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RATLARDAKĠ SĠSPLATĠN NEFROTOKSĠSĠTESĠNDE ASTAKSANTĠNĠN 

KORUYUCU ETKĠSĠ 

 

Dr. Görkem AKÇA 

 

Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Üroloji AnaBilim Dalı 

Uzmanlık Tezi 

Yrd. Doç. Dr. Hüseyin EREN 

 

Amaç: Sisplatin kanser kemoterapisinde solid tümörlere karĢı oldukça etkin ve 

geniĢ kullanıma sahip olan bir antineoplastik ajandır. Nefrotoksisite, sisplatinin kullanımını 

kısıtlayan en önemli yan etkisidir. Sisplatin ile geliĢen akut böbrek hasarının patogenezi 

oksidatif stres, inflamasyon ve hücre siklüs değiĢikliklerini de içerecek Ģekilde 

multifaktöriyeldir. Astaksantin haematococcus pluvialis adlı mikroalgden elde edilen, 

yüksek antioksidan, antienflamatuar, etki gösteren karotenoid pigmentdir. Yapılan 

çalıĢmalarda astaksantinin inflamasyonu azalttığı, immün yanıtı artırdığı gösterilmiĢtir. Bu 

çalıĢmayla   astaksantinin antioksidan ve antiinflamatuar etkisinden yararlanarak deneysel 

olarak oluĢturulacak olan sisplatin nefrotoksisitesini önlemedeki etkisi klinik, 

biyokimyasal ve histopatolojik olarak değerlendirilecektir. 

Gereç ve Yöntem: ÇalıĢmamızda Spraque-Dawley cinsi, 48 adet, 250-350 gr 

ağırlığında eriĢkin erkek sıçan kullanıldı. Deney hayvanları her grupta 8 adet olmak üzere 

6 gruba ayrıldı. Kontrol grubuna (Grup 1) enjeksiyon uygulanmadı. Zeytinyağı kontrol 

grubuna (Grup 2) sadece zeytinyağı uygulandı. Sham grubuna (Grup 3) sadece günlük 75 

gr astaksantin ekstresi uygulandı. Sisplatin grubuna (Grup 4) sadece 5. gün 16mg/kg tek 

doz sisplatin uygulandı. Sisplatin+astaksantin 25 mg grubuna (Grup 5) 5. gün 16mg/kg tek 

doz sisplatin ve günlük 25 gr astaksantin ekstresi uygulandı. Sisplatin+astaksantin 75 mg 

grubuna (Grup 6) 5. gün 16mg/kg tek doz sisplatin ve günlük 75 gr astaksantin ekstresi 

uygulandı. Enjeksiyonlar intraperitoneal yolla uygulandı. Cerrahi giriĢim öncesi anestezi, 

intraperitoneal yolla 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin uygulanarak sağlandı. 8. 
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günde tüm ratlar sakrifiye edilerek histopatolojik, immünohistokimyasal ve biyokimyasal 

incelemeleri yapıldı. 

Bulgular: Biyokimyasal incelemede sisplatin grubunda TAS seviyesi anlamlı 

olarak azalırken TOS seviyesi anlamlı olarak artmıĢ, sisplatin + astaksantin 25 mg ve 

sisplatin + astaksantin 75 mg gruplarında TAS seviyesi anlamlı olarak artarken TOS 

seviyesi anlamlı olarak azalmıĢ bulunmuĢtur. Ratların böbreklerinden alınan kesitlerin 

mikroskobik histopatolojik incelemesinde kontrol, zeytinyağı kontrol ve astaksantin 75 mg 

kontrol grubunda böbrek yapılarının tamamen normal yapıda olduğu, Cisplatin grubunda 

ise böbrek yapılarının hasarlı olduğu tesbit edildi. Sisplatin grubunda izlenen patolojik 

değiĢikliklerin sisplatin + astaksantin 25 mg ve sisplatin + astaksantin 75 mg gruplarında 

izlenmediği ve böbrek dokusunun tipik histolojik yapı özellikleri sergilediği görüldü ve her 

iki grup arasında fark görülmedi. Ġmmunohistokimyasal incelemede pozitif immun hücre 

sayısal yoğunluğu sisplatin grubunda anlamlı olarak artmıĢ bulunurken diğer tüm gruplarda 

tübül hücrelerinin immün negatif olduğu ve gruplar arasında anlamlı fark olmadığı 

saptandı. Bulgular doğrultusunda istatistiksel analiz yapıldığında sisplatin grubunda renal 

korpüskül, proksimal ve distal tübül yüzey alanı kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak 

artmıĢ olduğu saptandı. Diğer gruplar arasında anlamlı bir fark saptanmadı. 

Sonuç: Sonuç olarak astaksantinin sisplatin nefrotoksisitesi üzerine koruyucu 

etkisinin olduğu kanaatına varıldı. 

Anahtar kelimeler: Astaksantin, nefrotoksisite, sisplatin 
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                                                        ABSTRACT 

 

PROTECTĠVE EFFECT OF ASTAXANTHĠN AGAĠNST CĠSPLATĠN INDUCED 

NEPHROTOXĠCĠTY ĠN RATS 

 

Görkem AKÇA, MD 

 

Recep Tayyip Erdogan University 

Faculty of Medicine Department of Urology Thesis 

Hüseyin EREN, Associate Professor 

 

 

Objective: Cisplatin is an antineoplastic agent that is highly effective and widely 

used against solid tumors in cancer chemotherapy. Nephrotoxicity is the most important 

side effect that limits the use of cisplatin. The pathogenesis of acute renal injury with 

cisplatin is multifactorial, including oxidative stress, inflammation and cell cycle changes. 

Astaxanthin is a high antioxidant, antiinflammatory, carotenoid pigment obtained from 

microalgae called haematococcus pluvialis. Studies have shown that astaxanthin reduces 

inflammation and improves the immune response. In this study, the effect of astaxanthin 

against cisplatin nephrotoxicity which will be formed experimentally by using antioxidant 

and antiinflammatory effect will be evaluated clinically, biochemically and 

histopathologically. 

Material and Method: In our study, Spraque-Dawley genus, 48 male rats 

weighing 250-350 gr were used. Experimental animals were divided into 6 groups of 8 

animals in each group. No injection was applied to the control group (Group 1). Olive oil 

control group (Group 2) was administered only olive oil. Sham group (Group 3) received 

75 gr of astaxanthin extract per day. The cisplatin group (Group 4) received a single dose 

of cisplatin 16 mg/kg on day 5 only. Cisplatin + astaxanthin 25 mg group (Group 5) on the 

5th day 16 mg / kg single dose cisplatin and daily 25 gr astaxanthin extract were 

administered. Cisplatin + astaxanthin 75 mg group (Group 6) on the 5th day 16 mg/kg 

single dose cisplatin and daily 75 gr astaxanthin extract were administered. Injections were 

administered intraperitoneally. Before surgical intervention, anesthesia was given by 

intraperitoneal administration of 50 mg/kg ketamine and 10 mg/kg xylazine. On day 8, all 
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rats were sacrified and histopathologic, immunohistochemical and biochemical analyzes 

were performed. 

Results: In the biochemical study, TOS levels were significantly increased and 

TAS levels were significantly decreased in the cisplatin group, TAS levels were 

significantly increased while TOS level was found to be significantly decreased in the 

cisplatin + astaxanthin 25 mg and cisplatin + astaxanthin 75 mg groups. Microscopic 

histopathological examination of sections from the kidneys of rats revealed that the kidney 

structures were completely normal in the control, olive oil control and astaxanthin 75 mg 

control groups, but  it was not normal in the cisplatin group. Changes in the cisplatin group 

were not observed in the cisplatin + astaxanthin 25 mg and cisplatin + astaxanthin 75 mg 

groups, and the renal histology showed typical histologic features and there was no 

difference between the two groups. In the immunohistochemical study, the positive 

immunocytochemical density was found to be significantly increased in the cisplatin 

group, whereas in all other groups, the tubule cells were found to be immunologically 

negative and there was no significant difference between the groups. When statistical 

analysis was performed on the findings, it was found that the surface area of the renal 

corpuscle, proximal and distal tubules in the cisplatin group was significantly increased 

compared to the control group. No significant difference was found between the other 

groups. 

Conclusion: With our findings, it is concluded that astaxanthin has protective 

effects on cisplatin induced nephrotoxicity. 

 

            Key words: Astaxanthin, nephrotoxicity, cisplatin 
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         KISALTMALAR DĠZĠNĠ 

DNA Deoksiribonükleid asit 

RNA Ribonükleik asit 

ATP Adenozin trifosfat 

GFH Glomerul filtrasyon hızı 

DOQI Dialysis outcome quailty index 

CDDP Cis-diamminedichloroplatinum 

ABY Akut böbrek yetmezliği 

SOD Superoksit dismutaz 

NADPH Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 

GPX Glutatyon peroksidaz 

MDA Malondialdehid 

TNF- α Tümör nekroz faktör alfa 

TNFR Tümör nekroz faktör reseptörü 

ATP Adenozin trifosfat 

SPS Statictical package  for the social scinces 

CAT                                                 Katalaz 

DMSO Dimetil sulfoksit 

FDA Food and Drug Administration 

RTEÜ Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi 

H&E Hemotoksilen ve Eosin 

PBS Phosphate buffered saline 

TAS Total antioksidan seviye 

TOS Total oksidan seviye 
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TABLOLAR DĠZĠNĠ 

 

Tablo 1. Kemoterapiye bağlı nefrotoksisitenin DOQI‘e göre (dialysis outcome 

quality index) sınıflaması. 

 

Tablo 2.  Denek grupları 

 

Tablo 3.  Biyokimya  verileri 

 

Tablo 4.  Renal korpüskül yüzey alanı ölçüm (µm
2
) verileri 

 

Tablo 5.  Proksimal tübül alan ölçüm (µm
2
) verileri 

 

Tablo 6.  Distal tübül alan ölçüm (µm
2
) verileri 

 

Tablo 7.  Kaspaz-3 pozitive ölçüm (mm
3
) verileri 
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1.GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

Antineoplastik ajanlar uzun zamandır kemoterapotik olarak kullanılmaktadır. Bu 

ajanların tedavi edici etkisi hücre siklusunu bozmaya yönelik olduğundan, neoplastik 

hücrelerin yanında normal hücreler de bu tedaviden etkilenmektedir. Yan etki olarak 

nitelendirdiğimiz bu durum birçok dokuda karĢımıza çıkmaktadır. Cisplatin gibi bazı 

antineoplastik ilaçlar böbrekleri etkilemekte ve sonucunda, karĢımıza böbrek yetmezliği 

gibi bir sorun çıkmaktadır. Zaman zaman kemoterapiye bağlı sıklıkla akut böbrek 

yetmezliği oluĢmasına karĢın nadiren kronik böbrek yetmezliği de gözlenmektedir. 

Nefrotoksik özelliği olan antineoplastik ilaçların tümör tedavisinde kullanılmaları ile 

kemoterapiye bağlı kronik böbrek yetmezliği daha sık görülmeye baĢlanmıĢtır (1). 

Sisplatin aralarında baĢ boyun, mesane, akciğer kanserininde bulunduğu insan 

vücudunun çeĢitli kanserlerinde kullanılan etkili bir kemoterapötik ajandır. 

Hepatotoksisite, ototoksisite ve nefrotoksisite cisplatinin en önemli yan etkilerindendir. 

Sisplatinin neden olduğu nefrotoksisitenin, ortamda artmıĢ serbest oksijen radikalleri ve 

bunların proksimal tübül hücrelerini etkilemesi sonucu oluĢtuğu gösterilmiĢtir (1, 2). 

Astaksantin haematococcus pluvialis adlı mikroalgden elde edilen, yüksek 

antioksidan, antienflamatuar, etki gösteren karotenoid pigmentdir. Astaksantin serbest 

radikallerin neden olduğu deoksiribonükleid asid (DNA) hasarına karĢı beta karotenden ve 

E vitamininden daha etkilidir (3). Yapılan çalıĢmalarda astaksantinin inflamasyonu 

azalttığı, immün yanıtı artırdığı gösterilmiĢtir (4, 5) 

Bu çalıĢmayla astaksantinin antioksidan ve antiinflamatuar etkisinden yararlanarak 

deneysel olarak oluĢturulacak olan sisplatin nefrotoksisitesini önlemedeki etkisi klinik, 

biyokimyasal ve histopatolojik olarak değerlendirilecektir. 
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2.GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Kanser Kemoterapisi ve Böbrek 

         Kanser kemoterapisi ile hastanın normal hücrelerine zarar vermeden tümör 

hücresinin büyümesini ve çoğalmasını durdurmak veya mümkünse onları yok etmek 

amaçlanır. Antineoplastik ilaçlar vücutta patolojik biçimde çoğalmakta olan kanser 

hücrelerini yok ettikleri gibi, hızlı biçimde çoğalmakta olan normal hücreleri de yok 

ederler. Bu nedenle çoğu kanser ilacının normal hücre ve kan dokusu üzerine de yan 

etkileri vardır (6). Böbrek hücrelerinin bölünme hızı yüksek olmamasına rağmen, yüksek 

kan akımı ile karĢılaĢması, medüller interstisyumda toksinleri konsantre etme yeteneği ve 

tübüler epitelde spesifik taĢıyıcılara sahip olması nedeniyle toksik zedelenmeye oldukça 

duyarlıdır (7). Sitotoksik ilaçlara bağlı nefrotoksisite kemoterapinin en sık görülen yan 

etkilerinden birisidir (6).  

 

         Antimetabolitler, alkilleyici ilaçlar, antrasiklinler, analjezikler ve antibiyotikler 

nefrotoksisiteye en sık neden olan ilaçlardır. Sisplatin, siklofosfamid ve yüksek doz sitozin 

arabinozidin nefrotoksik etkileri bilinmektedir. Kanser ilaçlarının nefrotoksik etkisi; serum 

elektrolit düzensizliği, serum kreatinin artıĢı, glomerül filtrasyon hızının (GFH) azalması 

ve kalıcı böbrek yetmezliğine kadar ciddi boyutta olabilir (8). 

 

         Kemoterapi hastalarında nefrotoksisite derecesi DOQI (dialysis outcome quality 

index) sınıflamasına göre değerlendirilmektedir (9). (Tablo 1) 

          

         Kanser hastalarında antineoplastik kemoterapinin geliĢmesi ve destek tedavisi ile 

mortalite ve morbidite oranları önemli ölçüde azalmıĢtır. Ancak yüksek doz sitotoksik 

ilaçların kullanılması ve kanser hastalarının daha uzun süre yaĢaması ile ilaçların yan 

etkilerini de artırmıĢtır (10). Antineoplastik ilaçların toksik bileĢiklerinin nötralize edilmesi 

ve hidrasyon gibi destekleyici tedavilerle böbrek toksisitesi azaltılabilir ve önlenebilir (8). 

Kemoterapi ilaçları böbrekte baĢlıca proksimal tübül, distal tübül ve glomerül olmak üzere 

nefronun üç ana bölümünde hasarlanmaya ve fonksiyon bozukluğuna neden olur (11). 

         Antineoplastik ilaçlar baĢlıca; glomerülü oluĢturan endotelyal hücreler, podositler, 

mezenĢimal hücreler ve glomerül bazal membranına hasar verir. Glomerül bazal 

membranının yüksek negatif yükünden sorumlu olan siyaloglikoproteinden zengin 

endotelyal hücreler ve podositlerin hasarı sonucunda glomerül bazal membranın negatif 

elektrik yükü bozulur (12). Ayrıca bazı kemoterapi ilaçları glomerüler podositlerin 
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yerinden ayrılmasına neden olur. Podositlerin ayrılması ile glomerül bazal membran 

bariyerinin boyutu değiĢir. Glomerüler bazal membranın negatif elektrik yükünün ve 

bariyer boyutunun değiĢmesi sonucunda glomerüler bazal membran geçirgenliği değiĢir. 

Buna bağlı olarak idrarda protein atılımı artar ve GFH düĢmeye baĢlar (13,14,15). 

 

Tablo 1. Kemoterapiye bağlı nefrotoksisitenin DOQI‘e göre (dialysis outcome 

quality index) sınıflaması. 

Evre Tanım GFH (ml/dk/1.73 m
2
) 

1 Böbrek Hasarı >90 

2 Hafif GFH azalması 60-89 

3 Orta Düzeyde GFH azalması 30-59 

4 Ağır GFH azalması 15-29 

5 Böbrek yetmezliği (veya diyaliz) <15 

 

 

2.2. Sisplatin 

         Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum (II), CDDP) testis, over, mesane, prostat, 

serviks, özofagus ve akciğer kanserleri, baĢ ve boyun kanserleri, osteojenik osteosarkom ve 

nöroblastoma gibi solid tümörlerin tedavisinde kulanılır. Miyelosupresif etkinliği orta 

derecede olduğu için kombinasyonlar için elveriĢli bir ilaçtır (16).          

 

2.2.1. Tarihçe 

          Sisplatin ilk defa 1845‘de Peyron tarafından tanımlanmıĢtır ve Peyron kloridi olarak 

bilinmektedir. 1960‘larda biyofizikçi Barnett Rosenberg bakteri bölünmesini inhibe ettiğini 

keĢfettikten sonra sisplatin potansiyel kemoterapi ajanı olarak kabul görmüĢtür. 1968 

yılında sarkomlu bir farede intraperitoneal sisplatin uygulaması sonucunda tümör 

boyutunda belirgin gerileme olduğu gözlenmiĢtir. 

          Sisplatin ilk kez 1971 yılında faz 1 klinik çalıĢmalarına girmiĢtir. 1978 yılında over 

ve testiküler kanserlerin tedavisi için Amerika Gıda ve Ġlaç kurumu tarafından 

onaylanmıĢtır (17).         
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2.2.2. Kimyasal özellikleri 

        Sisplatin inorganik divalent, suda çözünebilen platinum içeren bir kompleksdir. Ġki 

değerlikli bir merkez atomuna bağlı iki amonyum ve iki klor bağı içerir (18) (ġekil 1). 

 

 

                    

                             ġekil 1. Sisplatinin moleküler yapısı (18) 

 

       

2.2.3. Etki mekanizması 

          Sisplatinin kansere karĢı etki mekanizması tam olarak anlaĢılmamakla birlikte 

yaygın görüĢ DNA‘ya bağlandığı ve çeĢitli sinyal yolaklarını etkin hale getirerek etkisini 

gösterdiğidir. 

          BileĢik cis ve trans olmak üzere iki izomere sahiptir. Sadece cis formu sitotoksik 

özelliğe sahiptir (19). Sisplatin, DNA ile etkileĢerek, zincir içi ile zincirler arasında ve en 

fazla da aynı DNA zincirindeki komĢu guaninler arasında çapraz bağ oluĢturur. Bu bağlar, 

DNA‘nın transkripsiyon ve replikasyonunu inhibe eder. Ortaya çıkan DNA hasarı 

apopitozisi baĢlatır. Daha az bir oranda protein ve ribonükleik asit (RNA) sentezini de 

inhibe etmektedir. Sisplatin ayrıca, hücre mitokondirisine zarar verir, adenozin trifosfat 

(ATP)‘az aktivitesini inhibe eder, hücreyi G2 fazında hapseder ve hücresel transport 

sistemini inhibe eder (20,21). 

 

2.2.4. Farmakokinetiği 

          Gastrointestinal kanaldan emilmediği için oral kullanılamaz. Sadece intravenöz veya 

intraperitoneal yolla uygulanır. Plazma proteinlerine %90 oranında ve kısmen geri 

dönüĢümsüz olarak bağlanır (19). 
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          Ġntravenöz uygulamadan sonra, serbest sisplatin iki saat içinde plazmada tespit 

edilemez hale gelir. Hızlı bir Ģekilde tüm dokulara dağılır; karaciğer, böbrek ve prostat 

dokusunda yüksek konsantrasyonlarda bulunurken, mesane, kaslar, testis, pankreas ve 

dalakta daha düĢük ve barsak, adrenal, kalp, akciğer, beyinde en düĢük konsantrasyonlarda 

bulunur (22,23). UygulanıĢından itibaren 4 ay süre ile böbrek dokusunda platin bulunabilir 

(24). 

           Sisplatinin yarıömrü 10-60 dakikadır, renal klirensi %90‘dır (25). Ġnsan ve hayvan 

çalıĢmalarında ilk 24 saatte ilacın % 80‘inin idrarla atıldığı tespit edilmiĢtir. Ġlacın % 8‘i 

sonraki 24 saatte atılır. Sisplatinin safra kanalı yoluyla atılım oranı % 10‘un altındadır. 

UzamıĢ infüzyonlarda azalmıĢ böbrek klirensi nedeniyle total sisplatin ve değiĢmeden 

atılan ilaç yüzdesi azalır. Böbrek yetmezliklerinde sisplatinin yarı ömrü uzar (26). 

 

2.2.5. Kullanım alanı ve uygulanması 

         Sisplatin testis tümörlerinin tedavisinde kombine kemoterapi rejimlerinin ana 

bileĢenidir. Ayrıca metastatik over tümörlerinde, servikal tümörlerde, akciğer kanserinde, 

ilerlemiĢ mesane kanserinde, baĢ ve boyunun skuamoz hücreli karsinomlarında kullanılır. 

GeniĢ bir aralıktaki diğer solid tümörlere karĢı da etkin olduğu bildirilmiĢtir.  

         Sisplatin intavenöz infüzyon, intra-arteriyel, intraperitoneal veya mesaneye aĢılama 

yoluyla da verilebilir. Sisplatin monoterapide genellikle her 3-4 haftada bir 50-120 mg/m
2
 

olarak verilir. Alternatif olarak, her 3-4 haftada bir 5 gün boyunca 15-20 mg/m
2
 verilir. 

Daha düĢük dozlar genellikle kombine kemoterapi rejimlerinde kullanılır, 20 mg/m
2
 veya 

daha fazlası her 3-4 haftada bir verilir (24,27).   

 

2.2.6. Yan etkileri 

         Sisplatin tedavisine bağlı olarak bulantı-kusma, nefrotoksisite, nörotoksisite, 

ototoksisite ve daha seyrek olarak da oküler toksisite gözlenebilir (28).  

         Nefrotoksisite, sisplatin tedavisinin en sık ve doz sınırlayıcı yan etkisidir. Yoğun 

proflaktik önlemlere rağmen geri dönüĢümsüz böbrek hasarı sisplatin ile tedavi edilen 

hastaların üçte birinde ortaya çıkmaktadır. Yapılan çalıĢmalarda yaĢlı hastalarda, 

kadınlarda, hipoalbuminemisi ve daha önce altta yatan renal yetmezliği olan hastalarda 

nefrotoksisite riski daha yüksek bulunmuĢtur (29). Bazı ilaçlar, örneğin aminoglikozitler 

sisplatin nefrotoksisitesini artırırlar (30). 

         Sisplatin alan hastalarda tedavinin 8-12 saat öncesinden tedavi bitiminden 6 saat 

sonraya kadar serum fizyolojik ile hidrasyon (150-200 ml/saat) yapıldığında nefrotoksisite 
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oranın belirgin olarak azaldığı gösterilmiĢtir. Hidrasyonda amaç en az saatte 125 cc idrar 

çıkıĢı sağlamaktır. Ayrıca sisplatin toksisitesini azaltmak için hipertonik salin infüzyonu, 

mannitol ve furasemid ile diürez yapılabilir (31). 

Potansiyel olarak mutajen ve teratojendir ve sekonder lösemilerin geliĢimiyle 

iliĢkili olabileceklerine dair bazı kanıtlar vardır (27). 

 

2.2.7. Sisplatin nefrotoksisitesi 

          Sisplatininin doz kısıtlayıcı en önemli yan etkisi nefrotoksisitedir (32). Sisplatin 

nefrotoksisitesi doz bağımlıdır ve bu da ilaç etkinliğini kısıtlamaktadır (33). Sisplatin 

nefrotoksisitesinin en önemli komponenti, bazen ilerleyici olabilen böbrek yetmezliğidir. 

Diğer klinik yansımaları ise hipomagnezemi, tuz kaybı, Fanconi benzeri sendrom ve 

anemidir (34). 

 

2.2.7.1. Patogenez 

          Sisplatin nefrotoksisitesi üzerinde son 40 yıldır çalıĢmalar yapılmaktadır. Sisplatin 

uygulaması renal tübüler hücrelerde birçok sinyal yolağını aktive ederek hücre hasarı ve 

hücre ölümü ile sonuçlanır (ġekil 2). Doku hasarını daha da artıran güçlü bir inflamatuar 

yanıt oluĢturur. Sisplatin ayrıca renal damarsal yapılara hasar vererek azalmıĢ kan akımına 

ve böbreğin iskemik hasarına yol açarak GFH‘nin azalmasına katkıda bulunur. Tüm bu 

olaylar sonucunda sisplatin nefrotoksisitesinde böbrek iĢlevini kaybeder ve akut böbrek 

yetmezliği (ABY) geliĢir (21,35). 

Sisplatinin asıl atılım yeri böbrekler olduğundan böbreklerde diğer organlardan 

daha fazla birikir. Proksimal tübül hücrelerindeki sisplatin konsantrasyonu, serum 

konsantrasyonunun beĢ katıdır (34). Sisplatininin böbrek dokusunda bu orantısız birikimi 

nefrotoksisite oluĢumuna katkıda bulunur (36). Proksimal tübülün S3 segmentinde en 

yüksek konsantrasyonda birikir, bunu distal toplayıcı tübül ve proksimal tübülün S1 

segmenti izler (37). Bu segmentler, böbrekte en fazla mitokondri yoğunluğuna sahip olan 

bölgelerdir (38). Sisplatinin hücre içi konsantrasyonları ise en yüksek sitoplazma, 

mitokondri ve nükleusta bulunmuĢtur (39).  

Sisplatin düĢük klor ortamında potent bir hücresel toksindir. Hücre içinde 

sisplatindeki klor atomları su molekülleri ile yer değiĢtirerek daha toksik platinum 

deriveleri oluĢur. Proksimal tübül hücrelerinde sisplatin toksisitesinin morfolojik 

değiĢiklikleri; tübüler nekroz, mikro villüsların kaybı, lizozomların sayı ve boyutlarında 

değiĢiklik ve mitokondrial vakuolizasyon ile karakterizedir. Bu yapısal değiĢiklikler 
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hücresel organellerin fonksiyonlarında bozulmayı da beraberinde getirir. Hücre hasarına iki 

patofizyolojik mekanizma yol açmaktadır. Bunlar; hücre içi protein sentezinin ve 

glutatyonun azalmasıdır. Sisplatinin atılımı baĢlıca glomerüler filtrasyon ile olur. Az bir 

kısmı ise tübüler sekresyon ile atılırken, tübüler reabsorbsiyonu yoktur (40). 

                     

                 ġekil 2. Sisplatin nefrotoksisitesindeki patofizyolojik olaylara genel bakıĢ (21)  

Sisplatin nefrotoksisitesine ait mekanizmalar oksidatif stres, apoptoz ve nekroz, 

inflamasyon, fibrogenez, mitokondriyal hasarı içerir ve mekanizmaların birbiriyle 

bağıntıları ve karmaĢıklığı dikkat çekicidir (36,39) 

 

2.2.7.2. Oksidatif stres 

         Oksidatif stres sisplatin uygulanmasıyla indüklenen akut böbrek hasarında aktif 

olarak rol alır. Sisplatin, özellikle potent bir serbest radikal olan hidroksil radikalinin 

üretimini arttırır. Hidroksil, glutatyon gibi hücre içi antioksidan depoları tüketir, diğer 

serbest radikaller gibi doğrudan lipid, protein ve DNA gibi hücre bileĢenleri üzerinde etki 

gösterir ve yapılarını bozar (40,41). Sisplatin ek olarak proksimal tübüler hücrelerde ve 

birçok hücrede dolaylı yoldan mitokondrileri hasarlayarak hidroksil radikali oluĢumunu 

arttırır (42,43). Sisplatinin mitokondri membranlarına olan hasarı oksidatif fosforilasyonu 

bozar, süperoksit salınımını arttırır. Süperoksit; superoksit dismutaz (SOD) ile hidrojen 

peroksite çevrilir, hidrojen peroksit daha sonra demir gerektiren fenton reaksiyonuyla 
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hidroksil radikallerine çevrilir. Ayrıca sisplatin sitokrom p450‘den serbest demirin katalitik 

olarak salınımını indükleyerek hidroksil radikali oluĢumunu kolaylaĢtırır (44,45).   

           Sisplatininin intraselüler kalsiyum seviyelerini arttırıp nikotinamid adenin 

dinükleotid fosfat (NADPH) oksidazı uyarır ve reaktif oksijen türleri üretimine katkıda 

bulunur (46). Serbest radikaller peroksidasyon ile hücre membranının lipid yapılarına hasar 

verirler, proteinleri denatüre ederek enzimatik inaktivasyona yol açarlar, aynı zamanda 

mitokondride fonksiyon bozukluğuna sebep olurlar (47). Sisplatin nefrotoksisitesinde 

reaktif oksijen türleri; süperoksid anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve reaktif 

nitrojen türleri; peroksinitrit, nitrik oksit böbreklerde artıĢ göstermiĢtir (48,49,50). 

Sisplatinin antioksidan enzimleri inhibe ettiği ve bunun sonucunda SOD, glutatyon 

peroksidaz (GPX), glutatyon redüktaz ve katalazın renal etkinliklerinin belirgin derecede 

azaldığı gözlenmiĢtir (51). Antioksidan sistemlerin hasar görmesi sonucunda lipid 

peroksidasyon ürünü olan malondialdehidin (MDA) de arttığı gösterilmiĢtir (52,53). 

 Sisplatinin oluĢturduğu oksidatif hasarın belirlenmesinde farklı antioksidanların 

serum konsantrasyonları ölçülebilir, ancak bu ölçümler zaman alıcı, masraflı ve karmaĢık 

teknikler gerektirir. Farklı antioksidan moleküllerin ayrı ayrı ölçülmesi pratik değildir. Bu 

nedenle oksidatif hasarın belirlenmesinde total oksidan seviye (TOS), total antioksidan 

seviye (TOS) ve oksidatif stres indeksi ölçülür (54). 

2.2.7.3. Ġnflamasyon 

        Sisplatine bağlı böbrek hasarında inflamasyonun önemli bir rolü vardır. Yapılan 

çalıĢmalarda sisplatinin proinflamatuar sitokin ve kemokin seviyelerinde artıĢa yol açtığı, 

özellikle interlökin 1-beta, 16 ve 18‘in önemli rolleri olduğu gösterilmiĢtir (55,56). Tümör 

nekroz faktör alfa (TNFα)‘nın renal hasarda merkezi bir rol oynadığı ve TNF-α 

inhibitörlerinin sisplatine bağlı renal iĢlev bozukluğunu %50 oranında iyileĢtirdiğini ve 

yapısal hasarı azalttığı gözlenmiĢtir (57,58). 

2.2.7.4. Fibrozis 

        Sisplatinin insanlarda interstisyel fibrozis ile kronik interstisyel nefrite neden olduğu 

bilinmektedir. Sisplatin, etkilenmiĢ tübüller etrafında makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunun 

da gözlendiği fibrozise neden olmaktadır (59). 
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2.2.7.5. Apopitoz ve nekroz 

          Sisplatinin yüksek konsantrasyonu proksimal tübül hücrelerinde nekrozu artırırken, 

düĢük konsantrasyonu apopitozu artırmaktadır (21). Nekroz ciddi mitokondriyal hasar ve 

ATP sentezinde azalmaya neden olmaktadır. Ancak apopitoz ATP enerji bağımlı bir 

süreçtir ve bu nedenle terapötik dozlarda daha hafif mitokondriyal değiĢimler ile iliĢkilidir 

(33). Mitokondriyal disfonksiyonun sisplatin iliĢkili böbrek hasarında anahtar olay olduğu 

düĢünülmektedir (60). 

2.2.8. Sisplatin nefrotoksisitesi klinik yansımaları ve önlenmesi 

          Sisplatin nefrotoksisitesinin baĢlıca komponentleri, bazen ilerleyici olabilen böbrek 

yetmezliği, hipomagnezemi, tuz kaybı, Fanconi benzeri sendrom ve anemidir (61). 

Sisplatine bağlı ABY genellikle nonoligürik Ģekilde olur ve günlük idrar miktarı 

1000 ml/gün üzerindedir. Bu durum sisplatinin ya henle kulpunda hasara yol açarak sıvı 

emilimi için gerekli olan meduller osmolariteyi azaltarak ya da antidiüretik hormonun 

toplayıcı tübüllerde etki yerlerinde hasara yol açarak yaptığını düĢündürmektedir. Toplayıcı 

tübüllerdeki etkisi aquaporin su kanallarının ekspresyonunun azalması ile iliĢkili olduğu 

bilinmektedir (62). 

           Sisplatin verilen hastalarda hidrasyona dikkat edilmelidir, yakın elektrolit takibi 

yapılmalıdır. Sisplatin tedavisi esnasında idrarla magnezyum kaybı olabilir ve hastaların 

yaklaĢık yarısında hipomagnezemi görülür. Dikkat edilmesi gereken husus, tedavi ile 

hipomagnezemi geliĢebileceği gibi, kronik hipomagnezeminin de sisplatin 

nefrotoksisitesini arttırabileceğidir (63). Sisplatin tedavisi sırasında anoreksi ve diyare gibi 

ciddi gastrointestinal yan etkiler oluĢabilir, bunun sonucunda magnezyum kaybı 

derinleĢebilir ve nefrotoksisite artabilir. Bu yüzden magnezyum desteği sisplatin 

toksisitesini azaltabilir (36). 

         Sisplatin nefrotoksisitesinde nadiren görülebilen Fanconi benzeri sendromda idrarda 

glukoz ve aminoasitler (alanin, valin, lösin, metionin gibi) ile beraber trikarboksilik asit 

siklüs metabolitleri (laktat ve pirüvat) bulunur. Tübüler hasarın göstergesi olan idrarda 

glukoz bulunması aynı zamanda sisplatine bağlı olarak geliĢen, glukoz uyarısına anormal 

insülin ve glukagon cevabının olduğu glukoz intoleransına da bağlı olabilir (64,65). 
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         Sisplatin bleomisin ile birlikte uygulandığında böbrek yetmezliğinin bir formu olan 

hemolitik üremik sendrom veya trombotik trombositopenik purpura gibi trombotik 

mikroanjiopatiye yol açabilir (66). Sisplatinin myelosüpresif etkilerinin bir sonucu olarak 

anemi görülebilir (67). 

Salin ile güçlü hidrasyon ve sisplatin uygulamasından önce, esnasında ve 

sonrasında mannitol uygulanması sisplatin iliĢkili nefrotoksisiteyi belirgin Ģekilde 

azaltmaktadır. Bu strateji standart tedavi olarak kabul edilmiĢtir (68). Ancak salin ve 

furosemid, salin ve mannitol uygulanmasına göre daha etkin bulunmuĢtur (69). Tuzun 

koruyucu etkisi tam olarak bilinmemekle beraber yüksek konsantrasyonda klor iyonu 

sağlayarak platin molekülünden klor iyonlarının ayrıĢmasını önler, böylece sisplatinin 

reaktif formunu azaltır (70). 

 

2.3. Karotenoidler 

Organizmadaki lipid, protein, nükleik asit ve karbonhidrat gibi moleküller oksidatif 

hasar için hedef moleküllerdir. Antioksidanlar, oksidatif hasara karĢı bu moleküllerin 

oksidasyonunu geciktiren veya engelleyen maddeler olarak tanımlanmaktadır (71). 

Bir antioksidan grubu olan karotenoidler; fitoplanktonlar, algler, bitkiler ile sınırlı 

sayıdaki mantar ve bakteriler tarafından üretilebilen, 700‘ün üzerinde yağda çözünebilen 

organik maddelerdir (72). Karotenoidler havuç, domates, greyfurt, portakal, ıspanak gibi 

sebze ve meyvelere kırmızı, turuncu, sarı ve yeĢil renklerini veren maddelerdir. Alglerin 

fotosentetik pigmentleri arasında yer alan karotenoidler fotosentez iĢleminde aktif olarak 

rol almamaktadır. Bu nedenle karotenoidler alglerde aksesuar pigmentler arasında kabul 

edilmekte ve pek çok alg grubunda yaygın olarak bulunmaktadır (73). 

            Karotenoidlerin çoğu çift halkalı, 40 karbon atomu içeren doymamıĢ 

hidrokarbonlardır. Genel formülleri C40H56‘dır. Karotenoidlerin oksijen içerenleri 

ksantofiller olarak adlandırılırken, tamamen karbon ve hidrojenden oluĢanlar ise karotenler 

adlandırılır. Karotenoidler, çift bağ ihtiva ettikleri için havadaki oksijenle ve ultraviyole 

ıĢınlarla hızla oksitlenmektedirler (74). 
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Karotenoidler özelliklerine göre; karotenler, ksantofiller, karotenoid ketonlar ve 

karotenoid asitler olarak dört grupta adlandırılmaktadırlar (73). Astaksantin karotenoid 

keton grubunda yer alan bir antioksidan maddedir. 

2.4. Astaksantin 

         Astaksantin daha çok kabuklu deniz canlılarında (yengeç, karides, istakoz, somon, 

alabalık) bulunan kırmızı-turuncu renkli bir pigmenttir (75). Astaksantin ilk defa bir 

istakoz ekstresinden 1938 yılında karakterize edilmiĢ ve isimlendirilmiĢtir. 1944 yılına 

kadar ‗Haematochrom‘ olarak bilinen bu pigmentin Tisher tarafından Haematococcus‘un 

temel pigmenti olan astaksantin olduğunun belirtilmesi sonucunda yanlıĢlık düzeltilmiĢtir.  

          Astaksantini hücre içinde yüksek miktarda biriktirme özelliğine sahip olan 

Haematococcus pluvialis‘in kapalı sistemlerde (panel ya da tübüler fotobiyoreaktörler) 

yüksek ıĢık Ģiddetine maruz bırakılarak ticari üretimi yapılmaktadır. Haematococus 

pluvialis, uygun olmayan ortam koĢullarında (baĢta yüksek ıĢık Ģiddeti olmak üzere, 

sıcaklık ve pH değerlerindeki dalgalanmalar, ortamda besin miktarının azalması vb.) 

biriktirdiği sekonder karotenoid olan astaksantin içermesi nedeniyle biyoteknolojik olarak 

öneme sahiptir (76,77,78). 

           Astaksantin lipid peroksidasyonuna ve oksidatif strese karĢı hücre zarını ve dokuyu 

koruma özelliğindedir. Doğada bilinen en güçlü ve güvenli antioksidan olarak kabul 

edilmektedir. Antioksidan aktivitesinin E vitamininden 550 kat, C vitamininden 6000 kat, 

Koenzim Q10'dan 800 kat, Luteinden 4 kat, Karotenden 10 kat daha güçlü olduğu 

bulunmuĢtur (79). 

 

2.4.1. Astaksantin’in fiziksel ve kimyasal özellikleri 

          Kırmızı-turuncu renkli lipofilik özellikte bir karotenoid pigmentidir. Ġki uçta polar 

iyonon halkaları ve ortada non-polar konjuge karbon bağları bulunmaktadır (73) (ġekil 3). 

                              

 

           ġekil 3. Astaksantinin kimyasal yapısı (73) 
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Astaksantin diğer karotenoidlere kıyasla ısıya karĢı dayanıklı olup, renk değiĢikliği 

göstermemektedir. Diğer antioksidanlara göre yapısında oksijen içermesi ve lipofilik 

olması nedeniyle kan-beyin bariyerini kolaylıkla geçebilmektedir ve santral sinir sistemi ile 

beyin hücrelerini koruyucu etki gösterdiği bildirilmektedir (80,81,82).    

 

 

 

2.4.2. Astaksantin’in etki mekanizması 

           Astaksantin diğer karotenoidler gibi tekli oksijenin uyarılmasıyla açığa çıkan 

enerjiyi emerek tekli oksijen ve diğer serbest radikalleri elektrondan zengin polien 

zincirlerini oluĢturarak uzaklaĢtırılmasını sağlar. Bu Ģekilde astaksantin hücreleri ve 

dokuları hasardan korur. Karotenoid yapısı değiĢmeden kalır ve tekrar radikal tutucu olarak 

kullanılmaktadır. 

Astaksantinin aynı zamanda keto-hidroksil gruplarını içerdiğinden bu özel 

moleküler yapısından dolayı hücre zarına çok iyi oriyente olmakta ve hücrenin hem iç ve 

hem de dıĢ membranında kalıcı olmasını sağlamaktadır. Astaksantin bu özelliği sayesinde 

sadece iç veya dıĢ membranda lokalize olabilen beta-karotene and vitamin C‘ye göre 

hücreyi membran peroksidasyonundan daha iyi bir koruma sağlamaktadır (83). 

 

2.4.3. Astaksantin’in kaynakları 

           Denizsel ortamda astaksantin, birincil üretim olarak mikro algler ve fitoplankton 

tarafından besin zinciri içinde sentezlenir. Daha sonra bunlar zooplankton, böcekler veya 

krustaseler tarafından tüketilir ve son olarak da diğer canlılar tarafından alınır. 

           YeĢil alglerden Haematococcus pluvialis ve Chlorella zofingiensis, kırmızı bir maya 

olan Phaffia rhodozyma ve deniz bakterisi olan Agrobacterium aurantiacum tarafından 

sentezlenebilmektedir (84,85,86,87). Bakterilerle yapılan incelemelerde astaksantin varlığı, 

sadece Micrococcaceae ve Mycobacteriaceae ailesinde sınırlanmıĢtır. Mantarlarda ise 

astaksantin, Basidiomycetes'lerden Peniophora auranthica ve Peniophora quercina'dan 

izole edilmiĢtir (88). 

           Miktar olarak en fazla astaksantin sentezleyen mikroorganizmalar sırasıyla 

Haematococcus pluvialis, Neochloris wimmeri ve Protosiphon bolryoides‘tir (89). Kırmızı 

bir maya olan Phaffia rhodozyma'da astaksantinin serbest formu, yeĢil alglerden 

Haematococcus pluvialis ve Chlorella zofingiensis'de ise esterleĢmiĢ formları 
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bulunmaktadır. Haematococcus pluvialis'de bulunan esterleĢmiĢ formdaki astaksantine 

göre Phaffia rhodozyma'da serbest formda bulunan astaksantinin ekstrakte edilmesi daha 

elveriĢli olmasına rağmen, astaksantin içeriği Haematococcus pluvialis'den daha düĢüktür 

(90). 

 

 

 

2.4.4. Astaksantin’in antioksidan etkisi ve yararları: 

           Astaksantinin antioksidan etki mekanizması 2 Ģekildedir; serbest radikalleri 

temizleyip dağıtır ve serbest radikallerin yol açabileceği zincir reaksiyonlara karĢı koruma 

görevi üstlenir ya da oluĢmuĢ olan zincir reaksiyonları sonlandırır (91). 

           Astaksantinin antioksidan özelliğinin insan sağlığı ve canlılar üzerine farklı olumlu 

etkileri mevcuttur. Antiinflamatuar etki gösterirler. Ġmmün sistemi güçlendirirler. Kanser 

hücrelerinin oluĢumunu önlemeye yardımcıdırlar. Alzheimer ve parkinson hastalığını 

önlemede yardımcıdırlar. Diyabeti önleyici ve azaltmaya yardımcı etkisi bulunmaktadır. 

Gözleri ve deriyi radyasyonun zararlı etkilerine karĢı korur (92,93).  

            Ġnsan sağlığı üzerine olumlu etkilerinden dolayı besin takviyesi ve antioksidan 

olarak kullanımı yaygınlaĢmaktadır (94,95). Astaksantinin insan diyet katkısı olarak 

kullanımı, US. Food and Drug Administration (FDA) tarafından onaylanmıĢtır. Ayrıca 

kümes hayvanları üretiminde yumurta sarısının renklendirilmesinde de kullanılmaktadır. 

Bu nedenle, akuakültür ve kümes hayvanları endüstrisinde doğal bir yem katkısı olarak 

kullanımı gittikçe artmaktadır (96,97). Alabalık, karides, süs balığı ve somon balığı 

yetiĢtiriciliğinde pigment kaynağı olarak kullanılır (98). 
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3.GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1. Deney Hayvanlarının Temini ve Hazırlanması   

 

          Bu çalıĢmada toplamda 48 adet, erkek, eriĢkin (3-5 aylık), ağırlıkları 250-350 gr 

arasında değiĢen Spraque Dawley albino cinsi erkek rat kullanıldı. Deney hayvanları, 

Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Etik Kurulu‘nun 

onayı alınarak (kabul numarası: 2016/32), Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi (RTEÜ) Tıp 

Fakültesi Temel Tıp Bilimleri Deney Hayvanları Uygulama Ünitesi‘nden temin edildi.  

          Deney hayvanlarının bakımı Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Temel Tıp Bilimleri Deney Hayvanları Uygulama Ünitesi‘nde yapıldı. Laboratuvar 

koĢullarına uyum için yeterli süre geçtikten sonra 48 deney hayvanı 6 gruba ayrıldı. Tüm 

hayvanlar steril, 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık deney hayvanları ünitesi ortamında, % 

55-60 nem oranı ve 22±3 C° oda sıcaklığında bakım ve beslenmeye tabii tutuldu. 

 

3.2. Kontrol ve Deney Grupları 

Laboratuvar koĢullarına uyum için yeterli süre geçtikten sonra 48 deney hayvanı 

her grupta 8 denek olmak üzere rastgele 6 gruba ayrıldı (Tablo 2). 

           Grup 1 (Kontrol grubu / n=8); kontrol grubu olarak belirlendi. Bu gruba enjeksiyon 

uygulanmadı.  

Grup 2 (Zeytinyağı kontrol grubu / n=8); zeytinyağı kontrol grubu olarak belirlendi. 

Bu gruba 8 gün boyunca günde bir kere intraperitoneal olarak zeytinyağı uygulandı. 

           Grup 3 (Sham/Astaksantin 75 mg grubu / n=8); Astaksantin 75 mg kontrol grubu 

olarak belirlendi. Bu gruba sadece intraperitoneal astaksantin ekstresi 75 mg/kg (5mg/ml 

zeytin yağında içinde çözülmüĢ), distile su içeren çözücü 8 gün boyunca bir kere verildi. 

Ayrıca anestezi için yapılan ilaçlar haricinde herhangi bir ilaç enjekte edilmedi. 

Grup 4 (Cisplatin grubu /n=8); cisplatin kontrol grubu olarak belirlendi. Bu gruba 

5.gün intraperitoneal 16mg/kg tek doz cisplatin (Cisplatin DBL 100mg/100 ml flakon, 

Orna Ġlaç, Ġstanbul) verildi. Ayrıca anestezi için yapılan ilaçlar haricinde herhangi bir ilaç 

enjekte edilmedi. 

Grup 5 (Cisplatin+25 mg Astaksantin grubu/ n=8);16 mg/kg cisplatin ve 

astaksantin 25mg/kg grubu olarak belirlendi. Bu gruba 8 gün boyunca her gün i.p.25 mg/kg 

astaksantin ve 5. gün intraperitoneal 16 mg/kg tek doz cisplatin verildi. Ayrıca anestezi 

için yapılan ilaçlar haricinde herhangi bir ilaç enjekte edilmedi. 
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Grup 6 (Cisplatin+75 mg Astaksantin grubu / n=8); 16 mg/kg cisplatin ve 

astaksantin 75mg/kg grubu olarak belirlendi. Bu gruba 8 gün boyunca her gün i.p.75mg/kg 

astaksantin ve 5. gün intraperitoneal 16 mg /kg tek doz cisplatin verildi. Ayrıca anestezi 

için yapılan ilaçlar haricinde herhangi bir ilaç enjekte edilmedi. 

Tüm denekler 8. Günde ratlara anestezi verildikten sonra sakrifiye edildi. Anestezi 

için 50 mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p) Ketamine hidroklorür (Ketalar ®, EczacıbaĢı 

Parke-Davis, Ġstanbul, Türkiye) ve 10 mg/kg dozunda i.p Xylazine HCl (Alfazyne ®, 

Alfasan International B.V. Woerden, Holland)  ile anestezi uygulandı. 

   

  Tablo 2. Denek grupları 

Grup Adı Denek Sayısı 

KONTROL 8 

ZEYTĠNYAĞI KONTROL 8 

SHAM (ASTAKSANTĠN 75 MG KONTROL,  

5mg/ml Zeytin yağı içinde çözünmüĢ) 

8 

CĠSPLATĠN 8 

CĠSPLATĠN+25 MG ASTAKSANTĠN 

(5mg/ml Zeytin yağı içinde çözünmüĢ) 

8 

CĠSPLATĠN+75 MG ASTAKSANTĠN 

(5mg/ml Zeytin yağı içinde çözünmüĢ) 

8 

 

 

3.3.  Biyokimyasal Analiz Prosedürü 

 

Sıçanlardan alınan böbrek dokusu soğuk fosfat tampon solüsyonunda yıkandı. Tüm 

böbrek numuneleri tartıldı ve fosfat tampon solüsyonu (pH 7.4) içinde beĢ dakika 

homojenleĢtirildi. Doku ağırlığının homojenleĢtirme tamponuna oranı 1:10 idi. 

Homojenatlar 4500 rpm'de 20 dakika boyunca 4°C'de santrifüje tabi tutuldu. Elde edilen 

süpernatantların bir kısmı, otoanalizör Architect C16000 Autoanalyzer tarafından total 

antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviyenin (TOS) belirlenmesi için kullanıldı. 

Total antioksidan seviye (TAS): Numunelerin total antioksidan düzeyi, Rel Assay 

marka ticari kitler kullanılarak ölçüldü. Ölçüm yöntemi örnekteki tüm antioksidan 

moleküllerin renkli ABTS katyonik radikalini indirgemesi sonucu renkli radikalin 
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antioksidan moleküllerin toplam konsantrasyonlarıyla orantılı olarak rengini kaybetmesi 

prensibine dayanır. Sonuçlar mmol H2O2 Equivalent/L olarak ifade edildi (54).  

 Total oksidan seviye(TOS): Numunelerin toplam oksidan seviye düzeyi, Rel Assay 

marka ticari kitler kullanılarak ölçüldü. Ölçümde örneklerin içerdiği oksidan moleküllerin 

ferroz iyonu ferrik iyona kümülatif olarak oksitlemesi prensibine dayanan, kolorimetrik 

yöntem kullanıldı. Sonuçlar μmol H2O2 Equivalent/L olarak ifade edildi (100). 

 

3.4. Histopatolojik Takip Prosedürü 

Sıçanlardan alınan böbrek dokusu %10 formalin solüsyonunda 48 saat boyunca 

fiksasyon iĢlemine uygulandı. Fiksasyon aĢamasından sonra dokular sırası ile artan etil 

alkol serisi ile su çekme iĢlemi, ksilol ile ĢeffaflaĢtırma iĢlemleri uygulandı ve son olarak 

parafin bloklara gömüldü. Parafin bloklardan 4-5µm kalınlığındaki kesitler mikrotom 

(Leica RM2125-Almanya) ile alındıktan sonra Harris‘in hemotoksilen ve eosin G (H&E) 

boyası ile boyandı. Boyanan preparatlar ıĢık mikroskobu altında (Leica DM6200-

Germany) incelendi ve Olympus DP20 kamerası ile fotoğrafları çekildi. 

3.5. Semi-kantitatif Analiz 

ÇalıĢmamızda renal korpüskül, proksimal ve distal tübül yüzey alanlarının (µm
2
) 

ölçümü Olympus DP2-BSW (Ver.2.1 to Ver.2.2, Build 6212, Tokyo, Japonya) programı 

kullanılarak ölçüldü. Bu ölçüm sistemi kamera (Olympus DP20, Olympus Corparation, 

Tokyo, Japonya) yerleĢtirilmiĢ bir ıĢık mikroskobu (Leicia DM6200, DM6200, Mannheim, 

Almanya) ve Olympus DP2-BSW yazılımlı bir bilgisayardan oluĢmaktadır. H&E 

boyanmıĢ preparatların ölçüm sınırları bağımsız olarak 2 farklı histopatolog tarafından 

belirlendi (ġekil 4). 
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             ġekil 4. Renal körpüskül alan ölçüm metodu. 

 

3.6. Ġmmunohistokimya Analiz Prosedürü 

Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT, Almanya) ile kesilen 3 μm‗lik 

kesitler (poly-L-lisine, Isolab, Almanya) lamlar üzerine alındı. Bu kesitler böbrek dokusu 

hücrelerindeki Kazpas-3 ekspresyonlarını belirlemek amacıyla Kaspaz-3 (rabbit 

polyclonal, abcam, ab 13847, Ġngiltere) yöntemiyle boyandı. Görüntüleme kiti olarak DAB 

detection kiti (RP/DAB (ABC) Detection IHC Kit, abcam, ab 64261, Ġngiltere) kullanıldı. 

ÇalıĢmamızda preparatlar deparafinizasyon iĢlemine alındı. Bu amaçla oda ısısında 

üç kere 5 dakikalık ksilolde bekletildi. Daha sonra preparatlar birer kez de 5'er dakikalık 

sırasıyla %80, %90 ve absolü alkolde (etanol) inkübasyonları yapıldı. Distile su içerisinde 

5 dakika yıkanmasını takiben sitrat tampon solüsyonu (pH=6) ile mikro dalga fırında 5x3 

(15 dk) antijen retrieval iĢlemine tabi tutuldu. On beĢ dakika oda ısısında beklendi. BeĢ 

dakika fosfat tampon solüsyonunda (Phosphate Buffered Saline – PBS, pH=7.4) yıkandı. 

On dakika boyunca %3‗lük H202 ile inkübe edildi. BeĢ dakika PBS‘de yıkandı. PBS 

tamponunda yıkamanın ardından Kaspaz-3 solüsyonunda 60 dakika bekletildi. Tekrar PBS 
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ile 5 dakika yıkandı. DAP-KROMOJEN de 9 dakika bekletildi. Distile suda iyice yıkandı. 

Zıt boyama için Mayer‗in hematoksileni ile 3 dakika boyanan lamlar akarsuda yıkanarak 

su bazlı kapatma ortamı ve lamel ile kapatıldıktan sonra Olympus DP20 (Olympus 

Corparation, Tokyo, Japonya)   marka dijital kamera ataçmanlı ıĢık mikroskop (Leica 

DM6200, Mannheim, Almanya) altında incelenerek fotoğraflandı. 

 

3.7. Steorolojik Analiz 

Ortalama Kaspaz-3 pozitif hücre sayısal yoğunluğu Stereoinvestigator 9.0 

(MicroBrightField 9.0, Colchester, VT, CA, USA) programı ile sayıldı. Bu sistem kamera 

yerleĢtirilmiĢ bir ıĢık mikroskobu, mikroskop tablası içeren motorlu bir sistem ve yazılımlı 

bir bilgisayardan oluĢmaktadır. Kaspaz-3 ile boyanmıĢ preapratlar Stereoinvestigator 9.0 

programı kullanılarak tarafsız sayma çerçeveli stereolojik yöntemlerden biri olan 

fractinator probu kullanılarak hesaplandı. Sonra 60 farklı seçilmiĢ bölgede tüm grupların 

Kaspaz-3 pozitif hücre sayıları Mercantepe (99) tarafından tanımlanan metodla ölçüldü. 

 

3.8. Ġstatistiksel Analiz 

 Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı‘nda 

elde edilen biyokimyasal verilerin istatistik karĢılaĢtırmaları bilgisayar ortamında statistical 

package  for the social scinces (SPSS) 20.00(IBM, New York, A.B.D.) paket programı 

kullanılarak yapıldı. Verilerin dağılımı için Shapiro-Wilk testi kullanıldı. Dağılımı normal 

olarak çıkan  verilerin gruplar arası karĢılaĢtırılması için tek yönlü ANOVA testi 

uygulandı. Post-hoc karĢılaĢtırılma Tukey testi ile yapıldı. P<0,01 değeri istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. Sürekli değiĢkenler, ortalama ± standart sapma ve min-max değerler 

aralığında sunuldu. 

 Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji 

Anabilim Dalı IĢık Mikroskopi Laboratuvar‘ında semi-kantitatif ve stereolojik analiz 

sonucu elde edilen histopatolojik veriler statistical package  for the social scinces (SPSS) 

20.00 (IBM, New York, A.B.D.) programı kullanılarak hesaplandı. Verilerin dağılımı için 

Shapiro-Wilk testi kullanıldı. Dağılımı normal olarak çıkan  verilerin gruplar arası 

karĢılaĢtırılması için tek yönlü ANOVA testi uygulandı. Post-hoc karĢılaĢtırılma Duncan 

testi ile yapıldı. P <0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Sürekli değiĢkenler, 

ortalama ± standart sapma ve min-max değerler aralığında sunuldu. 
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4.BULGULAR 

4.1. Biyokimyasal Bulgular 

Cisplatin grubunda TAS seviyesi anlamlı olarak azalırken TOS seviyesi anlamlı 

olarak artmıĢtır. Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu ve Cisplatin + Astaksantin 75 mg 

grubunda ise TAS seviyesinin anlamlı olarak arttığı ve TOS seviyesinin anlamlı olarak 

azaldığı saptanmıĢtır. 

 

4.2. Histopatolojik Bulgular 

Kontrol grubuna ait deneklerin böbreklerinden alınan ıĢık mikroskobik kesitlerinde 

böbrek korteks ve medullasının normal histolojik yapı özellikleri sergilediği izlendi (ġekil 

5A). Normal yapıdaki glomerül ve bowman kapsülü boĢluğu izlendi. Proksimal ve distal 

tübüllerin epitel hücrelerinin tipik yapıda olduğu gözlendi. Proksimal ve distal tübüllerin 

bazal membranları oldukça belirgindi. Bowman kapsülünün pariyetal epitel hücrelerinin 

tipik yassı Ģeklinde olduğu izlendi (ġekil 5B). 

 

      ġekil 5. Kontrol grubuna ait sağlıklı böbrek dokusu görüntüsü. Normal yapıdaki 

glomerül (gl) bowman kapsülü boĢluğu izlenmekte (bs). Proksimal (pt) ve distal tübüllerin 

(dt) tipik yapıda olduğu gözlenmekte. Podosit (kuyruklu ok), mesangiyal hücre (yeĢil ok) 

ve pariyetal yassı epitel hücrelerinin (ok baĢı) normal yapıda olduğu izlenmekte. Proksimal 

tübülün fırçamsı kenarına sahip normal yapıdaki epitelyum hücresi (mavi ok) A) x40. B) 

x400. H&E. 
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Zeytinyağı kontrol grubuna ait deneklerin böbreklerinden alınan ıĢık mikroskobik 

kesitlerinde kontrol grubuna benzer olarak böbrek korteks ve medullasının normal 

histolojik yapı özellikleri sergilediği izlendi (ġekil 6A-B). 

 

 

ġekil 6. Zeytinyağı grubuna ait sağlıklı böbrek dokusu görüntüsü. Normal yapıdaki 

glomerül (gl) bowman kapsülü boĢluğu izlenmekte (bs). Proksimal (pt) ve distal tübüllerin 

(dt) tipik yapıda olduğu gözlenmekte. Podosit (kuyruklu ok), mesangiyal hücre (yeĢil ok) 

ve pariyetal yassı epitel hücrelerinin (ok baĢı) normal yapıda olduğu izlenmekte. Proksimal 

tübülün fırçamsı kenarına sahip normal yapıdaki epitelyum hücresi (mavi ok) A) x40. B) 

x400. H&E. 
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Sham (Astaksantin 75 mg) ait deneklerin böbreklerinden alınan ıĢık mikroskobik 

kesitlerinde kontrol grubuna benzer olarak böbrek korteks ve medullasının normal 

histolojik yapı özellikleri sergilediği izlendi (ġekil 7A-B)  

 

 

       ġekil 7. Sham (Astaksantin 75mg) grubuna ait böbrek dokusu görüntüsü. Normal 

yapıdaki glomerül (gl). Proksimal (pt) ve distal tübüllerin (dt) tipik yapıda olduğu 

gözlenmekte. A) x200. B) x400. H&E. 

 

Cisplatin grubuna ait deneklerin böbreklerinden alınan ıĢık mikroskobik kesitlerinde 

böbrek korteks ve medullasının hasarlı yapıda olduğu izlendi (ġekil 8A). Tübüler nekrozla 

beraber yaygın tübüler dilatasyonlar izlendi (ġekil 8A-B). Proksimal ve distal tübüllerin 

epitel hücrelerinin nekrotik yapıda olduğu gözlendi. Proksimal ve distal tübülerde 

hiyalizasyon (cast formation) oluĢumları izlendi. Peritübüller alanlarda belirgin kapiler 

konjesyonlar izlendi (ġekil 8A-B). 
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      ġekil 8. Cisplatin grubuna ait hasarlı böbrek dokusu görüntüsü. Dejeneratif glomerul 

(ok) ve glomerular amyloidosis (yeĢil ok) izlenmekte. Tübüler nekrozla beraber yaygın 

tübüler dilatasyonlar izlenmekte (kuyruklu ok). Tübüler kist oluĢumu gözlenmekte (ok 

baĢı). Tübüllerde belirgin olarak hasarlı hücreler izlenmekte (spiral ok). Peritübüller alanda 

kapiler konjesyon gözlenmekte. A) x40. B) x400. H&E. 

 

 

Cisplatin+Astaksantin 25mg grubuna ait deneklerin böbreklerinden alınan ıĢık 

mikroskobik kesitlerinde böbrek dokusunun tipik histolojik yapı özellikleri sergilediği 

izlendi (ġekil 8A-B). Bowman kapsülü normal yapıda olduğu izlendi (ġekil 9A-B). 

 

 

       ġekil 9. Cisplatin+Astaksantin 25mg grubuna ait böbrek dokusu görüntüsü. Normal 

yapıdaki glomerül (gl). Proksimal (pt) ve distal tübüllerin (dt) tipik yapıda olduğu 

gözlenmekte. A) x200. B) x400. H&E. 

 



23 
 

Cisplatin+Astaksantin 75mg grubuna ait deneklerin böbreklerinden alınan ıĢık 

mikroskobik kesitlerinde Cisplatin+Astaksantin 25mg grubuna grubuna benzer olarak 

böbrek korteks ve medullasının normal histolojik yapı özellikleri sergilediği izlendi (ġekil 

10A-B). 

 

ġekil 10. Cisplatin+Astaksantin 75 mg grubuna ait böbrek dokusu görüntüsü. 

Normal yapıdaki glomerül (gl). Proksimal (pt) ve distal tübüllerin (dt) tipik yapıda olduğu 

gözlenmekte. A) x200. B) x400. H&E 

 

 

4.3. Ġmmunohistokimyasal Bulgular 

Kontrol, Zeytinyağı kontrol ve Sham grubuna ait böbrek dokusunda proksimal ve 

distal tübül epitel hücreleri immün negatif olarak saptanmıĢtır (ġekil 11, ġekil 12, ġekil 

13). Cisplatin grubunda böbrek proksimal ve distal tübül epitel hücrelerinde yoğun 

immünpozitif hücreler saptanmıĢtır (ġekil 14). Cisplatin+Astaksantin 25 mg ve 

Cisplatin+Astaksantin 75 mg gruplarında ise proksimal ve distal tübül epitel hücreleri 

immün negatif olarak saptanmıĢtır (ġekil 15, ġekil 16).  
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            ġekil 11. Kontrol grubuna ait sağlıklı böbrek dokusu görüntüsü. Proksimal ve distal 

tübül epitel hücrelerinin (ok) immün negatif olduğu izlenmekte. A) x200. B) x400 Kaspaz-

3. 

 

          ġekil 12. Zeytinyağı kontrol grubuna ait sağlıklı böbrek dokusu görüntüsü. 

Proksimal ve distal tübül epitel hücrelerinin (ok) immün negatif olduğu izlenmekte. A) 

x200. B) x400 Kaspaz-3. 
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ġekil 13. Sham (Astaksantin 75mg)  grubuna ait böbrek dokusu görüntüsü. 

Proksimal ve distal tübül epitel hücrelerinin (ok) immün negatif olduğu izlenmekte. A) 

x200. B) x400 Kaspaz-3. 

 

 

 

 

 

            ġekil 14. Cisplatin grubuna ait böbrek dokusu görüntüsü. Proksimal ve distal tübül 

epitel hücrelerinde yoğun immünpozitif hücreler gözlenmekte (ok). A) x200. B) x400 

Kaspaz-3. 
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           ġekil 15. Cisplatin+Astaksantin 25 mg grubuna ait sağlıklı böbrek dokusu 

görüntüsü. Proksimal ve distal tübül epitel hücrelerinin (ok) immün negatif olduğu 

izlenmekte. A) x200. B) x400 Kaspaz-3. 

 

 

 

              

           ġekil 16. Cisplatin+Astaksantin 75 mg grubuna ait sağlıklı böbrek dokusu 

görüntüsü. Proksimal ve distal tübül epitel hücrelerinin (ok) immün negatif olduğu 

izlenmekte. A) x100. B) x200 Kaspaz-3. 

 

 

 



27 
 

4.4. Ġstatistiksel Bulgular 

4.4.1 Biyokimya 

Kontrol grubu, zeytinyağı ve sham grubu ile kıyaslandığında aralarında anlamlı bir 

fark saptanamdı (P>0.05). Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında Cisplatin grubunda TAS 

seviyesi anlamlı olarak azalırken TOS seviyesi anlamlı olarak gözlendi (P<0.01).  Kontrol 

grubu ile kıyaslandığında Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu ve Cisplatin + Astaksantin 

75 mg grubunda TAS seviyesinin anlamlı olarak arttığı ve TOS seviyesinin anlamlı olarak 

azaldığı gözlendi (P<0.0)1. Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu ile cisplatin + Astaksantin 

75 mg grupları arasında anlamlı bir fark olmadığı gözlendi (P>0.05). Zeytinyağı kontrol 

grubu ile kıyaslandığında Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu ve Cisplatin + Astaksantin 

75 mg grubunda TAS seviyesinin anlamlı olarak arttığı ve TOS seviyesinin anlamlı olarak 

azaldığı gözlendi (P<0.01) (Tablo 3). 

Tablo 3. Biyokimyasal veriler 

a
p ˂0.01kontrol grubuna göre  

b
p ˂0.01zeytinyağı grubuna göre  

c
p ˂0.01sham (astaksantin 75mg) grubuna göre  

d
p ˂0.01astaksantin 25mg grubuna göre  

e
p ˂0.01astaksantin 75mg grubuna göre  

f
p ˂0.01cisplatin grubuna göre  

 

Grup                                                                      BÖBREK 

          TAS           TOS 

KONTROL  8,69  ±  0,19
c,d,e,f

 26,07  ±  0,71
b,d,e,f

 

ZEYTĠNYAĞI 

 

ASTAKSANTĠN 75 MG 

9,16  ±  0,15
c,d,e,f

 

12,60  ±  0,7
a,b,d,e,f

 

24,81 ±  0,4
d,e,f

 

25,06  ±  0,50
a,c,d,e,f

 

CISPLATIN 

 

ASTAKSANTĠN 25 

6,92  ±  0,75
a,b,c,d,e

 

10,47  ±  0,82
a,b,c,f

 

34,13  ±  0,88
a,b,c,d,e

 

23,02  ±  0,92
a,b,c,f

 

ASTAKSANTĠN 75 

 

11,13  ±  0,34
a,b,c,f

 

 

22,20  ±  0,78
a,b,c,f
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4.4.2 Histopatoloji 

 

Kontrol grubu (grup 1) ile zeytinyağı kontrol grubu (grup 2) arasında renal 

korpüskül, proksimal ve distal tübül yüzey alanı ölçümü arasında anlamlı bir fark 

gözlenmedi (p˃0.05). Aynı Ģekilde kontrol grubu (grup 1) ile sham grubu (grup 3) arasında 

renal korpüskül, proksimal ve distal tübül yüzey alanı ölçümü arasında anlamlı bir fark 

gözlenmedi (p˃0.05). Kontrol grubu ile cisplatin grubu (grup 4) kıyaslandığında cisplatin 

grubunda renal korpüskül, proksimal ve distal tübül yüzey alanı anlamlı olarak artmıĢ 

olduğunu saptandı (p˂0.05). Cisplatin grubu ile Cisplatin+Astaksantin 25 mg (grup 5) 

grubu kıyaslandığında renal korpüskül, proksimal ve distal tübül yüzey alanı 

Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) grubunda anlamlı olarak azaldığı görüldü (p˂0.05). 

Kontrol grubu ile Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) grubu kıyaslandığında renal 

korpüskül, proksimal ve distal tübül yüzey alanı ölçümleri bakımından aralarında anlamlı 

bir fark saptanmadı (p˃0.05). Cisplatin+Astaksantin 25 mg grubu ile 

Cisplatin+Astaksantin 75 mg grubu (grup 6) kıyaslandığında aralarında anlamlı bir fark 

izlenmedi (p˃0.05) (ġekil 17, ġekil 18, ġekil 19, Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6).  

Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında pozitif immun hücre sayısal yoğunluğunun 

Cisplatin grubunda arttığı gözlendi (P<0.05).  Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu ve Cisplatin + Astaksantin 75 mg grubunda immün 

pozitif hücre sayısının anlamlı olarak azaldığı gözlendi. (P<0.05). Kontrol grubu, 

zeytinyağı kontrol ve sham grubu ile kıyaslandığında aralarında anlamlı bir fark olmadığı 

gözlendi (P>0.05).  Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu, cisplatin + Astaksantin 75 mg 

grupları arasında anlamlı bir fark olmadığı gözlendi (P>0.05) (ġekil 20, Tablo 7). 
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ġekil 17. Renal korpüskül yüzey alanı ölçüm box-plot grafiği 

 

Tablo 4. Renal korpüskül yüzey alanı ölçüm (µm
2
) verileri 

Grup Renal Korpüskül Alan ölçüm (Aritmetik 

Ortalama ± Standart Sapma) 

Kontrol (Grup 1) 4840.15±676.28
c,d 

Zeytinyağı (Grup 2) 4986.76±551.44
a,c,d 

Sham (Astaksaintin 75 mg) (Grup 3) 5093.14±568.26
a,c

 

Cisplatin (Grup 4) 10414.61±2712.56
b 

Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) 4373.14±904.04
a,c,d 

Cisplatin+Astaksantin 75 mg (Grup 6) 4935.31±154.165
a,c,e

 

a
P ˃0.05kontrol grubuna göre                           

b
P ˂0.05kontrol grubuna göre 

c
P ˂0.05cisplatin grubuna göre                          

d
P ˃0.05sham (astaksantin 75mg) grubuna göre 

e
P ˃0.05cisplatin+Astaksantin 25 grubuna göre 
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ġekil 18. Proksimal tübül yüzey alanı ölçüm box-plot grafiği 

 

Tablo 5. Proksimal tübül yüzey alanı ölçüm (µm
2
) verileri 

Grup Proksimal tübül yüzey alan ölçümü 

(Aritmetik Ortalama ± Standart Sapma) 

Kontrol (Grup 1) 1466.16±153.49
c,d

 

Zeytinyağı (Grup 2) 1591.28±256.01
a,c,d 

Sham (Astaksaintin 75 mg) (Grup 3) 1364.83±256.00
a,c

 

Cisplatin (Grup 4) 3452.18±1058.12
b 

Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) 1496.54±123.32
a,c,d 

Cisplatin+Astaksantin 75 mg (Grup 6) 1701.1723±427.15
a,c,e

 

a
P ˃0.05kontrol grubuna göre                           

b
P ˂0.05kontrol grubuna göre 

c
P ˂0.05cisplatin grubuna göre                          

d
P ˃0.05sham (astaksantin 75mg) grubuna göre 

e
P ˃0.05cisplatin+Astaksantin 25 grubuna göre 

           



31 
 

 ġekil 19. Distal tübül yüzey alanı ölçüm box-plot grafiği 

       

Tablo 6. Distal tübül yüzey alanı ölçüm (µm
2
) verileri. 

Grup Distal tübül yüzey alanı ölçümü 

(Aritmetik Ortalama ± Standart Sapma) 

Kontrol (Grup 1) 2492.52±344.78
c,d

 

Zeytinyağı (Grup 2) 2362.15±359.304
a,c,d 

Sham (Astaksaintin 75 mg) (Grup 3) 2299.48±322.09
a,c

 

Cisplatin (Grup 4) 4798.49±1848.47
b 

Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) 1508.07±311.16
a,c,d 

Cisplatin+Astaksantin 75 mg (Grup 6) 2255.53±459.22
a,c,e

 

a
P ˃0.05kontrol grubuna göre                           

b
P ˂0.05kontrol grubuna göre 

c
P ˂0.05cisplatin grubuna göre                          

d
P ˃0.05sham (astaksantin 75mg) grubuna göre 

e
P ˃0.05cisplatin+Astaksantin 25 grubuna göre 
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ġekil 20. Kaspaz-3 pozitif hücre sayısal yoğunluk ölçüm box-plot grafiği 

        

         Tablo 7. Kaspaz-3 pozitivite ölçüm (mm
3
) verileri 

Grup Kaspaz-3 pozitivite ölçümü (Aritmetik 

Ortalama ± Standart Sapma) 

Kontrol (Grup 1) 3.17±1.72
c,d

 

Zeytinyağı (Grup 2) 2.5±1.64
a,c,d 

Sham (Astaksaintin 75 mg) (Grup 3) 7.67±3.01
a,c

 

Cisplatin (Grup 4) 110.33±12.58
b 

Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) 15.00±4.73
a,c,d 

Cisplatin+Astaksantin 75 mg (Grup 6) 15.17±6.27
a,c,e

 

a
P ˃0.05kontrol grubuna göre                           

b
P ˂0.05kontrol grubuna göre 

c
P ˂0.05cisplatin grubuna göre                          

d
P ˃0.05sham (astaksantin 75mg) grubuna göre 

e
P ˃0.05cisplatin+Astaksantin 25 grubuna göre 
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5.TARTIġMA ve SONUÇLAR 

Kanser kemoterapisinin amacı hastanın normal hücrelerine zarar vermeden tümör 

hücresinin büyümesini ve çoğalmasını durdurmak veya mümkünse onları yok etmektir. 

Antineoplastik ilaçlar vücutta patolojik biçimde çoğalmakta olan kanser hücrelerini yok 

ettikleri gibi, hızlı biçimde çoğalmakta olan normal hücreleri de yok ederler. Bu nedenle 

çoğu kanser ilacının normal hücre ve kan dokusu üzerine de yan etkileri vardır ve bu 

etkiler ilaçların kullanımında kısıtlamalara yol açmaktadır (6). 

Bu yan etkilerin ortaya çıkması sonucunda tedavi protokolü değiĢtirilebilmekte 

veya doz kısıtlamasına gidilebilmektedir. Ancak bu durumlar tedavi etkinliği açısından 

istenmeyen bir durumdur. Diğer bir seçenek ise istenmeyen bu yan etkileri önleyecek veya 

azaltacak diğer bir ajanın kullanılmasıdır ki bu da maliyeti oldukça arttıran bir seçenektir 

(101). 

Antineoplastik ilaçlar arasında önemli bir yere sahip olan sisplatin testis, over, 

mesane, akciğer gibi solid organlara ait birçok kanser türünün tedavisinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Kullanımını kısıtlayan en önemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Uygulanan 

hidrasyon tedavisi her zaman nefrotoksisite geliĢimini önleyememekte ve tedavinin 

kesilmesine neden olmaktadır (102,103). 

Sisplatin hücre içi birçok sinyal ileti yolağını aktive ederek apoptoz, nekroz ve 

inflamasyona neden olur. Sisplatinin nefrotoksik etkisinin temelinde yatan mekanizmalar 

henüz tam olarak aydınlatılamamıĢ olmakla birlikte, oksidatif stresin önemli bir rolü 

olduğunu gösteren çalıĢmalar bulunmaktadır. Oksidatif hasar, hipoksi ve mitokondriyal 

hasar sisplatin nefrotoksisitesinin patogenezinde yer alan önemli olaylardır. Bu 

mekanizmaların yanı sıra sisplatin böbrekte vasküler hasara yol açarak iskemiye, renal 

doku hasarına ve GFR‘de azalma yaparak akut böbrek yetmezliğine neden olabilir (21,36). 

Nefrotoksisite patogenezini aydınlatmaya yönelik yapılan çalıĢmalar sisplatin 

nefrotoksisitesinin önlenmesinde yeni çözümler sunulmasına yardımcı olacaktır. 

Nefrotoksisitenin önlenmesi ile ilgili; ilacın etki mekanizması ve patogenez göz önünde 

bulundurularak birçok yol denenmiĢtir. Patogenezde oksidatif hasar önemli bir rol 

oynadığından bunu önlemeye yönelik çok sayıda antioksidan ajan çalıĢılmıĢtır (36,104). 

Biz çalıĢmamızı planlarken öncelikle sisplatin nefrotoksisitesi üzerine antioksidan ajanların 

etkilerini araĢtıran çalıĢmaları inceledik. 

Kanter ve ark.‘nın yaptığı çalıĢmada sisplatin uygulanan sıçanlara E vitamini 

enjeksiyonu yapılmıĢ, sıçanların böbrekleri ıĢık ve elektron mikroskobunda incelenmiĢtir. 

Uygulanan sisplatin ile renal tübüller ve Bowman kapsülünün bazal membranında 
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kalınlaĢma, Bowman aralığında geniĢleme ve glomerül büyüklüğünde değiĢiklik, 

kortikomedüller bölgedeki tübüllerde geniĢleme, fırçamsı kenarlarda bozulma, 

mitokondriyal ĢiĢme ve interstisyel alanda infiltrasyon sahası izlenmiĢtir. E vitamini 

uygulaması ile bu değiĢiklerin azaldığı ancak infiltrasyon odaklarının yer yer varlığını 

sürdürdüğü belirtilmiĢ, E vitamininin sisplatin nefrotoksisitesinde bulguların gerilemesinde 

etkili olduğu vurgulanmıĢtır (105). Benzer Ģekilde Söğüt ve ark.‘nın yaptığı çalıĢmada E 

vitamininin sisplatin hasarını sınırlandırmak için glikoliz ve pentoz fosfat yolunu aktive 

ettiği kararına varılmıĢtır (106). 

Francescato ve ark.‘nın yaptığı çalıĢmada, sisplatin öncesi uygulanan güçlü bir 

antioksidan olan quercetinin sıçanlarda serum kreatinin düzeyindeki artıĢı önlendiği ve 

renal hasarın daha az olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca quercetinin sisplatin ile birlikte 

uygulandığında, sisplatine bağlı apoptotik etkiyi artırdığı ve bazen kemoterapötiklere karĢı 

görülen rezistansın aĢılmasına yardımcı olabileceği ileri sürülmüĢtür (107). 

Son dönemdeki çalıĢmalarda sıklıkla araĢtırılan bir antioksidan olan likopenin, 

sisplatin nefrotoksisitesine karĢı koruyucu olduğu gösterilmiĢtir (108). Tapiero ve ark.‘nın 

yaptığı çalıĢmada likopenin glutatyon, katalaz gibi antioksidanların düzeylerini artırdığı ve 

renal hasar parametrelerindeki değiĢiklikleri önlediği gösterilmiĢtir (109). 

Minamiyama ve ark.‘nın yaptığı çalıĢmada soya fasulyesi, susam, sitron, yeĢil çay, 

lif ekstreleri, buğday, malt haline getirilmiĢ pirinç gibi iĢlenmiĢ gıdaların sisplatin 

nefrotoksisitesine karĢı koruyucu olduğu gösterilmiĢtir (110). 

Abdel-Wahab ve ark.‘nın yaptığı çalıĢmada taurinin memeli dokularında bulunan, 

sülfür içeren antioksidan bir bileĢik olup sisplatine bağlı renal interstisiyel fibroz gibi 

hasarları azalttığı gösterilmiĢtir (111,112). 

Glutatyonun sisplatin nefrotoksisitesine karĢı koruyucu etkisi, hayvan çalıĢmaları 

ve klinik denemeler ile gösterilmiĢtir. Zunino ve ark.‘nın sıçanlarla yapılan bir 

çalıĢmasında 6 mg/kg dozda uygulanan sisplatin enjeksiyonundan önce ve sonra 500 

mg/kg glutatyon uygulanmıĢ, 30 dk önce uygulanan glutatyonun sisplatinin renal 

toksisitesine karĢı daha etkin koruma sağladığı gösterilmiĢtir (113). 

Tapiero ve ark.‘nın yaptığı çalıĢmada nöroprotektif bir radikal süpürücü olan 

edaravonun sıçanlarda 3-10 mg/kg dozda verildiğinde sisplatine bağlı serum kreatinin 

düzeyindeki artıĢı anlamlı Ģekilde engellendiği gösterilmiĢtir (109). 

Abdelrahman ve Nisar‘ın arkadaĢları ile yaptığı çalıĢmalarla N-Asetil-Sistein 

uygulamasının sisplatinin böbreklerde oluĢturduğu hemodinamik, biyokimyasal ve 

histopatolojik değiĢiklikleri düzelttiği gösterilmiĢtir (114,115). 
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Literatürde yer alan bu ve benzeri çalıĢmalarda sisplatine bağlı nefrotoksisite 

oluĢumunda oksidatif stresin önemli bir rolü olduğu ileri sürülmüĢ, doğal ve sentetik 

antioksidanların toksik etkileri azaltabileceği gösterilmiĢtir (40,41,71). Bu bilgiler ıĢığında 

çalıĢmamızı planlarken antioksidan ve antienflamatuar etkilerinin güçlü olması, literatürde 

sisplatin nefrotoksisitesine karĢı koruyucu etkisini değerlendiren çalıĢmaya rastlanmaması 

nedeniyle biz astaksantini seçtik. 

Astaksantin haematococcus pluvialis adlı mikroalgden elde edilen, yüksek 

antioksidan, antienflamatuar, etki gösteren karotenoid pigmentdir. Astaksantin serbest 

radikallerin neden olduğu DNA hasarına karĢı beta karotenden ve E vitamininden daha 

etkilidir (3). Yapılan çalıĢmalarda astaksantinin inflamasyonu azalttığı, immün yanıtı 

artırdığı gösterilmiĢtir (4,5).  

Astaksantinin biyolojik aktiviteleri arasında antiinflamatuar, antioksidan, 

antiapoptotik ve antikarsinojenik, antianjiyogenik, nöroprotektif, immün modülatör, 

antidiyabet ve antiobezite etkileri olduğu literatürde çeĢitli çalıĢmalarla gösterilmiĢtir 

(116,117,118).  

Tripathi ve Jena yapmıĢ oldukları çalıĢmada sıçan karaciğerinde siklofosfamidin 

neden olduğu hasarda astaksantinin toksik maddeden 3 gün önce uygulanmaya baĢlanması 

ve 4. gün toksik madde verilerek yaptıkları deneylerinde astaksantinin karaciğerde 

koruyucu olduğunu görmüĢlerdir (119). 

Nakajima ve ark. ise yaptıkları çalıĢmada, retinal hücrelerde serbest oksijen 

radikallerinin sebep olduğu oksidatif stres, lipid peroksidasyonu ve DNA hasarı üzerine 

astaksantinin koruyucu etki yapması nedeniyle retinal bozukluklarda tedavi edici ilaç 

olarak kullanılabileceğini önermiĢlerdir (120). 

Mora ve ark. astaksantinin gonad geliĢimi ve oosit maturasyonu üzerine olumlu etki 

yaptığını (121), benzer bir çalıĢmada da Jang H.Y. ve ark. astaksantinin in vitro embriyo 

geliĢimini arttırdığını belirlemiĢlerdir. Astaksantinin aynı zamanda apoptozisi 

önleyebildiğini de vurgulamıĢlardır (122).  

Comhaire ve ark.‘nın astaksantinin insandaki infertiliteye etkisiyle ilgili olarak 

yaptıkları çalıĢmalarında 30 infertil erkeğe 3 ay boyunca diyet yoluyla uygulamıĢlar ve 

astaksantinin Sertoli hücreleri tarafından inhibin B salgılanmasını arttırarak sperm 

parametreleri ve fertilite üzerine olumlu etkileri olduğunu görmüĢlerdir (123). Ayrıca 

Tripathi ve Jena‘ın çalıĢmasında siklofosfamid ile oluĢturulan testis hasarında 5 hafta 

boyunca haftada 5 gün oral yolla verilen astaksantinin sperm sayısı, sperm baĢı 
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morfololojisi, seminifer tübül çapı ve germ hücre sayısında görülen bozuk tabloda 

dolayısıyla testis hasarında belirgin bir düzelme olduğunu göstermiĢlerdir (124). 

Literatürde yer alan bu ve benzeri çalıĢmalarda astaksantinin antioksidan olarak 

karaciğer, göz, testis gibi çeĢitli organlarda olumlu etkileri olduğu gösterilmiĢtir (125). 

Nefrotoksisite üzerine olumlu etkileri gösteren çalıĢmalar da mevcuttur (3,4,5).  

Gihlissi ve ark.‘nın yaptığı çalıĢmada kolistin ile oluĢturulan nefrotoksisitede 

astaksantinin antioksidan özelliği ile koruyucu etkisi olduğu gösterilmiĢtir (3). Wang ve 

ark.‘nın yaptığı çalıĢmada inorganik arsenik ile oluĢturulan nefrotoksisitede astaksantinin 

koruyucu etkisi olduğu gösterilmiĢtir (4). 

Augusti ve arkadaĢları, civa kloridin böbreklerdeki oksidatif doku hasarı ve böbrek 

fonksiyonları bozukluklarının astaksantin ile düzeltilebildiğini göstermiĢlerdir (5). 

Mosaad ve ark.‘nın yaptığı çalıĢmada ratlarda oluĢturulan gentamisine bağlı 

nefrotoksisitede astaksantinin koruyucu etkisi olduğu gösterilmiĢtir. Koruyucu etki, tedavi 

sonrası astaksantinin uygulanmasına kıyasla, tedavi öncesi uygulanması durumunda daha 

belirgin saptanmıĢtır (126). 

 Sisplatin ile indüklenen böbrek hasarı çalıĢmalarında böbrekte dilate tübül, belli 

belirsiz glomerüller, ödem, interstisyumda fokal inflamasyon alanları gibi değiĢiklikler 

izlenmiĢtir (127,128,129). Daha önce yapılmıĢ bu çalıĢmalar ıĢığı altında biz de kendi 

çalıĢmamızda biyokimyasal,histopatolojik ve immunohistokimyasal değerlendirme 

kriterleri belirledik. 

ÇalıĢmamızda ratlar sırasıyla kontrol (Grup 1), zeytinyağı kontrol grubu (Grup 2), 

astaksantin 75 mg (Grup 3), sisplatin (Grup 4), sisplatin + astaksantin 25 mg (Grup 5) ve 

sisplatin + astaksantin 75 mg (Grup 6) olmak üzere 6 gruba ayrılmıĢtır. Ratlar 8 gün takip 

edilmiĢtir. Astaksantin 75 mg grubunda ratlara günlük 75 mg/kg astaksantin enjeksiyonu, 

sisplatin grubunda 5. gün 16 mg/kg sisplatin enjeksiyonu, sisplatin + astaksantin 25 mg 

grubunda günlük 25 mg/kg astaksantin ve 5. gün 16 mg/kg sisplatin enjeksiyonu, sisplatin 

+ astaksantin 75 mg grubunda da günlük 75 mg/kg astaksantin ve 5. gün 16 mg/kg 

sisplatin enjeksiyonu, zeytinyağı kontrol grubuna sadece zeytinyağı enjeksiyonu 

yapılmıĢtır. Enjeksiyonlar intraperitoneal olarak uygulanmıĢtır. Uygulanan 16 mg/kg tek 

doz sisplatin ile ratlarda nefrotoksisite oluĢturulmuĢtur. Bu yüksek doz sisplatin 

uygulamasının böbrek dokusunu ne oranda etkilediğini gösterebilmek için böbrek dokusu 

biyokimyasal, histopatolojik ve immünohistokimyasal olarak incelenmiĢtir. Sisplatin 

uygulaması ile oluĢacak değiĢiklikleri astaksantinin nasıl etkileyeceğini gözlemlemek 

amacıyla birer grup sıçana farklı dozda astaksantin uygulanmıĢtır.  
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Yapılan çalıĢmalarda sisplatinin böbrek dokusunda lipid peroksidasyonu 

oluĢturarak  oksidan/antioksidan parametrelerde anlamlı değiĢiklere yol açtığı ve bir 

antioksidan olan erdosteine ile bu değiĢikliklerin vücudun yararına olacak Ģekilde 

düzeltildiği gösterilmiĢtir (130,131). Benzer Ģekilde bizim çalıĢmamızın biyokimyasal 

bulgularına baktığımızda sisplatin grubunda TAS seviyesi anlamlı olarak azalırken TOS 

seviyesi anlamlı olarak artmıĢ, sisplatin + astaksantin 25 mg ve sisplatin + astaksantin 75 

mg gruplarında TAS seviyesi anlamlı olarak artarken TOS seviyesi anlamlı olarak azalmıĢ 

bulunmuĢtur. Yani astaksantin gruplarında  antioksidan kapasitenin arttığı görülmüĢtür . 

Sonuçlarımıza göre sisplatin ile artan TOS ve azalan TAS hücrede oksidatif stresin yüksek 

olduğunu, nekroinflamasyonla birlikte hücre harabiyetinin olduğunu göstermektedir ve 

astaksantinin ise bu hasarı önlemede güçlü bir antioksidan madde olduğu görülmektedir. 

 

Ratların böbreklerinden alınan kesitlerin mikroskobik histopatolojik incelemesinde 

kontrol, zeytinyağı kontrol ve astaksantin 75 mg grubunda böbrek yapılarının tamamen 

normal yapıda olduğu izlenmiĢtir. Cisplatin grubunda böbrek korteks ve medullasının 

hasarlı yapıda olduğu, tübüler nekrozla beraber yaygın tübüler dilatasyonlar, proksimal ve 

distal tübüllerin epitel hücrelerinin nekrotik yapıda olduğu, proksimal ve distal tübülerde 

hiyalizasyon (cast formation) oluĢumları ve peritübüller alanlarda belirgin kapiler 

konjesyonlar izlenmiĢtir. Bu da verilen sisplatin dozunun yeterli nefrotoksisite 

oluĢturduğunun iĢaretidir. Bu değiĢiklikler sisplatin + astaksantin 25 mg ve sisplatin + 

astaksantin 75 mg gruplarında izlenmediği ve böbrek dokusunun tipik histolojik yapı 

özellikleri sergilediği görülmüĢ ve her iki grup arasında fark görülmemiĢtir. ÇalıĢmamızda 

sisplatin ile birlikte astaksantin verilen deneklerde, bu antioksidanın sisplatinin açığa 

çıkardığı serbest oksijen radikallerini süpürmesi sonucu oksidatif hasar kısmen 

engellenmiĢ olacağından hasarlar da engellenme oranında ortadan kalkmıĢ gibi 

görünmektedir. 

Ġmmunohistokimyasal incelemede pozitif immun hücre sayısal yoğunluğu sisplatin 

grubunda anlamlı olarak artmıĢ bulunurken diğer tüm gruplarda tübül hücrelerinin immün 

negatif olduğu ve gruplar arasında anlamlı fark olmadığı saptanmıĢtır. Bulgular 

doğrultusunda istatistiksel analiz yapıldığında sisplatin grubunda renal korpüskül, 

proksimal ve distal tübül yüzey alanı kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak artmıĢ olduğu 

saptanmıĢtır. Diğer gruplar arasında anlamlı bir fark saptanmamıĢtır.  

ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz diğer bir veri ise uygulanan düĢük doz ( 25 mg) ve 

yüksek doz (75 mg) astaksantinin nefrotoksisitenin önlenmesi açısından anlamlı bir fark 
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oluĢturmadığıdır. Çözücü olarak kullanılan zeytinyağının da nefrotoksisite üzerine 

herhangi bir etkisinin olmadığı izlenmemiĢtir. 

Sonuç olarak bu çalıĢmadan elde edilen verilere göre, geniĢ kullanıma sahip bir 

antineoplastik ilaç olan sisplatin ile birlikte astaksantin kullanıldığında sisplatinin 

nefrotoksik etkisine bağlı olarak böbreklerde oluĢan fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal 

değiĢikliklerin Ģiddetinin anlamlı derecede azaldığı gözlenmiĢtir. Ancak kliniğe etkisinin 

görülebilmesi için astaksantinin daha çok ve uzun süreli çalıĢmalarla değerlendirilmesi 

gerekmektedir. Yapılacak bu detaylı çalıĢmalar, tedavinin baĢarısı ve sonuç olarak 

hastalara daha iyi bir hayat kalitesi sunulması açısından büyük önem taĢımaktadır. 
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