi.

3. Gruba deney siiresince (11giin) serum fizyolojik gavajla agizdan uygulandi ve 5. Giin
tek doz sisplatin 7.5 mg/kg i.p (intraperitonel) yolla uygulandi.

4. Gruba (Sisplatin+200 mg/kg Kusburnu) deney siiresince (11 giin) kusburnu 200 mg/
kg/giin gavaj ile agizdan uygulandi. Tek doz 7.5 mg/kg sisplatin uygulamasi 5. Giin i.p.
olarak yapildu.

5. Gruba (Sisplatin+400 mg/kg Kusburnu) deney siiresince (11 giin) kusburnu 400 mg/
kg/glin gavaj ile agizdan uygulandi ve tek doz 7.5 mg/kg sisplatin 5. Giin i.p. olarak
uygulandi.

Sisplatin (Cisplatin-Kogak 50 mg/100 ml IV infiizyon) temin edildi.
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Sekil 13. Kusburnu ekstraktinin gavaj ile uygulanmast

Sekil 14. Ratlara sisplatin (i.p) uygulanmasi

2.3.1.Numunelerin Toplanmasi

Ratlardan sakrifiye islemi sirasinda biyokimya tiiplerine 5-6 mL kan alindi.
Kanlar 3000 rpm’de 7 dk boyunca santrifiij edildi. Kan serumu elde edildi, aligotland1
ve ¢alisma yapilacak vakte kadar -80 °C’de dondurucuda saklandi. Ratlardan sakrifiye
sonrasi bobrekler cerrahi kosullar altinda ¢ikarildi. Sag bobrek biyokimyasal, sol bobrek
ise histopatolojik analizler i¢in kullanildi. Bobrek dokulari herhangi bir kalinti
kalmamasi i¢in SF ile yikandi, biyokimyasal ¢alismalar (BUN, CREA, IL-6, SOD,
TAS, TOS, CAT, MDA, TNF-a) i¢in deney tiipleri igerisine bozulmasini engellemek

icin aligotlandi. Diger bir bobrek dokusu histopatolojik analizler i¢in formaldehit
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soliisyonuna alindi. Biyokimyasal analizler Giimiishane Universitesi Miihendislik ve
Doga Bilimleri Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik béliimii ve KTU Tip Fakiiltesi,
Tibbi Biyokimya ABD’na ait arastirma laboratuvarinda yapildi. Histopatolojik analizler
ise KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji ABD laboratuvarlarinda

gerceklestirildi.

Sekil 15. Sakrifikasyon sonrasi organlarin ¢gikarilmasi

2.3.2.Biyokimyasal Analizler

2.3.2.1. Serum Numune Analizleri

Gruplar hizmet alim1 yolu ile serum érnekleri KTU Farabi Hastanesi Biyokimya
Merkez Laboratuvarinda analiz edildi. Enzimatik, spektrofotometrik olarak BUN ve

CREA diizeylerine laboratuvar otoanalizorlerinde (Beckman USA) bakildi.

2.3.2.2. Doku Homojenizatlar i¢in Tampon Hazirlanmasi

Doku homejenizasyonunda kullanilmak i¢in ti¢ farkli tampon hazirlandi.
¢ PBS tamponunu hazirlanmasi ( pH:7.4):
[lk olarak, bilesenler asagidaki sekilde tartildi.

- NaCl: 8.0 g/L

- KCl:0.2g/L

- Na;HPOy4: 1.44 g/L
- KH,PO4: 0.24 g/L

Bir beher icerisine tartilan bilesenler eklendi. Uzerine 0.8 L distile su ilave edildi.

Manyetik karistirict kullanarak karigimi ¢6ziinceye kadar karigtirlldi. Bilesenler

tamamen ¢ozildii. pH degerini 7,4’e ayarlandi. Cozelti distile suyla 1 L hacmine
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tamamlandi. Hazirlanan PBS tamponunu kullanmadan once +4°C buzdolabinda

saklanda.

e KCI tamponu:

Hassas terazi kullanarak 1.15 g KCl'yi tartildi. Tartilan KCl'yi behere alindi.
Distile su, tartilan KCl'nin {izerine eklendi ve ¢o6zelti 1 L'ye tamamlayacak sekilde
karistirildi. Hazirlanan ¢ozeltiye 0,5 mL Triton X-100 eklendi. Triton X-100' ¢ozeltiye
ekledikten sonra, ¢ozelti tekrar karistirildi.

e Fosfat tamponu (pH=7.0; 50 mM):

[k olarak, 3.405 g KH,PO,'ti bir beherin igine alindi. KH,PO,'lin iizerine distile

su eklendi ve ¢6ziinene kadar karistirildi. Elde edilen ¢ozeltinin son hacmi 500 mL'ye
tamamlayacak sekilde distile su ile tamamlandi.
Ayn1  sekilde, 4.45 g NayHPO4.2H,O'yu bagka bir beherin igine alindi
Na;HPO,4.2H,0'nun iizerine distile su eklendi ve ¢oziinene kadar karistirildi. Elde edilen
¢ozeltiyi son hacmi 500 mL'ye tamamlayacak sekilde distile su ile tamamlandi. Daha
sonra, KH,PO,4 ve Na,HPO4.2H,0 ¢ozeltileri 1:1,5 oraninda karistirildi. Bu oran elde
edilmek icin, 100 mL KH,PO, ¢ozeltisine 150 mL Na,HPO4.2H,0 ¢6zeltisini eklendi
Karstirilan ¢ozeltilerin pH degeri 7,0’ ye ayarlandi.

2.3.2.3. Doku Homojenizatinin Hazirlanmasi

e 100 mg bobrek dokusu tartildi. Bobrek dokusu eppendorfa alindi ve iizerine 1000
pL pH 7,4 PBS tamponu eklendi. Her bobrek dokusunun tartim isleminden sonra
kullanilan aletler ve hassas terazi etanol ile temizlendi. PBS tamponu igerisine
alinan doku 30 saniye boyunca homojenizator ile pargalandi. Homojenizatoriin ucu
her islemden sonra PBS tamponu ile temizlendi. Pargalama isleminden sonra tiipler
15 dk boyunca 10000 g’de santrifiij edildi. Hazirlanan doku homojenizati TAS,
TOS, CAT ve protein tayini i¢in kullanildi.

e 100 mg bobrek dokusu tartildi. Tartilan bobrek dokusu eppendorfa alind1 ve 1000
pL PBS tamponu ile tamamlandi. Tartim isleminden sonra kullanilan aletler ve
hassas terazi etanol ile temizlendi. PBS tamponu igerisindeki doku 30 saniye
boyunca pargalandi. Parcalama isleminden sonra homojenizatdriin ucu tampon
coOzelti igerisinde temizlendi. Pargalama isleminden sonra 15 dk boyunca 10000 g’de
santrifiij edildi. Hazirlanan homojenizat ELISA yontemi i¢in kullanildi.

e 50 mg bobrek dokusu tartildi. Bobrek dokusu eppendorfa alindi ve iizerine 2000 pL
KCI tamponu eklendi. Her bobrek dokusunun tartim isleminden sonra kullanilan

aletler ve hassas terazi etanol ile temizlendi. Tampon igerisine alinan doku 30 saniye
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boyunca homojenizator ile parcalandi. Homojenizatoriin ucu her islemden sonra
tampon ile temizlendi. Parcalama isleminden sonra tiipler 10 dk boyunca 3000 g’de

santrifiij edildi. Hazirlanan doku homojenizatt MDA analizi i¢in kullanildi.

2.3.2.4. Protein Miktar Tayini

Bobrek dokularindan protein miktar tayini, BCA protein 6l¢tim kiti kullanilarak
gerceklestirildi (Merck Millipore, Katalog No: 71285-3). Bobrek dokusundan elde
edilen fazlardan protein tayini yapildi. Analizin prensibi Biiiret reaksiyonuna
dayanmaktadir. Bu yontemde alkali ortamda Cu*? iyonlar1 protein varhginda Cu™’e
indirgenir. BCA reaktifi indirgenen Cu iyonlar1 ile reaksiyona girer ve ¢ozelti renk
degistirir. Olusan renk 562 nm dalgaboyunda spektrofotometrik olarak okunur ve
protein miktar1 tespit edilir. Stok standart olarak 2 mg/mL'lik BSA kullanildi

(Weichselbaum, 1949).
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Sekil 16.Doku protein 6l¢timiinde kullanilan standart grafigi

2.3.2.5. SOD Aktivite Tayini

SOD analizleri i¢in, Cin merkezli Elabscience firmasinin E-EL-R1424 katalog
numarali ELISA kiti kullanildi. Bu kitin plateleri, 96 kuyucuga sahip olup,
Ozellestirilmis antikorlarla rat SOD'larina 6zgii olarak kaplanmistir. Bobrek dokusu
ornekleri -80°C'de saklanirken, ELISA kitindeki hazir 96 kuyucuklu plate ve diger
reaktifler kullanima hazir olmasi icin +4°C'de bekletildi ve ardindan oda sicakligina
(18-25°C) getirildi. ELISA kiti kullanilarak dokuda SOD seviyeleri belirlendi. Bu
amagla, iretici firmanin kullanim tavsiyeleri dogrultusunda asagida verilen islemler
sirastyla 96 kuyucuklu ELISA plate icerisinde ger¢eklestirildi.
. Numuneden 50 pL standart kuyucugu harig¢ her kuyucuga yiiklendi.
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Sekil

Standarttan 50 uL numunelerin kuyucuklari hari¢ standart kuyucuklarina
yiiklendi.

Ardidan hemen 50 pL Biyotinle Isaretlenmis Antikordan kuyucuklara eklendi ve
37°C’de 45 dakika tizeri folyo ile kapali sekilde inkiibe edildi.

Plate aspire edildi ve 3 kez wash buffer ile yikama yapildi.

HRP Konjugati 100 pL her kuyucuga eklendi.

30 dakika 37 °C’de c¢alkalayici inkiibatorde tizeri folyo ile kapali sekilde inkiibe
edildi.

Plate aspire edildi ve 5 kez wash buffer ile yikama yapildi.

90 uL Substrat Reaktifi her kuyucuga eklendi.

15 dakika 37 °C’de c¢alkalayici inkiibatorde iizeri folyo ile kapali sekilde inkiibe
edildi.

Her kuyucuga stop soliisyonu 50 pL eklendi.

450 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

2.5'de verilen standart egri grafigi kullanilarak elde edilen verilerin standart

konsantrasyonlarina kars1 absorbans degerleri hesaplandi ve numunelerdeki SOD

seviyeleri belirlendi. Elde edilen sonuglar, doku drneklerindeki SOD seviyeleri pg/mg

protein birimi cinsinden ifade edildi.

Absorbans 450nm

2,5 -
y =0,3636x2 - 1,5564x + 2,3558
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Sekil 17. Doku SOD tayininde kullanilan standart grafigi

2.3.2.6. Katalaz Aktivite Tayini

Aebi yontemi ile katalaz aktivitesi belirlendi. Bu yontem, H>O,'nin enzimatik

bozunmasi ile 240 nm dalga boyundaki absorbanstaki azalmanin izlenmesine
dayanmaktadir (Aebi, 1987).
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Kullanilan Cozeltiler

Hidrojen Peroksit: Giinliik hazirlanan ¢ozelti igin, 0.36 mL %30 H,O, alind1 ve
fosfat tamponu ile 0,05 L'ye tamamlandi. Doku homojenatlar1 20 kat fosfat tamponu ile
seyreltilerek numuneler hazirlandi. Bu numuneler, kér ve numune karigimlari i¢in ayri
ayr1 pipetlendi ve kuvars kiivetlere aktarildi, asagida belirtilen yonteme uygun olarak
ol¢iim yapildi. kér icin 0.375 mL fosfat tamponu ve 0.75 numune kullamldi. Ol¢iim
yapilacak numune i¢in ise 0.75 mL numune ve 0.375 H,0; kullanildi.

Kuartz kiivetlerin i¢ine H,O, eklenmesiyle birlikte, kiivetler hemen altiist edildi
ve her 10 saniyede bir 240 nm'de absorbanstaki diisiis kaydedildi. Diisiis oraninin
dakikada 0.015 ile 0.100 arasinda olmasina 6zen gosterildi ve bu diislis araliginda
olmadig: taktirde numune seyreltmeleri yeniden ayarlandi. Birinci mertebede reaksiyon
hiz sabiti (k) kullanilarak CAT aktivitesi belirlendi. Absorbans degerlerindeki 10
saniyelik diistisler, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

A0= Baslangi¢ absorbansi

Al= absorbans (10. Saniye)

k= (2.3/10) x log(A1/A2) s*

Birinci mertebede reaksiyon hiz sabiti (k), iistteki esitlige gore hesaplandiktan sonra
seyreltme faktorii ile carpildi. Sonrasinda bobrek dokularindaki her gram proteine diisen

katalaz aktivitesi hesaplandi.

2.3.2.7. MDA Analizi

MDA, lipid peroksidasyonunun bir {iriiniidiir. Bu yontemde MDA, Tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile analiz edilir. Analiz sonucunda spektrofotometrik olarak olusan pembe
renkli yap1, 532 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Sonuglar standart grafigine gére hesaplanir
(Mihara vd.,1978).
Bobrek dokularindan 50 mg'lik &rnekler alinarak MDA 6lgiimii yapildi. Ornekler,
%1.15 KCI ¢ozeltisi iginde 0.5 mL/L Triton X-100 buzlu su banyosunda homojenize
edildi. Homojenatlar 10 dakika boyunca 3000 g'de santrifiij edilerek siipernatantlar elde
edildi ve ilgili 6l¢timler bu siipernatantlarda yapildu.
Kullanilan ¢ozeltiler
Tiyobarbitiirik Asit (TBA) ¢ozeltisi: 50 mL suda manyetik karistirict kullanarak 0.67 g
TBA, yaklasik 20 dakika boyunca 30°C'de karigtirildi. TBA tamamen soguduktan
sonra, 50 mL asetik asit eklenerek karisim tamamlandi.
%1 ’lik H3PO4: %85'lik H3PO,4 2.94 mL alind1 ve az miktarda saf su eklendi ve son

hacmi 250 mL'ye tamamlanarak ¢o6zelti hazirlandi.
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Standart ¢ozeltiler: 50 mL 0.01 M HCI ¢o6zeltisine, 82.5 pL tetrametoksipropan
eklenerek ve 1 saat boyunca 50 °C'de inkiibe edildi. Reaksiyon gerceklesmesi beklendi.
Bu reaksiyon sonucunda elde edilen stok MDA standardi 10.000 nmol/ml
konsantrasyonda idi ve bu standardtan 1.000 nmol/ml ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. 500
nmol/mI’lik ara stok ¢ozeltisinden seri diliisyon yontemiyle 250, 125, 62.5, 31.25,
15.625, 7.8125, 3.9062 ve kor nmol/ml’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi. Doku
homojenatlar1 Sl¢lim yapilacak numuneler olusturmak icin potasyum klor ile 2 kat
seyreltildi. MDA analizi i¢in yapilan islemler ise asagida siralandi.
. ~50 mg. doku tartildi. Kesim islemi buz iizerinde yapildi. Her tartilan doku
miktar1 kaydedildi. Konsantrasyon gram doku basina verildi.

. Tiiplerin iizerine 2 mL tampon koyuldu. Yaklasik 30 sn homojenize edildi. islem

buz igerisinde yapildi.

. Tiipler 3000 g’de 10 dk boyunca santrifiij edildi.

. Santrifiij isleminden sonra silipernatant kisimdan 500 pL alinip baska tiipe
aktarild.

. Tiiplerin iizerine 1 mL TBA, 3 mL %1°lik H3PO4 koyuldu.

. 500 pL standart iizerine 1 mL TBA, 3 mL %1’lik H3PO4 koyuldu.

. Tiipler 100°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

. Stipernatant 300 uL plate igine pipetlendi ve 532 nm’de absorbans okundu.

0,6 -

y =0,001x + 0,0022
0,5 - R? = 0,9998

Absorbans 532nm
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Sekil 18.Doku MDA 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi
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2.3.2.8. IL-6 Analizi

Calismamiz i¢in Cin merkezli Elabscience firmasmin E-EL-R0015 katalog
numaralt ELISA kiti kullanildi. 96 kuyucuklu plate o6zellestirilmis antikorlar ile
kapliydi. Bobrek doku ornekleri -80°C’de saklanirken kitin igerisindeki plate ve
reaktifler +4°C’de bekletildi ve ardindan oda sicakliina getirildi. ELISA kiti sayesinde
dokulardaki IL6 seviyeleri belirlendi. Bu amagla {iretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda asagida verilen basamaklar sirasiyla 96 kuyucuklu plate icinde

gergeklestirildi.

e Numuneden 100 pL standart kuyucugu hari¢ her kuyucuga ytiklendi.

e Standarttan 100 pL numunelerin kuyucuklar1 hari¢ standart kuyucuklarina
yiiklendi.

¢ 90 dakika 37°C’de calkalayict inkiibatorde {izeri folyo ile kapali sekilde inkiibe
edildi.

e Plate aspire edildi.

e Biyotinle isaretlenmis antikordan 100 pL kuyucuklara yiiklendi ve 1 saat boyunca
37°C’de calkalayici inkiibatorde tizeri folyo ile kapali sekilde inkiibe edildi.

e Plate aspire edildi ve 3 kez wash buffer ile yikama yapildi.

e HRP Konjugati 100 uL her kuyucuga eklendi.

¢ 30 dakika 37 °C’de galkalayici inkiibatorde tizeri folyo ile kapali sekilde inkiibe
edildi.

e Plate aspire edildi ve 5 kez wash buffer ile yikama yapildu.

o Substrat reaktifi 90 uL her kuyucuga eklendi.

e 15 dakika 37 °C’de calkalayict inkiibatorde iizeri folyo ile kapali sekilde
inkiibasyona birakilda.

e Her kuyucuga stop soliisyonu 50 pL eklendi.

¢ 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Verilerin analizi sonucunda, standart konsantrasyonlara karsi elde edilen
absorbans degerlerinin kullanildig1 bir standart egri grafigi olusturuldu ve bu grafik
tizerinden doku oOrneklerindeki IL6 seviyeleri hesaplandi. pg/mg protein birimi

cinsinden doku 6rneklerinin sonuglari ifade edildi.
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Absorbans 450 nm
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Sekil 19. Doku IL6 6l¢timiinde kullanilan standart grafigi

2.3.2.9. TNF-o Analizi
Calismamizda sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak, rat TNF-a seviyeleri dlgtildii.

ELISA pleytinde, rat TNF-a'larina 6zgii antikorlarla kapli 96 kuyucuk bulunmaktadir. -
80°C'de saklanan bobrek dokusu ornekleri, ELISA kitindeki 96 kuyucuklu plate ve

diger reaktifleri kullanmadan 6nce, +4°C'den oda sicakligina ¢ikarmak igin bekletildi.

ELISA islemi 6ncesinde bobrek doku drnekleri PBS tampon ¢ozeltisi ile seyreltildi.

Asagidaki islemler takip edilerek, tiretici firmanin 6nerdigi ELISA kit kullanilarak doku

orneklerinde TNF-a seviyeleri belirlendi. 96 kuyucuklu ELISA plag: kullanilarak islem

gergeklestirildi.

Numuneden 100 pL standart kuyucugu hari¢ her kuyucuga yiiklendi.

Standarttan 100 pL numunelerin kuyucuklari hari¢ standart kuyucuklarina
yiiklendi.

60 dakika 37°C’de calkalayici inkiibatorde tizeri folyo ile kapali sekilde inkiibe
edildi.

Plate aspire edildi.

Biyotinle isaretlenmis antikordan 100 pL kuyucuklara yiiklendi ve 1 saat boyunca
37°C’de calkalayici inkiibatorde tizeri folyo ile kapali sekilde inkiibe edildi.

Plate aspire edildi ve 3 kez wash buffer ile yikama yapildu.

HRP Konjugati 100 pL her kuyucuga eklendi.

30 dakika 37 °C’de galkalayici inkiibatorde iizeri folyo ile kapali sekilde inkiibe
edildi.

Plate aspire edildi ve 5 kez wash buffer ile yitkama yapildi.

TMB Substrat1 90 pL her kuyucuga eklendi.
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. 15 dakika 37 °C’de calkalayici inkiibatorde iizeri folyo ile kapali sekilde
inkiibasyona birakild1.
. Stop soliisyonu her kuyucuga 50 uL eklendi.

. 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Verilerin analizi i¢in standart konsantrasyonlarina karsi Olciilen absorbans
degerleri kullanilarak bir standart egri grafigi cizildi (Sekil 2.8). TNF-a seviyeleri

hesaplanmasi igin egri grafigi kullanildi. Sonuglar ng/mg protein birimiyle ifade edildi.
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Sekil 20. Doku TNF-a 6lgiimiinde kullanilan standart grafigi

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

Dokuda ve serumda genel oksidatif stres belirtecleri olarak dl¢iilen TAS ve TOS
seviyeleri, relleassay Kitleri kullanilarak belirlendi. TAS degerleri minimal troloks
esdegeri/L, TOS degerleri ise mikromol H,O, esdegeri/L birimi olarak ifade edildi.
Okuma islemi mikro plaka okuyucuda (Thermo Scientific) gerceklestirildi.

2.3.3. Histopatolojik Analizler

Sicanlardan alinan sol bobrek dokulari, %10'luk formaldehit soliisyonunda 48 saat
boyunca sabitlendikten sonra rutin doku takibine tabi tutularak parafin bloklara
gomiildii. Mikrotom cihaziyla hazirlanan parafin bloklardan 5 mm kalinliginda kesitler
alindi. Sistematik ve rastgele Ornekleme yontemiyle segilen kesitler parafinden
arindirilip Periyodik asit-Schiff, Masson Trikrom ve Hematoksilen & Eosin boyas ile
boyanarak kesitler kapatildi. Histopatolojik degerlendirme dijital kamera ile donatilmis
151tk mikroskobuyla yapildi. Dokularin histopatolojik degerlendirmesi KTU Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalin’da bulunan dijital fotograf makinesi

(Olympus, DP 71, Japan) atagmanli 151k mikroskobunda (Olympus BX 51, Japan)
29



Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging Solution, Germany) programi kullanilarak
yapildi. Ayni sistemde incelenecek dokularin fotograflari ¢ekilip, resimler dijital ortama

aktarildi.

2.4. Istatistik

Istatiksel analizler SPSS 22.0 (SSPS Inc., Chicago, IL) gergeklestirildi. SPSS
analiz programi kullanilarak gerceklestirildi. Ratlara ait gruplararasi karsilastirmalar
icin Once parametrelerin normal dagilima uyup uymadiklar1 (parametrik- non
parametrik olup olmadiklari) kontrol edildi. Degerlerin parametrik olduklar1 goriildii.
Normal dagilima gore One Way Anova testi secildi ve grup kasilastirmalari i¢in post
hoc Tukey testi uygulandi. Histopatolojik degerlendirme igin Kruskal Wallis testi
yapildi. P<0.05 istatiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Biyokimyasal Analiz Sonuglari

3.1.1. BUN Diizeyleri
Calisma gruplarinda elde edilen serum BUN degerleri sekil 21 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 21. Serumda BUN degerleri. (a.b.c.d.e): ®Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlamh fark, bSisplatin grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark, “YDK grubu
ile karsilastirildiginda anlamli fark, ISis+YKB ile karsilastirildiginda anlamli
fark ve °Sis+DDK ile karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir.

Sekil 21°de gortildigii gibi sisplatin grubunda serum BUN degeri kontrol grubuna
(p<0.000), YDK grubuna (p<0.000) ve Sis+YDK grubuna gore (p=0.001) anlamli
derecede daha yiiksek bulunmustur. Sis + DDK grubunun Sis grubundan sonra en
yiiksek ikinci grup oldugu izlenmistir ve iki grup arasinda anlamli fark goriilmemistir.

Kontrol grubu ile YDK ve Sis+YDK gruplari arasinda anlamli bir fark mevcut degildi.

3.1.2. Kreatinin Diizeyleri
Gruplardaki kreatin diizeyleri sekil 22°de gosterilmistir.
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Sekil 22. Serumda kreatlnln degerleri. (a.b.c.d.e): *Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlaml fark, Slsplatm grubu ile karsllastlrlldlgmda anlaml fark, “YDK grubu
ile karsilastirildiginda anlamli fark, 9Sis+YKB ile karsilastirildiginda anlamli
fark ve °Sis+DDK ile karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir.

Sekil 22°de goruldugi gibi sisplatin grubu kontrol grubuna (p=0.003), YDK
grubuna (p=0.002) anlamli derecede daha yiiksek bulundu. Sis + DDK grubunun Sis
grubundan sonra en yiiksek ikinci grup oldugu izlenmistir. Bu grup kontrol ve YDK
gruplarindan anlamli derecede daha yiiksekti (p=0.004).

3.1.3.  TAS-TOS Degerleri
Deney gruplarindan alinan doku orneklerinin TAS-TOS degerleri sekil 23 ve
sekil 24°de, serum 6rneklerinin de TAS-TOS sekil 25 ve sekil 26°da verildi.
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Sekil 23. Doku 6rneklerinde TAS degerleri. (a.b.c.d.e): *Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark, Slsplatln grubu ile karsllastlrlldlglnda anlaml
fark, °YDK grubu ile karsilastinldiginda anlamli fark, %Sis+YKB ile
karsilastinildiginda anlamli fark ve °Sis+DDK ile karsilastirildiginda anlamli
fark: ifade etmektedir.
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Sekil 23°de goriildiigii gibi doku orneklerinde TAS degerleri siplatin grubunda
kontrol, YDK, sis+YKB ve sis+tDKB gruplarindan anlamli derecede diisiiktiir (sirasi ile
p=0,001; p=0,01, p=0,000 ve p=0,000). Kontrol grubu ile YKB, sis+YKB ve sis+tDDK

gruplart arasinda anlamli fark goriilmedi.
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Sekil 24. Doku orneklerinde TOS degerleri. (a.b.c.d.e): aKontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark, bSisplatin grubu ile karsilastirildiginda anlaml
fark, “YDK grubu ile karsilastirildiginda anlamli  fark, ISis+YKB ile
karsilastirildiginda anlamhi fark ve °Sis+DDK ile karsilastirildiginda anlamli
farki ifade etmektedir.

Dokuda TOS degerlerine bakildiginda en yiiksek grup sisplatin grubu olarak
goriilmiistiir. En diisiik degere sahip olan grup ise kontrol grubudur. Sisplatin ile kontrol
grubu. Sisplatin, sisplatin + diisiikk doz kusburnu, yiiksek doz kusburnu ve sisplatin +
yiiksek doz kusburnu grubu arasinda bir fark goériilmemistir. Sisplatin ve yiiksek doz

kusburnu grubu arasinda fark goriilmemistir.
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Sekil 25. Serum &rneklerinde TAS degerleri. (a.b.c.d.e): *Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark, bSisplatin grubu ile karsilastirildiginda anlaml
fark, °YDK grubu ile karsilastinldiginda anlamli fark, “Sis+YKB ile
karsilastirildiginda anlamli fark ve °Sis+DDK ile karsilastirildiginda anlamli
farki ifade etmektedir.

Calismada serum oOrneklerinde serum TAS degerleri agisindan en yiiksek grup

kontrol grubudur. En diisiik grup ise sisplatin grubudur. Bununla beraber gruplar

arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi.
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Sekil 26. Serum orneklerinde TOS degerleri. (a.b.c.d.e): ®Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark, °Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda anlamlh
fark, “YDK grubu ile Kkarsilastirildiginda anlamli  fark, ISis+YKB ile
karsilastirildiginda anlamli fark ve °Sis+DDK ile karsilastirildiginda anlaml
farki ifade etmektedir.

Serum orneklerinde TOS degerleri arasinda en diisiik deger grup kontrol grubuna

ait bulundu. En yiiksek degere sahip grup ise sisplatin grubunda idi. Sisplatin grubu ile

kontrol grubu, sisplatin+yiiksek doz kugburnu ve sisplatint+diisiik doz kugsburnu gruplari
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arasinda anlamli fark gortldii (Siras1 ile p=0,002, p=0,006 ve p=0,011). arasinda
anlaml fark goriilmiistiir (p<0.05). Yiiksek doz kusburnu, kontrol, sisplatin + yiiksek

doz kusburnu ve sisplatin + diisiik doz kusburnu gruplari arasinda fark gériillmemistir.

3.1.4. Dokuda SOD Diizeyleri
Doku SOD diizeylerine ait bulgular Sekil 27'de sunulmustur.
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Sekil 27. Doku o&rneklerinde SOD degerleri.

(a.b.c.d.e): ®Kontrol grubu ile

kiyaslandiginda anlamli fark, bSisplatin grubu ile karsilastirildiginda anlaml
fark, °YDK grubu ile karsilastinldiginda anlamli fark, “Sis+YKB ile
karsilastirildiginda anlamli fark ve eSis+DDK ile karsilagtirildiginda anlamli
farki ifade etmektedir.

Sekil 27°de goriildiigii gibi doku drneklerinden elde edilen yiiksek doz kusburnu

grubunun en diisiik SOD degerine sahip oludgu goriilmiistiir. Ikinci en diisiik grup ise

sisplatin grubudur. Sisplatin grubu ile kontrol grubu, sistYDK ve Sis+DDK gruplari
arasinda anlamli fark goriilmistiir (siras1 ile p=0.000, p=0,001 ve p=0,000). Sisplatin +

DDK ve sist+YDK gruplarinin kontrol grubundan anlamli derecede farkli olmadig:

tespit edildi.

3.1.5. Dokuda CAT Diizeyleri
Doku CAT diizeylerine ait bulgular Sekil 28'de sunulmustur.
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Sekil 28. Doku o6rneklerinde CAT degerleri. (a.b.c.d.e): *Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark, bSisplatin grubu ile karsilagtirildiginda anlaml
fark, °YDK grubu ile karsilastirildiginda anlaml fark, ISis+YKB ile
karsilastirildiginda anlamli fark ve °Sis+DDK ile karsilastirildiginda anlamli
farki ifade etmektedir.

Sekil 28°de goriildiigii gibi bobrek doku 6rneklerinden elde edilen CAT degeri en
diisiik olan grup sisplatin grubudur. Sisplatin grubu ile kontrol grubu ve yiiksek doz
kusburnu grubu arasindan anlamli bir fark goriilmektedir (sirasi ile p=0.003 ve
p=0,002). Kontrol grubu ve yiiksek doz kusburnu grubu arasinda bir fark yoktur.
Sisplatin + diisiik doz kusburnu grubunun ve sisplatin + yiiksek doz kusburnu grubunun
CAT degerinin sisplatin grubuna gore yiiksek oldugu goriilmekle beraber fark anlamli
degildi.

3.1.6. Dokuda TNF-a Diizeyleri

Doku TNF-a diizeylerine ait bulgular, Sekil 29'da sunulmustur.
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Sekil 29. Doku orneklerinde TNF-a degerleri. (a.b.c.d.e): #Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark, bSisplatin grubu ile karsilastirildiginda anlaml
fark, °YDK grubu ile karsilastinldiginda anlamli fark, “Sis+YKB ile
karsilastirildiginda anlamli fark ve °Sis+DDK ile karsilastirildiginda anlaml
farki ifade etmektedir.

Sekil 29°da goriildiigii gibi bobrek doku oOrneklerinden elde edilen TNF-a

degerleri arasinda en yiiksek degere sahip olan grup sisplatin grubudur. Sisplatin grubu

ile kontrol grubu arasindan anlamli bir fark goriilmiistiir (p<0.000). Sisplatin ve yiiksek

doz kugburnu grubu arasinda bir fark yoktur. Ayrica Sisplatin + diisiik doz kugburnu ve

sisplatin + yiiksek doz kusburnu gruplarindan da anlamli farklilik gdstermektedir

(p<0,000).

3.1.7.Dokuda MDA Diizeyleri

Doku MDA diizeylerine ait bulgular, Sekil 30'da sunulmustur
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Sekil 30. Doku orneklerinde MDA degerleri. (a.b.c.d.e): *Kontrol

grubu

ile

kiyaslandiginda anlamli fark, bSisplatin grubu ile karsilastirildiginda anlaml
fark, °YDK grubu ile Kkarsilastirildiginda anlamli  fark, ISis+YKB ile
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karsilastirildiginda anlamli fark ve °Sis+DDK ile karsilastirildiginda anlamli
fark: ifade etmektedir.

Sekil 30’da goriildiigii tizere doku MDA seviyeleri arasinda en diisiik deger
kontrol grubunda tespit edildi. Sisplatin ile yiiksek doz kusburnu grubu arasinda fark
goriilmedi. Sisplatin grubu ile kontrol ve sisplatin+yiiksek doz kusburnu gruplari
arasinda anlamli farklilik gortildi (sirast ile p=0,000 ve p=0,024). Kontrol ile sisplatin
+ yiiksek doz kusburnu grubu arasind anlamli farklilik goriillmezken sisplatin + diisiik

doz kusburnu gruplari arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p=0,016)

3.1.8.Dokuda IL-6 Diizeyleri
Doku IL-6 diizeylerine ait bulgular, Sekil 31'de sunulmustur.
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Sekil 31. Doku &rneklerinde IL-6 degerleri. (a.b.c.d.e): ®Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark, bSisplatin grubu ile karsilastirildiginda anlaml
fark, °YDK grubu ile karsilastinldiginda anlamli fark, “Sis+YKB ile
karsilastirildiginda anlamli fark ve °Sis+DDK ile karsilastirildiginda anlaml
fark: ifade etmektedir

Sekil 31°de goriildiigii gibi doku 6rneklerinden elde edilen IL-6 degerleri arasinda
en yiiksek degere sahip olan grup sisplatin grubudur. Sisplatin grubu ile kontrol grubu
arasindan anlamli bir fark goriildi (p=0.000). Sisplatin ve yiiksek doz kusburnu grubu
arasinda bir fark yoktur.  Sisplatin + diisiik doz kusburnu grubunun IL-6 degerinin
sisplatin  grubuna goére belirgin bigimde diisiik oldugu gorilmektedir(p=0,000).
Sisplatin + yiiksek doz kusburnu grubunun sisplatin grubuna gore diisiik oldugu
goriilmektedir (p=0,000).
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3.2. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik degerlendirmede kontrol gurubunda glomerullerin diizgiin yapida,
proksimal, distal ve toplayici tubul yapilarinin normal goriiniimde oldugu izlendi.
Yiiksek doz ila¢ uygulanan grup kontrol grubuna benzer 6zellikteydi.

Sisplatin uygulanan grupta Proksimal ve distal tubullerde epitel dejenerasyonu,
epitel dokiilmesi, epitel hiicrelerinde vakuolizasyon gozlendi.

* Hiicrelerde PAS+ goriiniim artmigt1.
* Proksimal ve distal tubullerde cast formasyonu mevcuttu.
* Glomerullerin etrafinda yer yer inflamatuvar hiicre infiltrasyonu mevcuttu.
* Bazi glomerullerde bowman kapsiilinde kalinlasma, bowman araliginda
genisleme goriildii. Toplayici tubullerde kast formasyonu mevcuttu.

Sisplatin +diisiik doz kusburnu uygulanan grupta bulgular Sisplatin uygulanan
grupla benzer 6zellikteydi. Bulgularda belirgin bir azalma gozlenmedi.

Sisplatin + yiikksek doz kusburnu uygulanan grupta bulgular olduk¢a azalmis
olmakla beraber, PAS boyada azalma olmadi. Proksimal ve distal tubullerde cast
formasyonu (ok) acisindan kontrol ve cisplatin gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik
mevcuttu (p<0.001). Glomerullerin etrafinda yer yer inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
(licgen) mevcuttur. Bazi glomerullerde bowman kapsiiliinde kalinlagsma, bowman
araliginda genisleme (yildiz) goriilmektedir. Toplayici tubullerde iki grup arasinda kast
formasyonu (ok) agisindan anlamli bir farklihlk mevcuttu (p<0.002). Histopatolojik
degerlendirmelerde kontrol grubu ile yiiksek doz (400 mg/kg) kusburnu grubu arasinda
tubuler hasar, cast formasyonu ve inflamatuar bulgular agisindan anlamli bir farklilik

gorilmedi.

Histopatolojik bulgu ve degerlendirmelere dair sekiller asagida gosterilmistir.
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Sekil 32. A: Kontrol grubu Hemotoksilen & eozin ile 400X biiyiitmeli
(H&E A(x400)) normal goriiniimlii bobrek dokusu. G: Glomerulus; DT: Distal
Tibil PT: Proksimal Tiibiil

Ry 4 - —

Sekil 33. B: Sisplatin Grubu Hemotoksilen & eozin ile 400X biiyiitmeli (H&E (x400))
bobrek dokusu. Yildizz bowman araliginda genisleme Uggen: 18kosit
infiltrasyonu; Ok: cast formasyonu; Centikli ok: hiicrede vakuolizasyon; Ok
basi: tiibiil liimenine dokiilmiis hiicreler.
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Sekil 34. C: Sisplatin + Yiiksek Doz Kusburnu Grubu Hemotoksilen & eozin ile 400X
biiylitmeli (H&E (x400)) bobrek dokusu. Ok: Cast formasyonu.

e
Sekil 35. D: Sisplatin + Diisiik Doz Kusburnu Grubu Hemotoksilen & eozin ile 400X
biiylitmeli (H&E (x400)) bobrek dokusu. Yildiz: bowman araliginda genisleme
Uggen: 1dkosit infiltrasyonu; Ok: cast formasyonu; Centikli ok: hiicrede
vakuolizasyon; Ok bas: tiibiil limenine dokiilmiis hiicreler.
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Sekil 36. E: Yiiksek Doz Kusburnu Grubu Hemotoksilen & eozin ile 400X biiyiitmeli
(H&E A(x400)) normal goriiniimlii bobrek dokusu. G: Glomerulus; DT: Distal
Tiibul; PT: Proksimal Tiibiil

Sekil 37. A: Kontrol grubu Masson Trikrom ile boyanmis 400X biiyiitmeli normal
goriiniimlii bobrek dokusu. PT: Proksimal Tibil G: Glomerulus; DT: Distal
Tiibiil
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Sekil 38. B: Sisplatin Grubu Masson Trikrom ile boyanmis 400X biiyilitmeli bobrek
dokusu. Yildiz: bowman araliginda genisleme Centikli ok: bowman kapsiiliinde

kalinlasma

Sekil 39. C: Sisplatin + Diisiik Doz Kusburnu Grubu Masson Trikrom ile boyanmig
400X biiyiitmeli bobrek dokusu. Yildiz: bowman araliginda genisleme Centikli
ok: bowman kapsiiliinde kalinlagma Ok: cast formasyonu
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Sekil 40. D: Sisplatin+Yiiksek Doz Kusburnu Grubu Masson Trikrom ile boyanmis
400X biiyiitmeli bobrek dokusu. Ok: cast formasyonu

Sekil 41. A: Kontrol grubu Periyodik asit—Schiff ile boyanmis 400X biiyiitmeli (PAS
Boyama(x400)) normal goriiniimlii bobrek dokusu. PT: Proksimal Tibil G:
Glomerulus; DT: Distal Tiibul
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Sekil 42. B: Sisplatin Grubu Periyodik Asit—Schiff ile boyanmis 400X biiyiitmeli (PAS
Boyama(x400)) bobrek dokusu. PAS+

Sekil 43. C: Sisplatin + Diisiik Doz Kusburnu Grubu Periyodik asit—Schiff ile boyanmig
400X biiyilitmeli (PAS Boyama(x400)) bobrek dokusu. PAS+
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Sekil 44. D: Sisplatin + Yiiksek Doz Kusburnu Grubu Periyodik asit-Schiff ile
boyanmis 400X biiyiitmeli (PAS Boyama(x400)) bobrek dokusu. PAS+

Sekil 45. E: Yiikksek Doz Kusburnu Grubu Periyodik asit—Schiff ile boyanmis 400X
biiyiitmeli (PAS Boyama(x400)) normal gorinimli bobrek dokusu. G:
Glomerul PT: Proksimal Tiibiil DT: Distal Tiibiil PAS+
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4. TARTISMA

Sisplatin, bir antineoplastik kemoterapdtik ajandir ve giliniimiizde  yiiksek
toksisitesine ragmen, yaygin olarak kullanilanilmaktadir (Gold ve Raja, 2022). Testis,
yumurtalik, bag ve boyun, mesane, akciger, rahim agz1 kanseri, melanom gibi ¢esitli kati
kanserlerin tedavisi i¢in tercih edilmektedir (Ghosh, 2019). Sisplatin, kanser
hiicrelerinde  DNA hasarina neden olabilir, hiicre bdlinmesini engelleyebilir ve
apoptotik hiicre 6liimiinii tetikleyebilir (Dasari ve Tchounwou, 2014). Bununla beraber
sadece kanser hiicrelerinde degil viicudun saglikli hiicrelerinde de benzer etkiler
gostermektedir.

Sisplatinin s6z konusu etki mekanizmalar1 sebebi ile bir takim yan etkilere sahiptir.
Yan etkileri arasinda siklikla nefrotoksisite, hepatotoksisite, anafilaksi, ototoksisite,
norotoksisite ve kemik iligi baskilanmasi yer almaktadir. Nefrotoksisite kanser
tedavisinde baslica smirlayict faktor olarak tanimlanmaktadir (Karagol, 2023).
Hastalarda etkilerin ve toksisitenin goriilmesi sisplatin dozuna ve tedavi siiresine bagli
olarak degisir. Sisplatin uygulamasindan sonra akut bobrek hasarinin 3-21 saat arasinda
gelistigi ifade edilmektedir (Kirdal, 2013). Terapi sirasinda sisplatin uygulamasi sonucu
hastalarin yaklasik %30’unda nefrotoksisite gelistigi goriilmiistiir (Ak¢a vd, 2018). Bu
durum sisplatin ve benzeri maddelerin ila¢ olarak kullanimlarinda daha hassas
olunmasi1 gerektigini gostermektedir. Bununla beraber kanser tedavilerinde kombine
tedavi yontemleri de kullanilmaktadir.

Sisplatine bagli nefrotoksisitede 6zellikle sinyallesmenin hedefledigi bilinmektedir
(Pabla vd., 2008). Uzun siireli tedavilerde bobrek fonksiyonuna ve bobregin yapisina
zarar verdigi goriilmiistiir. Bu zarar, 6zellikle lipid peroksidasyonunu indiikleyerek
oksidatif stres ve serbest radikal tiretimiyle iliskilidir. Sisplatin ve benzeri maddelerin
oksidan-antioksidan dengeyi bozarak oksidatif stresi indiikledigi ve hiicre i¢i molekiiler
mekanizmalarin isleyisinin bozuldugu ifade edilmektedir (Pabla vd., 2008; Koyuncu,
2018). Sisplatinin biiyiik bir kism1 renal korteks iginde birikir ve 6zellikle proksimal
tiibiiler hiicrelerde yogunlasir bunun sonucunda renal tiibiiler yap1 degisiklikleri ortaya
cikar (Okuyan, 2014; Sahin, 2022).

Fenolik bilesikler, bitkilerde yaygin olarak bulunan ve ¢esitli saglik faydalariyla
iligkilendirilen bir grup bilesiktir. Antioksidan aktivitesi, O0dem azaltic1 etkisi,

antimikrobiyal, kanser ve mutasyon oOnleme etkileri bulunmaktadir (Eren, 2023).



Fenolik bilesiklerce zengin bitkisel triinler, reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi oksidan
sistemlerin hasar verici etkilerini gidermeye ¢aligirlar (Kiling vd, 2020). Antioksidanlar
serbest radikallerle hizlica reaksiyona girer. Otooksidasyon ve peroksidasyonun
ilerlemesini Onler. Antioksidanlarin fizyolojik sartlarda amaci serbest radikalleri
etkisizlestirmek, toksik etkilerini engelleyerek hiicreleri korumak ve serbest radikallerin
neden olacagi bozukluklari, hastaliklar1 6nlemektedir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Sisplatinin lipit peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) artirict etkisi goz
Ontine alindiginda, antioksidan Ozellige sahip ¢esitli bilesiklerin (C ve E vitamini,
likopen, quercetin, susam, yesil ¢ay, sitron, soya fasulyesi, bugday, lif ekstreleri, taurin,
ferulik asit, aksantin, N-asetilsistein, kurkumin, propolis, nar vb) kullanildig1
calismalara sik¢a rastlanmaktadir (Bami vd., 2017; Ueki vd., 2013). Polifenolik
bilesikler de bu nedenle bir ¢ok ¢alismada kullanilmistir (Turan vd, 2017; Okumus vd,
2015).

Sisplatinin ratlar tizerinde oksidan/antioksidan, inflamatuar ve apoptotik ekilerini
tespit etmeye yonelik deneysel ¢alismalarda pek ¢ok farkli parametrenin kullanildigi
goriilmektedir. Genel olarak SOD, TNF-0, CAT, MDA, glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), interlokin-1 beta (IL-1B), TAS, TOS, kaspaz-3 (Cas -3) yaygin olarak bakilan
belirteclerdir. Bununla beraber bobrek fonksiyon testlerinden glomerular filtrasyon hizi
ve klirensin degerlendirilmesine yonelik serum kan iire azotu (BUN) ve kreatinin
(CREA) degerleri de dikkate alinmaktadir. BUN ve CREA, metabolizmanin azotlu son
iiriinleridir. Ure, diyet proteininin ve doku protein ddngiisiiniin sonucunda olusan
birincil bir metabolittir. Viicuttaki proteinlerin sindirimi ve aminoasitlerin pargalanmasi
sonucunda ortaya ¢ikar. Kreatinin ise kaslarda bulunan kreatin fosfatin katabolizmasi
sonucu olusur (Hosten, 1990). Bobrek fonksiyon bozukluklarinda BUN ve CREA
degerlerinin arttig1 goriilmistiir (Kirdal 2013).

Yukarida belirtilen biyokimyasal parametreler disinda ayrica hiicre kaybi, tiibiiler
hasar, hiicrelerde morfolojik degisiklikler, nekroz, 16kosit infiltrasyonu, konjesyon, cast
dormasyonu gibi histolopatolojik parametreler de degisiklikleri gostermek igin
kullanilir.

Sisplatinin nefrotoksisiteye neden olabilmesi, deneysel hayvan ¢aligmalarinda sikca
ve ilk gozlemlenen bir yan etkidir (Nematbakhsh vd., 2012). Sisplatinin nefrotoksik
etkisinin azaltilmasina yonelik ¢aligmalarda 6zellikle sisplatin grubunda bu 6zelligin
goriilmesi gerekmektedir ve calismalarda hem biyokimyasal (6zellikle BUN, CREA)
hem de histopatolojik/immunhistokimyasal olarak dogrulanmaktadir.
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Nefrotoksisite olusmasi igin sisplatin dozu, uygulanis bigimi ve sakrifiye
asamasina kadar gegen siire onemlidir. Sisplatin dozuna yonelik literatiir incelendiginde
deneysel hayvan modeline (rat, fare), etken madde konsanrtrasyonuna, sisplatinin
viicuda verilis bigimine ve organ tlriine gore degisiklik gosterdigi goriilmektedir
(Zhou, vd., 2022). Genel olarak doz konsantrasyonu 5 ile 20 mg/kg arasinda
degismektedir. Literatiir taramasinda sisplatin uygulama bi¢imi intavendz, subkutan ve
intraperitonal olarak degismektedir. Nefrotoksisite olusturmak i¢in ratlara 7,5 mg/kg
sisplatin uygulanmistir. Literatiire bakildiginda bu doz nefrotoksisite olusturmak ig¢in
yeterli bir miktardir ve sisplatin grubumuzda akut nefrotoksisite gelistigi biyokimyasal
ve histopatolojik analizlerle dogrulanmustir.

Sisplatin kaynakli nefrotoksisiteye karsi astaksantinin koruyucu etkisine bakilan
bir ¢alismada ratlara 16 mg/kg sisplatin dozu uygulanmis ve sisplatin grubunda BUN,
CREA, TAS, TOS, biyokimya parametreleri ile histopatolojik goriintii ve kapaz-3
immiinboyamasi ile degerlendirilmistir. Calismada sisplatin grubu ile sisplatin + 25
mg/kg astaksantin, sisplatin + 75 mg/kg astaksantin grubu, sadece 75 mg/kg astaksantin
verilen grup ve c¢oOziicii verilen grup olarak 6 grup olusturulmustur. Bobrek
fonksiyonlarma yonelik serum parametrelerinden BUN ve CREA degerlerinin sisplatin
grubunda diger tiim gruplara gore daha yiiksek oldugu ve hem diisiik hem de yiiksek
doz aksantin igeren sisplatin gruplarindan anlamli farklilik gosterdigi tespit edilmistir
(Akeca vd., 2018). Aym calismada oksidan ve antioksidan gostergeler olarak bobrek
doku homojenizatlarinda TAS ve TOS degerleri bakilmig, TAS degerlerinin yine hem
diisiik hem de yiiksek doz aksantin iceren sisplatin gruplarinda sisplatin grubuna gore
anlamli derecede yiiksek oldugu, TOS’un ise diisiik oldugu goriilmiistiir. Alca ve
arkadaglar1 calismada sisplatin + aksantin igeren gruplara 8 giin boyunca diisiik ve
yiiksek doz aksantini intraperitoneal olarak vermis ve 5. giin intraperitoneal olarak 16
mg/kg sisplatin uygulamis ve 8. giin ratlar sakrifiye edilmistir.

Koyuncu’nun yaptigi ¢alismada ise (Koyuncu vd, 2018), ratlarda sisplatin ile
olusturulmus nefrotoksisite iizerine fenolik bir bilesik olan naringeninin koruyucu
etkisine bakilmig ve sisplatin i¢eren gruplara tek doz 7 mg/kg sisplatin uygulanmustir.
Bu c¢alismada da Akca ve arkadaslarinin ¢alismasina benzer sekilde diistiik (20 mg/kg
Naringenin) ve yliksek (40 mg/kg Naringenin) olmak tizere iki farkli konsantrasyonda
antioksidan o©zellige sahip {riin kullanilmis ve bunlarin bobrek doku TAS, TOS,
glutatyon (GSH), MDA ve oksidasyon protein {irlinleri (AOPP) degerlendirilmistir.
Calismada sisplatin grubunda doku TAS seviyelerinin kontrol grubuna gére anlaml

derecede azaldigi, TOS sevisinin ise arttig1 tespit edilmis ayrica sisplatin ve naringenin
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verilen gruplarda ise sisplatin grubuna gore anlamli farklilik gosterdigi bulunmustur.
Ayni calismada doku oksdiatif hasarinin bagka bir gostergesi olan MDA diizeyinin
sisplatin grubunda diger gruplara gore anlamli bir artig gosterdigi belirtilmistir.

Calismamizda yukarida belirtilen literatiire benzer sekilde kontrol, sisplatin,
kusburnu gruplarina ek olarak sisplatin + diisiik doz (200 mg/kg) ve sisplatin + yiiksek
doz (400 mg/kg) olarak iki farkli doz grubu dahil edildi. Sisplatin i¢eren gruplara 7,5
mg/kg i.p. sisplatin verildi. Sisplatin grubunun serum BUN ve CREA degerleri diisiik
sisplatin +DDK grubu hari¢ diger gruplardan anlamli bir farklilik gosterdigi bulundu.
YDK ile kontrol grubu arasinda her iki parametre agisindan bir farklilik yoktu.
Sis+YDK grubu kontrol grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek, sisplatin grubuna
gore anlamli derecede daha diisiik degerlere sahipti. Doku TAS degeri sisplatin
grubunda diger tiim gruplarda anlamli derecede daha diisiiktii. Doku TOS degeri en
yiiksek sisplatin grubunda olmakla beraber gruplar arasinda anlamli bir farklilik
goriilmedi. MDA degeri sisplatin grubunda yine en yiiksek degere sahipken kontrol ve
sisplatin + YKB grubuna gore anlamli farkliliga sahipti.

Calismamizin igerigine ve dizaynina benzer olan ve sisplatinin nefrotoksik etkisi
tizerine karadut ekstraklarinin kullanildig1 baska bir ¢alismada sisplatin grubunda BUN,
CREA, SOD, TAS, TOS, TNF-a, MDA parametrelerinde anlamli derecede yiikselme
ve disiisler histopatoloji olarak anormal bobrek goriintiisii saptanmistir. Bu ¢alismada
sisplatin + yiiksek doz karadut (400 mg/kg) grubunun etkili oldugu tespit edilmistir
(Altintas, 2020).

Vanilik asidin ratlarda sisplatin kaynakli bobrek hasarina karsi etkisinin
gosterilmesine yonelik yapilan bir caligmada, ¢alismamiza benzer sekilde inflamatuar
markir enzimlerinden SOD ve CAT aktivitelerine bakilmig ve bu parametrelerin kontrol
grubuna gore sisplatin grubunda anlamli olarak azaldigi, vanilik asid uygulanan
gruplarda ise arttig1; TNF alfa ve TBARS degerlerinin ise sisplatin grubunda kontrol
grubuna gore anlamli yiikseldigi, yine vanilik asit uygulanan gruplarda ise kontrol
grubuna paralel sekilde diistiigii goriilmiistiir (Sindhu vd, 2015).

Bagka bir calismada ise sisplatinle indiiklenen nefrotoksisite modelinde yiiksek
antioksidan icerie sahip olan curcuminin koruyucu etkisi incelenmistir. Inflamatuar
durumu belirlemek igin IL-1pB, IL-6 11-8, IL-10 ve TNF-a gibi sitokin degerlerine
bakilmistir. Calimada cucurmin (zerdegal) kontrol ve sisplatin gruplar1 disinda, sisplatin
uygulamasindan dnce ve sonra verilen iki grup olusturulmustur. S6z konusu sitokinlerin
sisplatin Oncesi curcumin verilen grupta sisplatin grubuna gore daha anlamhi

degisiklikler gosterdigi izlenmistir. Sisplatin sonrasi verilen grupta ise anlamli olmayan
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bir diisiis s6z konusudur. Koruyucu etkinin inflamasyonda gorevli sitokinlerin
ekspresyonunu inhibe etmesinden kaynaklandigi belirtilmistir (Kumar, 2017).

Calismamizda bobrek doku homojenizatlarinda antioksidan enzim sistemlerine
dahil olan siiperoksid dismutaz ve katalaz diizeylerine bakildi. SOD hem hiicre i¢i hem
de hiicre disinda tlirevleri bulunan bir enzimdir ve oksidatif strese bagli olarak
azalmaktadir. Ayn1 durum hidrojen peroksit yikimini saglayan CAT icin de gegerlidir.
SOD degerleri kontrol grubunda sisplatin ve YDK grubuna goére anlamli derecede
yiiksek bulunurken sis + DKB ve sis+ YDK gruplan ile istatistiksel olarak anlamli
farklilik yoktu. Bu durum kusburnunun sisplatininin oksidan etkisini SOD aktivitesini
arttirmak sureti ile engelledigini diisiindiirmektedir. Bununla beraber YDK grubunun
diisik SOD degerleri kusburnunun giiclii antioksidan etkisine baglanmistir. Ciinkii
yiiksek antioksidan igerigin bazi durumlarda prooksidan etkiye sebep olabilecegi
bilinmektedir. C vitamini giiglii bir antioksidan olup yiiksek dozlarda prooksidatif etkiye
sahiptir. Yine bazi fenolik bilesiklerin de gecis metalleri igeren sistemlerde prooksidan
etki gosterebilecegi belirtilmistir (Sotler vd., 2019). CAT enziminde ise sisplatin en
diisiik degere sahipti. Kontrol ve YDK gruplarina goére anlamli diisiik deger
gostermekteydi. Sis+ YDK ve sis + DDK sisplatine gore daha yiiksek degerlere sahipti.

Karako¢ ve arkadaslar1 yaptigi Molsidominin sisplatin kaynakli nefrotoksisiteye
kars1 koruyucu etkilerilerinin incelendigi ¢alismada (Karakog vd., 2015), SOD, CAT ve
glutatyon peroksidaz (GPX) gibi ¢esitli antioksidan ve Miyelopreoksidaz (MPO), gibi
prooksidan {iriin olusturan enzimlerin degerleri incelenmis, sisplatinin, MPO diizeyini
artirirken, GPX diizeyini azalttigi, molsidomin uygulamasi ise MPO seviyesini
disiirirken GPX, CAT ve SOD seviyelerinde anlamli bir farka sebep olmadigi
gorilmiistiir.

Calismamizda inflamatuar belirtecler olarak bobrek doku TNF-a ve IL-6
sitokinlerine bakilmistir. Sisplatin ve YDK gruplarinda kontrol, sis+tYDK ve sistDDK
gruplarma gore hem TNF-a hem de IL-6 diizeylerinin Kumar ve arkadaslarinin
calismasina benzer sekilde derecede anlamli olduke¢a yiiksek oldugu goriildii. Kusburnu
iceren sisplatin gruplarinda inflamatuar belirteclerin belirgin bi¢imde diismesi
kusburnunun anti-inflamatuar 6zelligi ile uyumludur. Bununla beraber YDK’nun
inflamatuar etkisi prooksidan etkisinin yansimasi olarak diisiiniilmektedir. Kugsburnu C
vitamini bakimindan en zengin bitki tiirlerinden biridir ve hem yalanci meyvesi hem de
cekirdekleri bu 6zelligi gosterir.

Sisplatinin ratlarda nefrotoksisite iizerine g¢esitli etken maddelerin etkilerinin

incelendigi cesitli c¢alismalarda sisplatin gruplarinda farkli histopatolojik veriler
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degerlendirilmistir. Calismamizda Malkog ve arkadaslarinca kullanilan ve histopatolojik
degisikliklerden yaygin goriilen proksimal ve distal tubul hasari (tiibiiler epitel sismesi
ve vakuolizasyonu, firgamsi kenar kaybi, tiibliler dilatasyon, ve tiibiiler hiicre
deskuamasyonu), proksimal ve distal tubullerde kast olusumu, polimorfoniikleer 16kosit
infiltrasyonu, toplayici tubullerde kast olusumu skorlama yapilarak degerlendirildi
(Malko¢ vd, 2020). Ratlarda sisplatinin nefrotoksisite iizerine Sanggenon C'nin
etkilerini incelendigi bir ¢alismada sisplatin gruplarinda tiibiil hiicrelerinde dejeneratif
degisiklikler, bowman kapsiiliinde daralma, glomerulus yumaginda vakiilorizasyon
gbzlenmis olup toksisite olustugu bildirilmistir (Sahin, 2022).

Calismamizda histopatolojik incelemelerde ozellikle sisplatin + yiiksek doz
kusburnu grubunun tiibiiler hasar, cast formasyonu ve inflamatuar bulgular acisindan
kontrol grubundan anlaml farklilik gostermedigi tespit edilmistir (sirasi ile p degerleri:
p=0.47, p=0.57 ve p=0.14 ). Bununla beraber sisplatin + diisiik doz kusburnu grubu ise
ayni degerlendirme parametreleri bakimindan kontrol grubuna gore anlamli derecede
farkli idi. Bu durum 400 mg/kg kusburnu uygulamasinin sisplatinin nefrotoksik
etkilerini Onledigini gdstermektedir. Yiiksek doz kusburnunun antienflamatuvar ve
antioksidan yolla nefrotoksisiteye karsi hasar1 engelleyici tedavi 6zelligi oldugu
diistiniilmektedir. Ancak 200 mg/kg doz kusburnu ise etkilerin giderilmesinde yeterince
etkili olamamustir. Sisplatin grubunda bobrek dokusu hiicrelerinin bowman kapsiiliinde
kalinlasma ve bowman araliginda genisleme, tiibiiler limene dokiilmiis hiicreler,
morfolojik yapilarinda kayip ve bozulmalar, cast formasyonu goriilmiistiir. Sisplatin
grubu ile sisplatin + diisiik doz kusburnu arasinda cast formasyonu ve tubuler hasar
acisindan belirgin bir fark yokken inflamatuar belirtegler acisindan anlamli bir farklilik
mevcuttu. Kontrol grubu ve yiiksek doz kusburnu grubu dokular1 arasinda anlaml bir
farklilik goriilmemigtir.

100°den fazla tiire sahip olan kusburnu bitkisi yiiksek miktarda fenolik icerige
sahiptir ve orta ¢agdan beri bitkisi geleneksel tedavide kullanilan tibbi bir bitkidir
(Unalan, 2021). Kusburnu vitamin (vitamin C, E, B1) ve eser elementler, karotenoidler,
tokoferolleri, flavonoidleri (Katesin, quersetin, kaemferol..), organik asitleri(gallik asit,
katesik asit, tanenleri, pektini, sekerleri, amino asitleri ve ugucu yaglar igerir (Erdem
vd., 2021; Panche vd., 2016 ). Kusburnunun igerdigi bu zengin igerigi ile anti-oksidan,
anti-inflamatuar, antidiyabetik, antikanser etkilere sahip oldugu c¢esitli ¢aligmalarla
ortaya konmustur (Kiling vd., 2020). Ornegin yapisindaki bazi fenolik bilesiklerin,
inflamasyonda rol oynayan ve arasidonik asidin prostoglandinlere ve tromboksanlara

dontisiimiinti  katalizleyen siklooksijenaz-1 (COX 1) enziminin inhibitorii olarak
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davrandig1 ve boylece inflamatuar yanit1 engelledigi/azalttig ifade edilmektedir (Panche
vd., 2016).

Sonuglarimiz, c¢alismamizda kusburnunun cesitli dozlarinin sisplatin kaynakli
nefrotoksisiteyi ve bunun sonucunda meydana gelen hasari, ¢esitli antioksidan enzimler
araciligiyla engelledigini gostermektedir. Ayrica, sisplatin + yiiksek doz kusburnu
grubunun daha giiclii bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu bilgilerin 15181nda,
farkli alanlarda gergeklestirilecek g¢alismalara ve muldisipliner projelere kaynaklik

edilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
Ratlarda sisplatin kullanilarak bobrek hasari olusturusturulup kusburnunun tedavi
edici etkinliginin biyokimyasal yotemler ve histolojik yontemlerle incelendi. Bu ¢alisma

sonucunda asagidaki sonuglara ulasildi.

e Ratlarda bobrek hasar1 gelistirmek i¢in 7,5 mg/kg tek doz uygulamasi yeterli
olmustur.

e Biyokimyasal analizlerin bazilarinda yiiksek doz kusburnu grubu etkili olurken
bazi parametreler i¢in diisiik doz kusburnu grubunun iyilestirici etkisi daha fazla
olmustur.

o Histopatolojik incelemelerin hepsinde yiiksek doz kusburnu grubunun diisiik doz
kusburnu grubundan daha ¢ok iyilestirici etkisi goriilmiistiir. Ayrica doku hasarini
da iyilestirdigi goriilmiistiir.

¢ Biyokiyasal analiz sonuglar1 ile histopatolojik inceleme sonuglari birbiriyle
uyumludur.

e Sisplatin tedavisi alan kanser hastalarinda kusburnu tiiketilmesi onerilebilir veya
antinefrotoksik ila¢ tasarimina katk: yapilabilir.

e Histopatolojik analiz sonucu degerlendirildigine konjesyoon orani, renal
korteksteki nefrotik bolgeler ve tiibiiler nekrozun kusburnu gruplarinda iyilesme
gosterdigi goriilmiistiir.

o Nefrotoksisite durumlarinda kusburnu c¢alismalarinin  yapilmasi tavsiye
edilmektedir.

e Antioksidan yetenegi yiiksek olan kusburnu bitkisinin yiiksek dozlarda alinmasi
oksidatif strese neden olabilir. Fakat nefrotoksisite durumunda yiiksek doz
kusburnunun iyilestirici 6zelligi vardir.

e Sonu¢ olarak yapilan ¢alismada elde edilen bulgulara gore, genis spektrumlu
antineoplastik ilaglardan siklikla kullanilan sisplatinin kusburnu ile kullanilmasi
bobreklerde nefrotoksisite nedeniyle meydana gelen patolojik, morfolojik ve

biyokimyasal degisimleri anlamli derecede azalttig1 goriilmiistiir.
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