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OZET

RATLARDAKI SiSPLATIN NEFROTOKSISITESINDE ASTAKSANTININ
KORUYUCU ETKISIi

Dr. Gorkem AKCA

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi
Uroloji AnaBilim Dal
Uzmanhk Tezi
Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin EREN

Amag: Sisplatin kanser kemoterapisinde solid tiimérlere karst oldukga etkin ve
genis kullanima sahip olan bir antineoplastik ajandir. Nefrotoksisite, sisplatinin kullanimini
kisitlayan en onemli yan etkisidir. Sisplatin ile gelisen akut bobrek hasarinin patogenezi
oksidatif stres, inflamasyon ve hiicre sikliis degisikliklerini de igerecek sekilde
multifaktoriyeldir. Astaksantin haematococcus pluvialis adli mikroalgden elde edilen,
yiiksek antioksidan, antienflamatuar, etki gosteren karotenoid pigmentdir. Yapilan
calismalarda astaksantinin inflamasyonu azalttig1, immiin yanit1 artirdigi gosterilmistir. Bu
caligmayla astaksantinin antioksidan ve antiinflamatuar etkisinden yararlanarak deneysel
olarak olusturulacak olan sisplatin nefrotoksisitesini onlemedeki etkisi  klinik,
biyokimyasal ve histopatolojik olarak degerlendirilecektir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda Spraque-Dawley cinsi, 48 adet, 250-350 gr
agirliginda erigkin erkek sican kullanildi. Deney hayvanlari her grupta 8 adet olmak tizere
6 gruba ayrildi. Kontrol grubuna (Grup 1) enjeksiyon uygulanmadi. Zeytinyagi kontrol
grubuna (Grup 2) sadece zeytinyagi uygulandi. Sham grubuna (Grup 3) sadece giinliik 75
gr astaksantin ekstresi uygulandi. Sisplatin grubuna (Grup 4) sadece 5. giin 16mg/kg tek
doz sisplatin uygulandi. Sisplatin+astaksantin 25 mg grubuna (Grup 5) 5. giin 16mg/kg tek
doz sisplatin ve giinliik 25 gr astaksantin ekstresi uygulandi. Sisplatint+astaksantin 75 mg
grubuna (Grup 6) 5. giin 16mg/kg tek doz sisplatin ve giinliikk 75 gr astaksantin ekstresi
uygulandi. Enjeksiyonlar intraperitoneal yolla uygulandi. Cerrahi girisim 6ncesi anestezi,

intraperitoneal yolla 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin uygulanarak saglandi. 8.
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giinde tiim ratlar sakrifiye edilerek histopatolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal
incelemeleri yapildi.

Bulgular: Biyokimyasal incelemede sisplatin grubunda TAS seviyesi anlamli
olarak azalirken TOS seviyesi anlamli olarak artmis, sisplatin + astaksantin 25 mg ve
sisplatin + astaksantin 75 mg gruplarinda TAS seviyesi anlamli olarak artarken TOS
seviyesi anlamli olarak azalmis bulunmustur. Ratlarin bobreklerinden alinan kesitlerin
mikroskobik histopatolojik incelemesinde kontrol, zeytinyagi kontrol ve astaksantin 75 mg
kontrol grubunda bobrek yapilarinin tamamen normal yapida oldugu, Cisplatin grubunda
ise bobrek yapilariin hasarli oldugu tesbit edildi. Sisplatin grubunda izlenen patolojik
degisikliklerin sisplatin + astaksantin 25 mg ve sisplatin + astaksantin 75 mg gruplarinda
izlenmedigi ve bobrek dokusunun tipik histolojik yap1 6zellikleri sergiledigi goriildii ve her
iki grup arasinda fark goriilmedi. Immunohistokimyasal incelemede pozitif immun hiicre
sayisal yogunlugu sisplatin grubunda anlamli olarak artmis bulunurken diger tiim gruplarda
tiblil hiicrelerinin immiin negatif oldugu ve gruplar arasinda anlamli fark olmadigi
saptandi. Bulgular dogrultusunda istatistiksel analiz yapildiginda sisplatin grubunda renal
korpiiskiil, proksimal ve distal tiibiil yilizey alan1 kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
artmis oldugu saptandi. Diger gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi.

Sonu¢: Sonug¢ olarak astaksantinin sisplatin nefrotoksisitesi tlizerine koruyucu

etkisinin oldugu kanaatina varildi.

Anahtar kelimeler: Astaksantin, nefrotoksisite, sisplatin



ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT OF ASTAXANTHIN AGAINST CiSPLATIN INDUCED
NEPHROTOXICITY IN RATS

Gorkem AKCA, MD

Recep Tayyip Erdogan University
Faculty of Medicine Department of Urology Thesis
Hiiseyin 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



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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1.GIRIiS VE AMAC

Antineoplastik ajanlar uzun zamandir kemoterapotik olarak kullanilmaktadir. Bu
ajanlarin tedavi edici etkisi hiicre siklusunu bozmaya yonelik oldugundan, neoplastik
hiicrelerin yaninda normal hiicreler de bu tedaviden etkilenmektedir. Yan etki olarak
nitelendirdigimiz bu durum bircok dokuda karsimiza ¢ikmaktadir. Cisplatin gibi bazi
antineoplastik ilaglar bobrekleri etkilemekte ve sonucunda, karsimiza bobrek yetmezligi
gibi bir sorun ¢ikmaktadir. Zaman zaman kemoterapiye bagli siklikla akut bobrek
yetmezligi olugmasina Karsin nadiren kronik bdobrek yetmezligi de gozlenmektedir.
Nefrotoksik ozelligi olan antineoplastik ilaglarin tiimor tedavisinde kullanilmalari ile

kemoterapiye bagli kronik bobrek yetmezligi daha sik goriillmeye baglanmistir (1).

Sisplatin aralarinda bas boyun, mesane, akciger kanserininde bulundugu insan
viicudunun ¢esitli  kanserlerinde kullanilan etkili bir kemoterapdtik — ajandir.
Hepatotoksisite, ototoksisite ve nefrotoksisite cisplatinin en 6énemli yan etkilerindendir.
Sisplatinin neden oldugu nefrotoksisitenin, ortamda artmis serbest oksijen radikalleri ve

bunlarin proksimal tiibiil hiicrelerini etkilemesi sonucu olustugu gosterilmistir (1, 2).

Astaksantin  haematococcus pluvialis adli mikroalgden elde edilen, yiiksek
antioksidan, antienflamatuar, etki gosteren karotenoid pigmentdir. Astaksantin serbest
radikallerin neden oldugu deoksiriboniikleid asid (DNA) hasarina karsi beta karotenden ve
E vitamininden daha etkilidir (3). Yapilan calismalarda astaksantinin inflamasyonu

azalttig1, immiin yanit1 artirdig1 gosterilmistir (4, 5)

Bu ¢alismayla astaksantinin antioksidan ve antiinflamatuar etkisinden yararlanarak
deneysel olarak olusturulacak olan sisplatin nefrotoksisitesini onlemedeki etkisi klinik,

biyokimyasal ve histopatolojik olarak degerlendirilecektir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Kanser Kemoterapisi ve Bobrek

Kanser kemoterapisi ile hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden timor
hiicresinin biiylimesini ve g¢ogalmasini durdurmak veya miimkiinse onlar1 yok etmek
amaclanir. Antineoplastik ilaglar viicutta patolojik bigimde cogalmakta olan kanser
hiicrelerini yok ettikleri gibi, hizli bi¢imde ¢ogalmakta olan normal hiicreleri de yok
ederler. Bu nedenle ¢ogu kanser ilacinin normal hiicre ve kan dokusu iizerine de yan
etkileri vardir (6). Bobrek hiicrelerinin boliinme hizi yiikksek olmamasina ragmen, yiiksek
kan akimi ile karsilasmasi, mediiller interstisyumda toksinleri konsantre etme yetenegi ve
tiibiiler epitelde spesifik tasiyicilara sahip olmasi nedeniyle toksik zedelenmeye oldukga
duyarhdir (7). Sitotoksik ilaglara bagl nefrotoksisite kemoterapinin en sik goriilen yan

etkilerinden birisidir (6).

Antimetabolitler, alkilleyici ilaglar, antrasiklinler, analjezikler ve antibiyotikler
nefrotoksisiteye en sik neden olan ilaglardir. Sisplatin, siklofosfamid ve yiiksek doz sitozin
arabinozidin nefrotoksik etkileri bilinmektedir. Kanser ilaglarinin nefrotoksik etkisi; serum
elektrolit diizensizligi, serum kreatinin artisi, glomeriil filtrasyon hizinin (GFH) azalmasi

ve kalic1 bobrek yetmezligine kadar ciddi boyutta olabilir (8).

Kemoterapi hastalarinda nefrotoksisite derecesi DOQI (dialysis outcome quality

index) smiflamasina gore degerlendirilmektedir (9). (Tablo 1)

Kanser hastalarinda antineoplastik kemoterapinin gelismesi ve destek tedavisi ile
mortalite ve morbidite oranlari 6nemli 6lglide azalmistir. Ancak yiiksek doz sitotoksik
ilaglarin kullanilmasi ve kanser hastalarinin daha uzun siire yasamasi ile ilaglarin yan
etkilerini de artirmistir (10). Antineoplastik ilaglarin toksik bilesiklerinin nétralize edilmesi
ve hidrasyon gibi destekleyici tedavilerle bobrek toksisitesi azaltilabilir ve 6nlenebilir (8).
Kemoterapi ilaglar1 bobrekte baslica proksimal tiibiil, distal tiibiil ve glomeriil olmak tizere
nefronun ii¢ ana boliimiinde hasarlanmaya ve fonksiyon bozukluguna neden olur (11).

Antineoplastik ilaglar baslica; glomeriilii olusturan endotelyal hiicreler, podositler,
mezengimal hiicreler ve glomeriil bazal membranimna hasar verir. Glomeriil bazal
membraninin yiiksek negatif yiikiinden sorumlu olan siyaloglikoproteinden zengin
endotelyal hiicreler ve podositlerin hasar1 sonucunda glomeriil bazal membranin negatif

elektrik yiikii bozulur (12). Ayrica bazi kemoterapi ilaglar1 glomeriiler podositlerin
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yerinden ayrilmasimna neden olur. Podositlerin ayrilmas: ile glomeriil bazal membran
bariyerinin boyutu degisir. Glomeriiler bazal membranin negatif elektrik yilikiiniin ve
bariyer boyutunun degismesi sonucunda glomeriiler bazal membran gegirgenligi degisir.

Buna bagli olarak idrarda protein atilimi artar ve GFH diismeye baslar (13,14,15).

Tablo 1. Kemoterapiye bagli nefrotoksisitenin DOQI’e gore (dialysis outcome
quality index) siniflamasi.

Evre | Tamm GFH (ml/dk/1.73 m?)
1 Bobrek Hasari >90

2 Hafif GFH azalmasi 60-89

3 Orta Diizeyde GFH azalmasi 30-59

4 Agir GFH azalmasi 15-29

5 Bobrek yetmezligi (veya diyaliz) <15

2.2. Sisplatin

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum (11), CDDP) testis, over, mesane, prostat,
serviks, 6zofagus ve akciger kanserleri, bas ve boyun kanserleri, osteojenik osteosarkom ve
noroblastoma gibi solid tiimorlerin tedavisinde kulanilir. Miyelosupresif etkinligi orta

derecede oldugu i¢in kombinasyonlar i¢in elverisli bir ilagtir (16).

2.2.1. Tarihge

Sisplatin ilk defa 1845°de Peyron tarafindan tanimlanmistir ve Peyron kloridi olarak
bilinmektedir. 1960’larda biyofizik¢i Barnett Rosenberg bakteri boliinmesini inhibe ettigini
kesfettikten sonra sisplatin potansiyel kemoterapi ajani olarak kabul gormiistiir. 1968
yilinda sarkomlu bir farede intraperitoneal sisplatin uygulamasi sonucunda tiimor
boyutunda belirgin gerileme oldugu gézlenmistir.

Sisplatin ilk kez 1971 yilinda faz 1 klinik ¢aligmalarina girmistir. 1978 yilinda over
ve testikiiler kanserlerin tedavisi igcin Amerika Gida ve Ila¢ kurumu tarafindan

onaylanmistir (17).



2.2.2. Kimyasal ozellikleri
Sisplatin inorganik divalent, suda ¢dziinebilen platinum iceren bir kompleksdir. Iki

degerlikli bir merkez atomuna bagli iki amonyum ve iki klor bagi icerir (18) (Sekil 1).

CI/,,‘ o\ NH3

Pt
cl”  YNH;

Sekil 1. Sisplatinin molekiiler yapisi (18)

2.2.3. Etki mekanizmasi

Sisplatinin kansere karst etki mekanizmasi tam olarak anlagilmamakla birlikte
yaygin goriis DNA’ya baglandigi ve cesitli sinyal yolaklarini etkin hale getirerek etkisini
gosterdigidir.

Bilesik cis ve trans olmak {izere iki izomere sahiptir. Sadece cis formu sitotoksik
ozellige sahiptir (19). Sisplatin, DNA ile etkileserek, zincir i¢i ile zincirler arasinda ve en
fazla da ayn1 DNA zincirindeki komsu guaninler arasinda ¢apraz bag olusturur. Bu baglar,
DNA’nin transkripsiyon Ve replikasyonunu inhibe eder. Ortaya g¢ikan DNA hasari
apopitozisi baglatir. Daha az bir oranda protein ve riboniikleik asit (RNA) sentezini de
inhibe etmektedir. Sisplatin ayrica, hiicre mitokondirisine zarar verir, adenozin trifosfat
(ATP)’az aktivitesini inhibe eder, hiicreyi G2 fazinda hapseder ve hiicresel transport

sistemini inhibe eder (20,21).

2.2.4. Farmakokinetigi
Gastrointestinal kanaldan emilmedigi i¢in oral kullanilamaz. Sadece intraven6z veya
intraperitoneal yolla uygulanir. Plazma proteinlerine %90 oraninda ve kismen geri

doniigiimsiiz olarak baglanir (19).



Intravendz uygulamadan sonra, serbest sisplatin iki saat icinde plazmada tespit
edilemez hale gelir. Hizli bir sekilde tiim dokulara dagilir; karaciger, bobrek ve prostat
dokusunda yiiksek konsantrasyonlarda bulunurken, mesane, kaslar, testis, pankreas ve
dalakta daha diistik ve barsak, adrenal, kalp, akciger, beyinde en diisiik konsantrasyonlarda
bulunur (22,23). Uygulanisindan itibaren 4 ay siire ile bobrek dokusunda platin bulunabilir
(24).

Sisplatinin yaridmrii 10-60 dakikadir, renal klirensi %90’dir (25). insan ve hayvan
calismalarinda ilk 24 saatte ilacin % 80’inin idrarla atildig tespit edilmistir. ilacin % 8’i
sonraki 24 saatte atilir. Sisplatinin safra kanali yoluyla atilim oran1 % 10’un altindadur.
Uzamis inflizyonlarda azalmig bobrek klirensi nedeniyle total sisplatin ve degismeden

atilan ilag yiizdesi azalir. Bobrek yetmezliklerinde sisplatinin yar1 6mrii uzar (26).

2.2.5. Kullanim alani ve uygulanmasi

Sisplatin testis tiimorlerinin tedavisinde kombine kemoterapi rejimlerinin ana
bilesenidir. Ayrica metastatik over tiimorlerinde, servikal tiimorlerde, akciger kanserinde,
ilerlemis mesane kanserinde, bas ve boyunun skuamoz hiicreli karsinomlarinda kullanilir.
Genis bir araliktaki diger solid tiimorlere kars1 da etkin oldugu bildirilmistir.

Sisplatin intavendz inflizyon, intra-arteriyel, intraperitoneal veya mesaneye asilama
yoluyla da verilebilir. Sisplatin monoterapide genellikle her 3-4 haftada bir 50-120 mg/m?
olarak verilir. Alternatif olarak, her 3-4 haftada bir 5 giin boyunca 15-20 mg/m? verilir.
Daha diisiik dozlar genellikle kombine kemoterapi rejimlerinde kullanilir, 20 mg/m? veya

daha fazlas1 her 3-4 haftada bir verilir (24,27).

2.2.6. Yan etkileri

Sisplatin tedavisine bagli olarak bulanti-kusma, nefrotoksisite, norotoksisite,
ototoksisite ve daha seyrek olarak da okiiler toksisite gézlenebilir (28).

Nefrotoksisite, sisplatin tedavisinin en sik ve doz sinirlayict yan etkisidir. Yogun
proflaktik onlemlere ragmen geri doniisiimsiiz bobrek hasar1 sisplatin ile tedavi edilen
hastalarin {icte birinde ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan c¢alismalarda yasli hastalarda,
kadinlarda, hipoalbuminemisi ve daha Once altta yatan renal yetmezligi olan hastalarda
nefrotoksisite riski daha yiiksek bulunmustur (29). Bazi ilaglar, 6rnegin aminoglikozitler
sisplatin nefrotoksisitesini artirirlar (30).

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

sonraya kadar serum fizyolojik ile hidrasyon (150-200 ml/saat) yapildiginda nefrotoksisite
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oranin belirgin olarak azaldig1 gosterilmistir. Hidrasyonda amag en az saatte 125 cc idrar
cikist saglamaktir. Ayrica sisplatin toksisitesini azaltmak i¢in hipertonik salin infiizyonu,
mannitol ve furasemid ile diiirez yapilabilir (31).

Potansiyel olarak mutajen ve teratojendir ve sekonder losemilerin gelisimiyle

iliskili olabileceklerine dair bazi kanitlar vardir (27).

2.2.7. Sisplatin nefrotoksisitesi

Sisplatininin doz kisitlayict en 6nemli yan etkisi nefrotoksisitedir (32). Sisplatin
nefrotoksisitesi doz bagimlidir ve bu da ila¢ etkinligini kisitlamaktadir (33). Sisplatin
nefrotoksisitesinin en 6nemli komponenti, bazen ilerleyici olabilen bdbrek yetmezligidir.
Diger klinik yansimalari ise hipomagnezemi, tuz kaybi, Fanconi benzeri sendrom ve
anemidir (34).

2.2.7.1. Patogenez

Sisplatin nefrotoksisitesi lizerinde son 40 yildir ¢calismalar yapilmaktadir. Sisplatin
uygulamasi renal tiibiiler hiicrelerde bir¢ok sinyal yolagini aktive ederek hiicre hasar1 ve
hiicre 6liimii ile sonuglanir (Sekil 2). Doku hasarini daha da artiran giiglii bir inflamatuar
yanit olusturur. Sisplatin ayrica renal damarsal yapilara hasar vererek azalmis kan akimina
ve bobregin iskemik hasarma yol agarak GFH’nin azalmasia katkida bulunur. Tiim bu
olaylar sonucunda sisplatin nefrotoksisitesinde bobrek islevini kaybeder ve akut bobrek
yetmezligi (ABY) gelisir (21,35).

Sisplatinin asil atilim yeri bobrekler oldugundan bobreklerde diger organlardan
daha fazla birikir. Proksimal tiibiil hiicrelerindeki sisplatin konsantrasyonu, serum
konsantrasyonunun bes katidir (34). Sisplatininin bobrek dokusunda bu orantisiz birikimi
nefrotoksisite olusumuna katkida bulunur (36). Proksimal tiibiilin S3 segmentinde en
yiiksek konsantrasyonda birikir, bunu distal toplayici tiibiil ve proksimal tiibiiliin S1
segmenti izler (37). Bu segmentler, bobrekte en fazla mitokondri yogunluguna sahip olan
bolgelerdir (38). Sisplatinin hiicre i¢i konsantrasyonlari ise en yiiksek sitoplazma,
mitokondri ve niikleusta bulunmustur (39).

Sisplatin diisiik klor ortaminda potent bir hiicresel toksindir. Hiicre iginde
sisplatindeki klor atomlar1 su molekiilleri ile yer degistirerek daha toksik platinum
deriveleri olusur. Proksimal tiibiil hiicrelerinde sisplatin toksisitesinin morfolojik
degisiklikleri; tiibliler nekroz, mikro villiislarin kaybi, lizozomlarin say1 ve boyutlarinda

degisiklik ve mitokondrial vakuolizasyon ile karakterizedir. Bu yapisal degisiklikler
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hiicresel organellerin fonksiyonlarinda bozulmay1 da beraberinde getirir. Hiicre hasarina iki
patofizyolojik mekanizma yol ag¢maktadir. Bunlar; hiicre i¢i protein sentezinin ve
glutatyonun azalmasidir. Sisplatinin atilimi baglica glomeriiler filtrasyon ile olur. Az bir

kismu ise tiibiiler sekresyon ile atilirken, tiibiiler reabsorbsiyonu yoktur (40).

Sisplatin

|

Sisplatinin renal tibiiler

Mt

hilcreler tarafindan almum Vaskiiler hasar
/ ' ,/
= ROS > P4
L 55 PSS 3 Iskemi /
MAPK — ; /
¢ S /'/
Inflamasyon — | Renal ribiiler hticre dltmi |«

Renal doku hasan
|

GFR'de azalma | ¢

!

| Akut bobrek yetmezligi |

Sekil 2. Sisplatin nefrotoksisitesindeki patofizyolojik olaylara genel bakis (21)

Sisplatin nefrotoksisitesine ait mekanizmalar oksidatif stres, apoptoz ve nekroz,
inflamasyon, fibrogenez, mitokondriyal hasar1 igerir ve mekanizmalarin birbiriyle

bagitilar1 ve karmasikligi dikkat ¢ekicidir (36,39)

2.2.7.2. Oksidatif stres

Oksidatif stres sisplatin uygulanmasiyla indiiklenen akut bobrek hasarinda aktif
olarak rol alir. Sisplatin, 6zellikle potent bir serbest radikal olan hidroksil radikalinin
tiretimini arttirir. Hidroksil, glutatyon gibi hiicre i¢i antioksidan depolar tiiketir, diger
serbest radikaller gibi dogrudan lipid, protein ve DNA gibi hiicre bilesenleri iizerinde etki
gosterir ve yapilarii bozar (40,41). Sisplatin ek olarak proksimal tiibiiler hiicrelerde ve
bircok hiicrede dolayli yoldan mitokondrileri hasarlayarak hidroksil radikali olusumunu
arttirir (42,43). Sisplatinin mitokondri membranlarina olan hasar1 oksidatif fosforilasyonu
bozar, siiperoksit salinimini arttirir. Siiperoksit; superoksit dismutaz (SOD) ile hidrojen

peroksite cevrilir, hidrojen peroksit daha sonra demir gerektiren fenton reaksiyonuyla



hidroksil radikallerine ¢evrilir. Ayrica sisplatin sitokrom p450°den serbest demirin katalitik

olarak salinimini indiikleyerek hidroksil radikali olusumunu kolaylastirir (44,45).

Sisplatininin intraseliiler kalsiyum seviyelerini arttirtp nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH) oksidazi uyarir ve reaktif oksijen tiirleri tiretimine katkida
bulunur (46). Serbest radikaller peroksidasyon ile hiicre membraninin lipid yapilarina hasar
verirler, proteinleri denatiire ederek enzimatik inaktivasyona yol agarlar, ayni zamanda
mitokondride fonksiyon bozukluguna sebep olurlar (47). Sisplatin nefrotoksisitesinde
reaktif oksijen tiirleri; sliperoksid anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve reaktif
nitrojen tiirleri; peroksinitrit, nitrik oksit bobreklerde artis gostermistir (48,49,50).
Sisplatinin antioksidan enzimleri inhibe ettigi ve bunun sonucunda SOD, glutatyon
peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz ve katalazin renal etkinliklerinin belirgin derecede
azaldigr gozlenmistir (51). Antioksidan sistemlerin hasar gérmesi sonucunda lipid

peroksidasyon iiriinii olan malondialdehidin (MDA) de arttig1 gosterilmistir (52,53).

Sisplatinin olusturdugu oksidatif hasarin belirlenmesinde farkli antioksidanlarin
serum konsantrasyonlar1 6l¢iilebilir, ancak bu dlgiimler zaman alici, masrafli ve karmagik
teknikler gerektirir. Farkli antioksidan molekiillerin ayri ayri 6lgiilmesi pratik degildir. Bu
nedenle oksidatif hasarin belirlenmesinde total oksidan seviye (TOS), total antioksidan

seviye (TOS) ve oksidatif stres indeksi ol¢iiliir (54).
2.2.7.3. inflamasyon

Sisplatine bagli bobrek hasarinda inflamasyonun 6nemli bir rolii vardir. Yapilan
caligmalarda sisplatinin proinflamatuar sitokin ve kemokin seviyelerinde artisa yol actig1,
ozellikle interlokin 1-beta, 16 ve 18’in 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir (55,56). Timor
nekroz faktor alfa (TNFa)'nmin renal hasarda merkezi bir rol oynadigi ve TNF-a
inhibitorlerinin sisplatine bagli renal islev bozuklugunu %350 oraninda iyilestirdigini ve

yapisal hasar1 azalttig1 gozlenmistir (57,58).
2.2.7.4. Fibrozis

Sisplatinin insanlarda interstisyel fibrozis ile kronik interstisyel nefrite neden oldugu
bilinmektedir. Sisplatin, etkilenmis tiibiiller etrafinda makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunun

da gozlendigi fibrozise neden olmaktadir (59).



2.2.7.5. Apopitoz ve nekroz

Sisplatinin yiiksek konsantrasyonu proksimal tiibiil hiicrelerinde nekrozu artirirken,
diisiik konsantrasyonu apopitozu artirmaktadir (21). Nekroz ciddi mitokondriyal hasar ve
ATP sentezinde azalmaya neden olmaktadir. Ancak apopitoz ATP enerji bagimli bir
siirectir ve bu nedenle terapotik dozlarda daha hafif mitokondriyal degisimler ile iligkilidir
(33). Mitokondriyal disfonksiyonun sisplatin iligkili bobrek hasarinda anahtar olay oldugu
diistiniilmektedir (60).

2.2.8. Sisplatin nefrotoksisitesi klinik yansimalari ve 6nlenmesi

Sisplatin nefrotoksisitesinin baslica komponentleri, bazen ilerleyici olabilen bobrek

yetmezligi, hipomagnezemi, tuz kaybi, Fanconi benzeri sendrom ve anemidir (61).

Sisplatine bagli ABY genellikle nonoligiirik sekilde olur ve giinliikk idrar miktar
1000 ml/giin tizerindedir. Bu durum sisplatinin ya henle kulpunda hasara yol agarak sivi
emilimi i¢in gerekli olan meduller osmolariteyi azaltarak ya da antidiiiretik hormonun
toplayic tiibiillerde etki yerlerinde hasara yol agarak yaptigini diisiindiirmektedir. Toplayict
tiibtillerdeki etkisi aquaporin su kanallarinin ekspresyonunun azalmasi ile iligkili oldugu

bilinmektedir (62).

Sisplatin verilen hastalarda hidrasyona dikkat edilmelidir, yakin elektrolit takibi
yapilmalidir. Sisplatin tedavisi esnasinda idrarla magnezyum kaybi olabilir ve hastalarin
yaklasik yarisinda hipomagnezemi goriiliir. Dikkat edilmesi gereken husus, tedavi ile
hipomagnezemi  gelisebilecegi  gibi, kronik  hipomagnezeminin de  sisplatin
nefrotoksisitesini arttirabilecegidir (63). Sisplatin tedavisi sirasinda anoreksi ve diyare gibi
ciddi gastrointestinal yan etkiler olusabilir, bunun sonucunda magnezyum kaybi1
derinlesebilir ve nefrotoksisite artabilir. Bu yiizden magnezyum destegi sisplatin

toksisitesini azaltabilir (36).

Sisplatin nefrotoksisitesinde nadiren goriilebilen Fanconi benzeri sendromda idrarda
glukoz ve aminoasitler (alanin, valin, 16sin, metionin gibi) ile beraber trikarboksilik asit
sikliis metabolitleri (laktat ve piriivat) bulunur. Tiibiiler hasarin gostergesi olan idrarda
glukoz bulunmasi ayni1 zamanda sisplatine bagli olarak gelisen, glukoz uyarisina anormal

insiilin ve glukagon cevabinin oldugu glukoz intoleransina da bagl olabilir (64,65).



Sisplatin bleomisin ile birlikte uygulandiginda bobrek yetmezliginin bir formu olan
hemolitik iiremik sendrom veya trombotik trombositopenik purpura gibi trombotik
mikroanjiopatiye yol agabilir (66). Sisplatinin myelosiipresif etkilerinin bir sonucu olarak

anemi goriilebilir (67).

Salin ile giiglii hidrasyon ve sisplatin uygulamasindan Once, esnasinda ve
sonrasinda mannitol uygulanmasi sisplatin iliskili nefrotoksisiteyi belirgin sekilde
azaltmaktadir. Bu strateji standart tedavi olarak kabul edilmistir (68). Ancak salin ve
furosemid, salin ve mannitol uygulanmasina gore daha etkin bulunmustur (69). Tuzun
koruyucu etkisi tam olarak bilinmemekle beraber yiiksek konsantrasyonda klor iyonu
saglayarak platin molekiliinden klor iyonlarmin ayrigmasini onler, boylece sisplatinin

reaktif formunu azaltir (70).

2.3. Karotenoidler

Organizmadaki lipid, protein, niikleik asit ve karbonhidrat gibi molekiiller oksidatif
hasar icin hedef molekiillerdir. Antioksidanlar, oksidatif hasara karsi bu molekiillerin

oksidasyonunu geciktiren veya engelleyen maddeler olarak tanimlanmaktadir (71).

Bir antioksidan grubu olan karotenoidler; fitoplanktonlar, algler, bitkiler ile sinirh
sayidaki mantar ve bakteriler tarafindan iiretilebilen, 700’iin lizerinde yagda ¢oziinebilen
organik maddelerdir (72). Karotenoidler havug, domates, greyfurt, portakal, 1spanak gibi
sebze ve meyvelere kirmizi, turuncu, sar1 ve yesil renklerini veren maddelerdir. Alglerin
fotosentetik pigmentleri arasinda yer alan karotenoidler fotosentez isleminde aktif olarak
rol almamaktadir. Bu nedenle karotenoidler alglerde aksesuar pigmentler arasinda kabul

edilmekte ve pek ¢ok alg grubunda yaygin olarak bulunmaktadir (73).

Karotenoidlerin ¢ogu ¢ift halkali, 40 karbon atomu iceren doymamis
hidrokarbonlardir. Genel formiilleri CaoHse’dir. Karotenoidlerin - oksijen igerenleri
ksantofiller olarak adlandirilirken, tamamen karbon ve hidrojenden olusanlar ise karotenler
adlandirilir. Karotenoidler, ¢ift bag ihtiva ettikleri i¢in havadaki oksijenle ve ultraviyole

1isinlarla hizla oksitlenmektedirler (74).
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Karotenoidler o6zelliklerine gore; karotenler, ksantofiller, karotenoid ketonlar ve
karotenoid asitler olarak dort grupta adlandirilmaktadirlar (73). Astaksantin karotenoid

keton grubunda yer alan bir antioksidan maddedir.

2.4. Astaksantin

Astaksantin daha ¢ok kabuklu deniz canlilarinda (yengeg, karides, istakoz, somon,
alabalik) bulunan kirmizi-turuncu renkli bir pigmenttir (75). Astaksantin ilk defa bir
istakoz ekstresinden 1938 yilinda karakterize edilmis ve isimlendirilmistir. 1944 yilina
kadar ‘Haematochrom’ olarak bilinen bu pigmentin Tisher tarafindan Haematococcus’un
temel pigmenti olan astaksantin oldugunun belirtilmesi sonucunda yanlislik diizeltilmistir.

Astaksantini hiicre icinde yiiksek miktarda biriktirme Ozelligine sahip olan
Haematococcus pluvialis’in kapali sistemlerde (panel ya da tiibiiler fotobiyoreaktorler)
yiiksek 1s1k siddetine maruz birakilarak ticari iiretimi yapilmaktadir. Haematococus
pluvialis, uygun olmayan ortam kosullarinda (basta yliksek 1sik siddeti olmak iizere,
sicaklik ve pH degerlerindeki dalgalanmalar, ortamda besin miktarinin azalmasi vb.)
biriktirdigi sekonder karotenoid olan astaksantin icermesi nedeniyle biyoteknolojik olarak
oneme sahiptir (76,77,78).

Astaksantin lipid peroksidasyonuna ve oksidatif strese karsi hiicre zarin1 ve dokuyu
koruma o0zelligindedir. Dogada bilinen en giliglii ve giivenli 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 gii¢lii oldugu
bulunmustur (79).

2.4.1. Astaksantin’in fiziksel ve kimyasal ozellikleri
Kirmizi-turuncu renkli lipofilik dzellikte bir karotenoid pigmentidir. Iki ugta polar

iyonon halkalar1 ve ortada non-polar konjuge karbon baglar1 bulunmaktadir (73) (Sekil 3).

OH

RTINS

HO
O

Sekil 3. Astaksantinin kimyasal yapis1 (73)
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Astaksantin diger karotenoidlere kiyasla 1stya kars1 dayanikli olup, renk degisikligi
gostermemektedir. Diger antioksidanlara gore yapisinda oksijen icermesi ve lipofilik
olmas1 nedeniyle kan-beyin bariyerini kolaylikla gecebilmektedir ve santral sinir sistemi ile

beyin hiicrelerini koruyucu etki gosterdigi bildirilmektedir (80,81,82).

2.4.2. Astaksantin’in etki mekanizmasi

Astaksantin diger karotenoidler gibi tekli oksijenin uyarilmasiyla a¢iga ¢ikan
enerjiyi emerek tekli oksijen ve diger serbest radikalleri elektrondan zengin polien
zincirlerini olusturarak uzaklastirilmasini saglar. Bu sekilde astaksantin hiicreleri ve
dokular1 hasardan korur. Karotenoid yapist degismeden kalir ve tekrar radikal tutucu olarak
kullanilmaktadir.

Astaksantinin aynt zamanda keto-hidroksil gruplarini icerdiginden bu 06zel
molekiiler yapisindan dolay1 hiicre zarina ¢ok iyi oriyente olmakta ve hiicrenin hem i¢ ve
hem de dis membraninda kalic1 olmasini saglamaktadir. Astaksantin bu 6zelligi sayesinde
sadece i¢ veya dis membranda lokalize olabilen beta-karotene and vitamin C’ye gore

hiicreyi membran peroksidasyonundan daha iyi bir koruma saglamaktadir (83).

2.4.3. Astaksantin’in kaynaklar:

Denizsel ortamda astaksantin, birincil iretim olarak mikro algler ve fitoplankton
tarafindan besin zinciri i¢inde sentezlenir. Daha sonra bunlar zooplankton, bocekler veya
krustaseler tarafindan tiiketilir ve son olarak da diger canlilar tarafindan alinir.

Yesil alglerden Haematococcus pluvialis ve Chlorella zofingiensis, kirmizi bir maya
olan Phaffia rhodozyma ve deniz bakterisi olan Agrobacterium aurantiacum tarafindan
sentezlenebilmektedir (84,85,86,87). Bakterilerle yapilan incelemelerde astaksantin varligi,
sadece Micrococcaceae ve Mycobacteriaceae ailesinde sinirlanmistir. Mantarlarda ise
astaksantin, Basidiomycetes'lerden Peniophora auranthica ve Peniophora quercina‘dan

izole edilmistir (88).

Miktar olarak en fazla astaksantin sentezleyen mikroorganizmalar sirasiyla
Haematococcus pluvialis, Neochloris wimmeri ve Protosiphon bolryoides’tir (89). Kirmizi
bir maya olan Phaffia rhodozyma'da astaksantinin serbest formu, yesil alglerden

Haematococcus pluvialis ve Chlorella zofingiensis'de ise esterlesmis formlar
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bulunmaktadir. Haematococcus pluvialis'de bulunan esterlesmis formdaki astaksantine
gore Phaffia rhodozyma'da serbest formda bulunan astaksantinin ekstrakte edilmesi daha

elverisli olmasina ragmen, astaksantin igerigi Haematococcus pluvialis'den daha diisiiktiir

(90).

2.4.4. Astaksantin’in antioksidan etkisi ve yararlari:

Astaksantinin antioksidan etki mekanizmasi 2 sekildedir; serbest radikalleri
temizleyip dagitir ve serbest radikallerin yol agabilecegi zincir reaksiyonlara karsi koruma
gorevi listlenir ya da olusmus olan zincir reaksiyonlar1 sonlandirir (91).

Astaksantinin antioksidan 6zelliginin insan saglig1 ve canlilar {izerine farkli olumlu
etkileri mevcuttur. Antiinflamatuar etki gosterirler. Immiin sistemi giiclendirirler. Kanser
hiicrelerinin olusumunu o6nlemeye yardimcidirlar. Alzheimer ve parkinson hastaligini
onlemede yardimcidirlar. Diyabeti onleyici ve azaltmaya yardimci etkisi bulunmaktadir.

Gozleri ve deriyi radyasyonun zararli etkilerine karsi1 korur (92,93).

Insan sagligi iizerine olumlu etkilerinden dolay: besin takviyesi ve antioksidan
olarak kullanimi yayginlasmaktadir (94,95). Astaksantinin insan diyet katkisi olarak
kullanimi, US. Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanmistir. Ayrica
kiimes hayvanlar iiretiminde yumurta sarisinin renklendirilmesinde de kullanilmaktadir.
Bu nedenle, akuakiiltiir ve kiimes hayvanlari endiistrisinde dogal bir yem katkist olarak
kullanimi gittikge artmaktadir (96,97). Alabalik, karides, siis baligi ve somon baligi
yetistiriciliginde pigment kaynagi olarak kullanilir (98).
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3.GEREC ve YONTEM
3.1. Deney Hayvanlarimin Temini ve Hazirlanmasi

Bu ¢alismada toplamda 48 adet, erkek, eriskin (3-5 aylik), agirliklar1 250-350 gr
arasinda degisen Spraque Dawley albino cinsi erkek rat kullanildi. Deney hayvanlari,
Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun
onay1 alinarak (kabul numarasi: 2016/32), Recep Tayyip Erdogan Universitesi (RTEU) Tip
Fakiiltesi Temel T1p Bilimleri Deney Hayvanlar1 Uygulama Unitesi’nden temin edildi.

Deney hayvanlarinin bakimi Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi
Temel Tip Bilimleri Deney Hayvanlari Uygulama Unitesi'nde yapildi. Laboratuvar
kosullarina uyum i¢in yeterli siire gectikten sonra 48 deney hayvani 6 gruba ayrildi. Tim
hayvanlar steril, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik deney hayvanlari iinitesi ortaminda, %

55-60 nem orani ve 22+3 C° oda sicakliginda bakim ve beslenmeye tabii tutuldu.

3.2. Kontrol ve Deney Gruplari

Laboratuvar kosullarina uyum igin yeterli siire gectikten sonra 48 deney hayvani
her grupta 8 denek olmak iizere rastgele 6 gruba ayrildi (Tablo 2).

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

Grup 2 (Zeytinyag1 kontrol grubu / n=8); zeytinyagi kontrol grubu olarak belirlendi.
Bu gruba 8 giin boyunca giinde bir kere intraperitoneal olarak zeytinyagi uygulandi.

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 yaginda i¢inde ¢oziilmiis), distile su i¢eren ¢oziicii 8 giin boyunca bir kere verildi.
Ayrica anestezi i¢in yapilan ilaglar haricinde herhangi bir ila¢ enjekte edilmedi.

Grup 4 (Cisplatin grubu /n=8); cisplatin kontrol grubu olarak belirlendi. Bu gruba
5.glin intraperitoneal 16mg/kg tek doz cisplatin (Cisplatin DBL 100mg/100 ml flakon,
Orna Ilag, Istanbul) verildi. Ayrica anestezi igin yapilan ilaglar haricinde herhangi bir ilag
enjekte edilmedi.

Grup 5 (Cisplatin+t25 mg Astaksantin grubu/ n=8);16 mg/kg cisplatin ve
astaksantin 25mg/kg grubu olarak belirlendi. Bu gruba 8 giin boyunca her giin i.p.25 mg/kg
astaksantin ve 5. giin intraperitoneal 16 mg/kg tek doz cisplatin verildi. Ayrica anestezi

icin yapilan ilaglar haricinde herhangi bir ilag 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 giin boyunca her giin i.p.75mg/kg
astaksantin ve 5. giin intraperitoneal 16 mg /kg tek doz cisplatin verildi. Ayrica anestezi
i¢in yapilan ilaglar haricinde herhangi bir ila¢ enjekte edilmedi.

Tiim denekler 8. Giinde ratlara anestezi verildikten sonra sakrifiye edildi. Anestezi
icin 50 mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p) Ketamine hidrokloriir (Ketalar ®, Eczacibasi
Parke-Davis, Istanbul, Tiirkiye) ve 10 mg/kg dozunda i.p Xylazine HCI (Alfazyne ®,

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

Tablo 2. Denek gruplari

Grup Adr Denek Sayisi
KONTROL 8
ZEYTINYAGI KONTROL 8

SHAM (ASTAKSANTIN 75 MG KONTROL, 8

Smg/ml Zeytin yag1 i¢cinde ¢oziinmiis)

CISPLATIN 8
CISPLATIN-+25 MG ASTAKSANTIN 8

(Smg/ml Zeytin yag1 i¢inde ¢oziinmiis)
CISPLATIN+75 MG ASTAKSANTIN 8

(Smg/ml Zeytin yag1 i¢inde ¢oziinmiis)

3.3. Biyokimyasal Analiz Prosediirii

Sicanlardan alinan bobrek dokusu soguk fosfat tampon soliisyonunda yikandi. Tiim
bobrek numuneleri tartildi ve fosfat tampon soliisyonu (pH 7.4) icinde bes dakika
homojenlestirildi. Doku agirliginin  homojenlestirme tamponuna orani 1:10 idi.
Homojenatlar 4500 rpm'de 20 dakika boyunca 4°C'de santrifiije tabi tutuldu. Elde edilen
siipernatantlarin bir kismi, otoanalizér Architect C16000 Autoanalyzer tarafindan total
antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviyenin (TOS) belirlenmesi i¢in kullanildi.

Total antioksidan seviye (TAS): Numunelerin total antioksidan diizeyi, Rel Assay
marka ticari kitler kullanilarak olgiildii. Olgiim yontemi Ornekteki tiim antioksidan

molekiillerin renkli ABTS katyonik radikalini indirgemesi sonucu renkli radikalin
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antioksidan molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak rengini kaybetmesi
prensibine dayanir. Sonuglar mmol H202 Equivalent/L olarak ifade edildi (54).

Total oksidan seviye(TOS): Numunelerin toplam oksidan seviye diizeyi, Rel Assay
marka ticari kitler kullanilarak &l¢iildii. Olgiimde 6rneklerin igerdigi oksidan molekiillerin
ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesi prensibine dayanan, kolorimetrik

yontem kullanildi. Sonuglar pmol H202 Equivalent/L olarak ifade edildi (100).

3.4. Histopatolojik Takip Prosediirii

Siganlardan alinan bobrek dokusu %10 formalin soliisyonunda 48 saat boyunca
fiksasyon islemine uygulandi. Fiksasyon asamasindan sonra dokular sirasi ile artan etil
alkol serisi ile su ¢gekme islemi, ksilol ile seffaflastirma islemleri uygulandi ve son olarak
parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan 4-5um kalinhigindaki kesitler mikrotom
(Leica RM2125-Almanya) ile alindiktan sonra Harris’in hemotoksilen ve eosin G (H&E)
boyast ile boyandi. Boyanan preparatlar 1sik mikroskobu altinda (Leica DM6200-
Germany) incelendi ve Olympus DP20 kamerasi ile fotograflari ¢ekildi.

3.5. Semi-kantitatif Analiz

Calismamizda renal korpiiskiil, proksimal ve distal tiibiil yiizey alanlarmin (um?)
6lgtimii Olympus DP2-BSW (Ver.2.1 to Ver.2.2, Build 6212, Tokyo, Japonya) programi
kullanilarak 6lgiildii. Bu 6lgim sistemi kamera (Olympus DP20, Olympus Corparation,
Tokyo, Japonya) yerlestirilmis bir 151k mikroskobu (Leicia DM6200, DM6200, Mannheim,
Almanya) ve Olympus DP2-BSW yazilimli bir bilgisayardan olusmaktadir. H&E
boyanmig preparatlarin dl¢lim sinirlart bagimsiz olarak 2 farkli histopatolog tarafindan

belirlendi (Sekil 4).
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Sekil 4. Renal korpiiskiil alan 6l¢iim metodu.

3.6. Immunohistokimya Analiz Prosediirii

Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT, Almanya) ile kesilen 3 um‘lik
kesitler (poly-L-lisine, Isolab, Almanya) lamlar tizerine alindi. Bu kesitler bobrek dokusu
hiicrelerindeki Kazpas-3 ekspresyonlarini  belirlemek amaciyla Kaspaz-3 (rabbit
polyclonal, abcam, ab 13847, ingiltere) yontemiyle boyandi. Gériintiileme kiti olarak DAB
detection kiti (RP/DAB (ABC) Detection IHC Kit, abcam, ab 64261, ingiltere) kullanildi.

Calismamizda preparatlar deparafinizasyon islemine alindi. Bu amagla oda 1sisinda
tic kere 5 dakikalik ksilolde bekletildi. Daha sonra preparatlar birer kez de S'er dakikalik
sirastyla %80, %90 ve absolii alkolde (etanol) inkiibasyonlar1 yapildi. Distile su igerisinde
5 dakika yikanmasini takiben sitrat tampon soliisyonu (pH=6) ile mikro dalga firinda 5x3
(15 dk) antijen retrieval islemine tabi tutuldu. On bes dakika oda 1sisinda beklendi. Bes
dakika fosfat tampon soliisyonunda (Phosphate Buffered Saline — PBS, pH=7.4) yikandi.
On dakika boyunca %3‘lik H,0, ile inkiibe edildi. Bes dakika PBS’de yikandi. PBS
tamponunda yikamanin ardindan Kaspaz-3 soliisyonunda 60 dakika bekletildi. Tekrar PBS
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ile 5 dakika yikandi. DAP-KROMOJEN de 9 dakika bekletildi. Distile suda iyice yikandi.
Zit boyama i¢in Mayer‘in hematoksileni ile 3 dakika boyanan lamlar akarsuda yikanarak
su bazli kapatma ortami ve lamel ile kapatildiktan sonra Olympus DP20 (Olympus
Corparation, Tokyo, Japonya) marka dijital kamera atagmanli 151tk mikroskop (Leica

DM6200, Mannheim, Almanya) altinda incelenerek fotograflandi.

3.7. Steorolojik Analiz

Ortalama Kaspaz-3 pozitif hiicre sayisal yogunlugu Stereoinvestigator 9.0
(MicroBrightField 9.0, Colchester, VT, CA, USA) programi ile sayildi. Bu sistem kamera
yerlestirilmis bir 151k mikroskobu, mikroskop tablasi igeren motorlu bir sistem ve yazilimli
bir bilgisayardan olugmaktadir. Kaspaz-3 ile boyanmis preapratlar Stereoinvestigator 9.0
programi kullanilarak tarafsiz sayma g¢ergeveli stereolojik yontemlerden biri olan
fractinator probu kullanilarak hesaplandi. Sonra 60 farkli se¢ilmis bolgede tiim gruplarin

Kaspaz-3 pozitif hiicre sayilar1 Mercantepe (99) tarafindan tanimlanan metodla 6l¢iildii.

3.8. istatistiksel Analiz

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda
elde edilen biyokimyasal verilerin istatistik karsilagtirmalar bilgisayar ortaminda statistical
package for the social scinces (SPSS) 20.00(1BM, New York, A.B.D.) paket programi
kullanilarak yapildi. Verilerin dagilimi i¢in Shapiro-Wilk testi kullanildi. Dagilimi normal
olarak ¢ikan verilerin gruplar arasi karsilagtirilmasi igin tek yonlit ANOVA testi
uygulandi. Post-hoc karsilastirilma Tukey testi ile yapildi. P<0,01 degeri istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edildi. Siirekli degiskenler, ortalama =+ standart sapma ve min-max degerler
araliginda sunuldu.

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Isik Mikroskopi Laboratuvar’inda 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.) programi kullanilarak hesaplandi. Verilerin dagilimi i¢in
Shapiro-Wilk testi kullanildi. Dagilimi normal olarak ¢ikan verilerin gruplar arasi
karsilagtirilmasi i¢in tek yonliit ANOVA testi uygulandi. Post-hoc karsilastirilma Duncan
testi ile yapildi. P <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Siirekli degiskenler,

ortalama + standart sapma ve min-max degerler araliginda sunuldu.
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4 BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular

Cisplatin grubunda TAS seviyesi anlamli olarak azalirken TOS seviyesi anlamli
olarak artmigtir. Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu ve Cisplatin + Astaksantin 75 mg
grubunda ise TAS seviyesinin anlamli olarak arttigt ve TOS seviyesinin anlamli olarak

azaldig1 saptanmistir.

4.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait deneklerin bobreklerinden alinan 1s1k mikroskobik kesitlerinde
bobrek korteks ve medullasinin normal histolojik yapi 6zellikleri sergiledigi izlendi (Sekil
5A). Normal yapidaki glomeriil ve bowman kapsiilii boslugu izlendi. Proksimal ve distal
tiibiillerin epitel hiicrelerinin tipik yapida oldugu goézlendi. Proksimal ve distal tiibiillerin
bazal membranlart oldukga belirgindi. Bowman kapsiiliiniin pariyetal epitel hiicrelerinin

tipik yass1 seklinde oldugu izlendi (Sekil 5B).
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Sekil 5. Kontrol grubuna ait saglikli bobrek dokusu goriintiisii. Normal yapidaki
glomeriil (gl) bowman kapsiilii boslugu izlenmekte (bs). Proksimal (pt) ve distal tiibiillerin
(dt) tipik yapida oldugu gozlenmekte. Podosit (kuyruklu ok), mesangiyal hiicre (yesil ok)
ve pariyetal yassi epitel hiicrelerinin (ok basi) normal yapida oldugu izlenmekte. Proksimal
tiibiiliin firgams1 kenarina sahip normal yapidaki epitelyum hiicresi (mavi ok) A) x40. B)
x400. H&E.
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Zeytinyagi kontrol grubuna ait deneklerin bobreklerinden alinan 11k mikroskobik

kesitlerinde kontrol grubuna benzer olarak bobrek korteks ve medullasinin normal

histolojik yap1 6zellikleri sergiledigi izlendi (Sekil 6A-B).

Sekil 6. Zeytinyagi grubuna ait saglikli bobrek dokusu goriintiisii. Normal yapidaki
glomeriil (gl) bowman kapsiilii boslugu izlenmekte (bs). Proksimal (pt) ve distal tiibiillerin
(dt) tipik yapida oldugu gozlenmekte. Podosit (kuyruklu ok), mesangiyal hiicre (yesil ok)
ve pariyetal yassi epitel hiicrelerinin (ok bas1) normal yapida oldugu izlenmekte. Proksimal
tiibiiliin firgams1 kenarma sahip normal yapidaki epitelyum hiicresi (mavi ok) A) x40. B)
x400. H&E.
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Sham (Astaksantin 75 mg) ait deneklerin bobreklerinden alinan 151k mikroskobik
kesitlerinde kontrol grubuna benzer olarak bobrek korteks ve medullasinin normal

histolojik yap1 6zellikleri sergiledigi izlendi (Sekil 7A-B)

Sekil 7. Sham (Astaksantin 75mg) grubuna ait bobrek dokusu goriintiisii. Normal
yapidaki glomeriil (gl). Proksimal (pt) ve distal tiibiillerin (dt) tipik yapida oldugu
gozlenmekte. A) x200. B) x400. H&E.

Cisplatin grubuna ait deneklerin bobreklerinden alinan 11k mikroskobik kesitlerinde
bobrek korteks ve medullasinin hasarli yapida oldugu izlendi (Sekil 8A). Tiibiiler nekrozla
beraber yaygin tiibiiler dilatasyonlar izlendi (Sekil 8A-B). Proksimal ve distal tiibiillerin
epitel hiicrelerinin nekrotik yapida oldugu gozlendi. Proksimal ve distal tiibiilerde
hiyalizasyon (cast formation) olusumlari izlendi. Peritiibiiller alanlarda belirgin kapiler

konjesyonlar izlendi (Sekil 8A-B).

21



Sekil 8. Cisplatin grubuna ait hasarli bobrek dokusu goriintiisii. Dejeneratif glomerul
(ok) ve glomerular amyloidosis (yesil ok) izlenmekte. Tiibiiler nekrozla beraber yaygin
tiibiiler dilatasyonlar izlenmekte (kuyruklu ok). Tibiiler kist olusumu godzlenmekte (ok
basi). Tbiillerde belirgin olarak hasarli hiicreler izlenmekte (spiral ok). Peritiibiiller alanda
kapiler konjesyon gbzlenmekte. A) x40. B) x400. H&E.

Cisplatin+Astaksantin  25mg grubuna ait deneklerin bdbreklerinden alinan 151k
mikroskobik kesitlerinde bobrek dokusunun tipik histolojik yap1 ozellikleri sergiledigi
izlendi (Sekil 8A-B). Bowman kapsiilii normal yapida oldugu izlendi (Sekil 9A-B).

Sekil 9. Cisplatin+Astaksantin 25mg grubuna ait bobrek dokusu goriintiisii. Normal
yapidaki glomeriil (gl). Proksimal (pt) ve distal tiibiillerin (dt) tipik yapida oldugu
gozlenmekte. A) x200. B) x400. H&E.
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Cisplatin+Astaksantin  75mg grubuna ait deneklerin bdobreklerinden alinan 151k
mikroskobik kesitlerinde Cisplatin+Astaksantin 25mg grubuna grubuna benzer olarak

bobrek korteks ve medullasinin normal histolojik yap1 6zellikleri sergiledigi izlendi (Sekil
10A-B).

Sekil 10. Cisplatin+Astaksantin 75 mg grubuna ait bobrek dokusu goriintiisii.
Normal yapidaki glomeriil (gl). Proksimal (pt) ve distal tiibiillerin (dt) tipik yapida oldugu
gozlenmekte. A) x200. B) x400. H&E

4.3. Iimmunohistokimyasal Bulgular

Kontrol, Zeytinyagi kontrol ve Sham grubuna ait bobrek dokusunda proksimal ve
distal tiibiil epitel hiicreleri immiin negatif olarak saptanmistir (Sekil 11, Sekil 12, Sekil
13). Cisplatin grubunda bobrek proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinde yogun
imminpozitif hiicreler saptanmistir (Sekil 14). Cisplatin+Astaksantin 25 mg ve
Cisplatint+Astaksantin 75 mg gruplarinda ise proksimal ve distal tiibiil epitel hiicreleri

immiin negatif olarak saptanmistir (Sekil 15, Sekil 16).
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Sekil 11. Kontrol grubuna ait saglikli bobrek dokusu goriintiisii. Proksimal ve distal
tiibiil epitel hiicrelerinin (ok) immiin negatif oldugu izlenmekte. A) x200. B) x400 Kaspaz-

Sekil 12. Zeytinyagi kontrol grubuna ait saglikli bobrek dokusu goriintiisii.
Proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinin (ok) immiin negatif oldugu izlenmekte. A)
x200. B) x400 Kaspaz-3.
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Sekil 13. Sham (Astaksantin 75mg) grubuna ait bobrek dokusu goriintiisii.

Proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinin (ok) immiin negatif oldugu izlenmekte. A)

x200. B) x400 Kaspaz-3.

Sekil 14. Cisplatin grubuna ait bobrek dokusu goriintiisii. Proksimal ve distal tiibiil
epitel hiicrelerinde yogun immiinpozitif hiicreler gozlenmekte (ok). A) x200. B) x400
Kaspaz-3.
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Sekil 15. Cisplatin+Astaksantin 25 mg grubuna ait saglikli bobrek dokusu

goriintlisii. Proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinin (ok) immiin negatif oldugu

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

Sekil 16. Cisplatin+Astaksantin 75 mg grubuna ait saglikli bobrek dokusu
goriintlisii. Proksimal ve distal tiibiil epitel hiicrelerinin (ok) immiin negatif oldugu

izlenmekte. A) x100. B) x200 Kaspaz-3.
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4.4. Istatistiksel Bulgular
4.4.1 Biyokimya

Kontrol grubu, zeytinyagi ve sham grubu ile kiyaslandiginda aralarinda anlamli bir
fark saptanamdi (P>0.05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Cisplatin grubunda TAS
seviyesi anlamli olarak azalirken TOS seviyesi anlamli olarak gozlendi (P<0.01). Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu ve Cisplatin + Astaksantin
75 mg grubunda TAS seviyesinin anlamli olarak arttig1 ve TOS seviyesinin anlamli olarak
azaldig1 gozlendi (P<0.0)1. Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu ile cisplatin + Astaksantin
75 mg gruplart arasinda anlamli bir fark olmadigi gozlendi (P>0.05). Zeytinyagi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu ve Cisplatin + Astaksantin
75 mg grubunda TAS seviyesinin anlamli olarak arttig1 ve TOS seviyesinin anlamli olarak
azaldig1 gozlendi (P<0.01) (Tablo 3).

Grup BOBREK
TAS TOS

KONTROL 8,69 + 0,19%%¢ 26,07 + 0,71°9¢f
ZEYTINYAGI 9,16 + 0,15%%¢ 24,81 £ 0,4%
ASTAKSANTIN 75 MG~ 12,60 = 0,74 25,06 + 0,50%C%ef
CISPLATIN 6,92 + 0,750 34,13 + 0,88%7%4¢
ASTAKSANTIN 25 10,47 + 0,822 23,02 + 0,92*P¢f
ASTAKSANTIN 75 11,13 + 0,34%"¢" 22,20 + 0,78*>

Tablo 3. Biyokimyasal veriler

*p <0.01kontrol grubuna gore

°p <0.01zeytinyag: grubuna gore

°p <0.01sham (astaksantin 75mg) grubuna gére
%p <0.01astaksantin 25mg grubuna gore

®p <0.01astaksantin 75mg grubuna gore

" <0.01cisplatin grubuna gore
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4.4.2 Histopatoloji

Kontrol grubu (grup 1) ile zeytinyagr kontrol grubu (grup 2) arasinda renal
korpiiskiil, proksimal ve distal tiibiil yiizey alani Ol¢limii arasinda anlamli bir fark
gozlenmedi (p>0.05). Ayni1 sekilde kontrol grubu (grup 1) ile sham grubu (grup 3) arasinda
renal korpiiskiil, proksimal ve distal tiibiil yiizey alan1 6l¢iimii arasinda anlamli bir fark
gbzlenmedi (p>0.05). Kontrol grubu ile cisplatin grubu (grup 4) kiyaslandiginda cisplatin
grubunda renal korpiiskiil, proksimal ve distal tiibiil ylizey alan1 anlamli olarak artmis
oldugunu saptandi (p<0.05). Cisplatin grubu ile Cisplatin+Astaksantin 25 mg (grup 5)
grubu kiyaslandiginda renal Kkorpiskiil, proksimal ve distal tiibiil yiizey alani
Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) grubunda anlamli olarak azaldig: goriildi (p<0.05).
Kontrol grubu ile Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) grubu kiyaslandiginda renal
korpiiskiil, proksimal ve distal tiibiil yiizey alan1 dl¢timleri bakimindan aralarinda anlamli
bir fark saptanmadi (p>0.05). CisplatintAstaksantin 25 mg grubu ile
Cisplatin+Astaksantin 75 mg grubu (grup 6) kiyaslandiginda aralarinda anlamli bir fark
izlenmedi (p>0.05) (Sekil 17, Sekil 18, Sekil 19, Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda pozitif immun hiicre sayisal yogunlugunun
Cisplatin grubunda arttigt gozlendi (P<0.05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu ve Cisplatin + Astaksantin 75 mg grubunda immiin
pozitif hiicre sayisinin anlamli olarak azaldigi goézlendi. (P<0.05). Kontrol grubu,
zeytinyag1 kontrol ve sham grubu ile kiyaslandiginda aralarinda anlamli bir fark olmadig
gozlendi (P>0.05). Cisplatin + Astaksantin 25 mg grubu, cisplatin + Astaksantin 75 mg
gruplari arasinda anlamli bir fark olmadigi gézlendi (P>0.05) (Sekil 20, Tablo 7).
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Sekil 17. Renal korpiiskiil yiizey alan1 6l¢iim box-plot grafigi
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Tablo 4. Renal korpiiskiil yiizey alami 6l¢iim (um?) verileri

Grup Renal Korpiiskiil Alan él¢iim (Aritmetik
Ortalama + Standart Sapma)

Kontrol (Grup 1) 4840.15+676.28%°

Zeytinyag1 (Grup 2) 4986.76+551.44*1
Sham (Astaksaintin 75 mg) (Grup 3) 5093.14+568.26¢

Cisplatin (Grup 4) 10414.61+2712.56"
Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) 4373.14+904.04%¢¢
Cisplatin+Astaksantin 75 mg (Grup 6) 4935.31+154.165%°°

P >0.05kontrol grubuna gore

°P <0.05kontrol grubuna gore

°P <0.05cisplatin grubuna gore

%p >0.05sham (astaksantin 75mg) grubuna gore
°P >0.05cisplatin+Astaksantin 25 grubuna gére
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Sekil 18. Proksimal tiibiil yiizey alan1 6l¢iim box-plot grafigi
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Tablo 5. Proksimal tiibiil yiizey alan él¢iim (um?) verileri

Grup Proksimal tiibiil yiizey alan 6lciimii
(Aritmetik Ortalama + Standart Sapma)
Kontrol (Grup 1) 1466.16+153.49%¢
Zeytinyagi (Grup 2) 1591.28+256.01%%¢
Sham (Astaksaintin 75 mg) (Grup 3) 1364.83+256.00*°
Cisplatin (Grup 4) 3452.18+1058.12"
Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) 1496.54+123.32%¢¢
Cisplatin+Astaksantin 75 mg (Grup 6) 1701.1723+427.15*%°

P >0.05kontrol grubuna gore

°P <0.05kontrol grubuna gore

°P <0.05cisplatin grubuna gore

9p >0.05sham (astaksantin 75mg) grubuna gore
°P >0.05cisplatin+Astaksantin 25 grubuna gore
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Sekil 19. Distal tiibiil yiizey alan1 6l¢iim box-plot grafigi
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Tablo 6. Distal tiibiil yiizey alan l¢iim (um?) verileri.

Grup Distal tiibiil yiizey alani 6l¢ciimii
(Aritmetik Ortalama + Standart Sapma)
Kontrol (Grup 1) 2492.52+344.78%°
Zeytinyag1 (Grup 2) 2362.15+359.304%¢1
Sham (Astaksaintin 75 mg) (Grup 3) 2299.48+322.09%*¢
Cisplatin (Grup 4) 4798.49+1848.47"
Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) 1508.07+311.16*°¢
Cisplatin+Astaksantin 75 mg (Grup 6) 2255.53+459.22%¢¢

P >0.05kontrol grubuna gore

°P <0.05kontrol grubuna gore

°P <0.05cisplatin grubuna gore

%p >0.055ham (astaksantin 75mg) grubuna gore
°P >(.05cisplatin+Astaksantin 25 grubuna gore
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Sekil 20. Kaspaz-3 pozitif hiicre sayisal yogunluk 6l¢iim box-plot grafigi
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Tablo 7. Kaspaz-3 pozitivite dl¢iim (mm®) verileri

Grup Kaspaz-3 pozitivite ol¢iimii (Aritmetik
Ortalama + Standart Sapma)
Kontrol (Grup 1) 3.17+1.72%¢
Zeytinyag1 (Grup 2) 2.5+1.64%¢1
Sham (Astaksaintin 75 mg) (Grup 3) 7.67+£3.01%¢
Cisplatin (Grup 4) 110.33+12.58°
Cisplatin+Astaksantin 25 mg (Grup 5) 15.00+4.73%¢¢
Cisplatin+Astaksantin 75 mg (Grup 6) 15.17+6.27*%°

P >0.05kontrol grubuna gore

°P <0.05kontrol grubuna gore

°P <0.05cisplatin grubuna gore

9p >0.05sham (astaksantin 75mg) grubuna gore
°P >0.05cisplatin+Astaksantin 25 grubuna gore
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5.TARTISMA ve SONUCLAR

Kanser kemoterapisinin amaci hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden timor
hiicresinin biliyiimesini ve ¢ogalmasini durdurmak veya miimkiinse onlar1 yok etmektir.
Antineoplastik ilaglar viicutta patolojik bi¢imde ¢ogalmakta olan kanser hiicrelerini yok
ettikleri gibi, hizli bicimde ¢ogalmakta olan normal hiicreleri de yok ederler. Bu nedenle
¢ogu kanser ilacinin normal hiicre ve kan dokusu iizerine de yan etkileri vardir ve bu
etkiler ilaglarin kullaniminda kisitlamalara yol agmaktadir (6).

Bu yan etkilerin ortaya ¢ikmasi sonucunda tedavi protokolii degistirilebilmekte
veya doz kisitlamasina gidilebilmektedir. Ancak bu durumlar tedavi etkinligi agisindan
istenmeyen bir durumdur. Diger bir segenek ise istenmeyen bu yan etkileri onleyecek veya
azaltacak diger bir ajanin kullanilmasidir ki bu da maliyeti oldukga arttiran bir segenektir
(101).

Antineoplastik ilaglar arasinda 6nemli bir yere sahip olan sisplatin testis, over,
mesane, akciger gibi solid organlara ait bircok kanser tiiriiniin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kullanimin1 kisitlayan en 6nemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Uygulanan
hidrasyon tedavisi her zaman nefrotoksisite gelisimini Onleyememekte ve tedavinin
kesilmesine neden olmaktadir (102,103).

Sisplatin hiicre i¢i bir¢ok sinyal ileti yolagini aktive ederek apoptoz, nekroz ve
inflamasyona neden olur. Sisplatinin nefrotoksik etkisinin temelinde yatan mekanizmalar
heniliz tam olarak aydmlatilamamis olmakla birlikte, oksidatif stresin onemli bir rolii
oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. Oksidatif hasar, hipoksi ve mitokondriyal
hasar sisplatin nefrotoksisitesinin patogenezinde yer alan Onemli olaylardir. Bu
mekanizmalarin yani sira sisplatin bobrekte vaskiiler hasara yol agarak iskemiye, renal
doku hasarina ve GFR’de azalma yaparak akut bobrek yetmezligine neden olabilir (21,36).

Nefrotoksisite patogenezini aydinlatmaya yonelik yapilan c¢aligmalar sisplatin
nefrotoksisitesinin  6nlenmesinde yeni ¢6ziimler sunulmasina yardimer olacaktir.
Nefrotoksisitenin onlenmesi ile ilgili; ilacin etki mekanizmasi ve patogenez gdz Oniinde
bulundurularak birgok yol denenmistir. Patogenezde oksidatif hasar 6nemli bir rol
oynadigindan bunu Onlemeye yonelik ¢ok sayida antioksidan ajan c¢aligilmistir (36,104).
Biz ¢alismamizi planlarken dncelikle sisplatin nefrotoksisitesi izerine antioksidan ajanlarin
etkilerini arastiran ¢alismalar1 inceledik.

Kanter ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada sisplatin uygulanan si¢anlara E vitamini
enjeksiyonu yapilmis, sicanlarin bobrekleri 151k ve elektron mikroskobunda incelenmistir.

Uygulanan sisplatin ile renal tiibiiller ve Bowman kapsiiliiniin bazal membraninda
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kalinlasma, Bowman araliinda genisleme ve glomeriil biiyiikligiinde degisiklik,
kortikomediiller bolgedeki tiibiillerde genisleme, firgams1 kenarlarda bozulma,
mitokondriyal sisme ve interstisyel alanda infiltrasyon sahasi izlenmistir. E vitamini
uygulamasi ile bu degisiklerin azaldig1 ancak infiltrasyon odaklarinin yer yer varligimi
stirdiirdiigli belirtilmis, E vitamininin sisplatin nefrotoksisitesinde bulgularin gerilemesinde
etkili oldugu vurgulanmistir (105). Benzer sekilde Sogiit ve ark.’nin yaptigi ¢alismada E
vitamininin sisplatin hasarin1 sinirlandirmak i¢in glikoliz ve pentoz fosfat yolunu aktive
ettigi kararina varilmistir (106).

Francescato ve ark.’nin yaptig1 calismada, sisplatin Oncesi uygulanan giiglii bir
antioksidan olan quercetinin siganlarda Serum kreatinin diizeyindeki artist 6nlendigi ve
renal hasarin daha az oldugu gosterilmistir. Ayrica quercetinin sisplatin ile birlikte
uygulandiginda, sisplatine bagli apoptotik etkiyi artirdig1 ve bazen kemoterapotiklere karst
goriilen rezistansin agilmasina yardimci olabilecegi ileri siiriilmiistiir (107).

Son donemdeki calismalarda siklikla arastirilan bir antioksidan olan likopenin,
sisplatin nefrotoksisitesine karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (108). Tapiero ve ark.’nin
yaptig1 ¢caligmada likopenin glutatyon, katalaz gibi antioksidanlarin diizeylerini artirdigi ve
renal hasar parametrelerindeki degisiklikleri 6nledigi gosterilmistir (109).

Minamiyama ve ark.’nin yaptigi ¢alismada SOya fasulyesi, susam, sitron, yesil ¢ay,
lif ekstreleri, bugday, malt haline getirilmis piring gibi islenmis gidalarin sisplatin
nefrotoksisitesine kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir (110).

Abdel-Wahab ve ark.’nin yaptigi calismada taurinin memeli dokularinda bulunan,
stilfiir iceren antioksidan bir bilesik olup sisplatine bagli renal interstisiyel fibroz gibi
hasarlar1 azalttig1 gosterilmistir (111,112).

Glutatyonun sisplatin nefrotoksisitesine kars1 koruyucu etkisi, hayvan c¢alismalari
ve klinik denemeler ile gosterilmistir. Zunino ve ark.’nin siganlarla yapilan bir
calismasinda 6 mg/kg dozda uygulanan sisplatin enjeksiyonundan 6nce ve sonra 500
mg/kg glutatyon uygulanmis, 30 dk oOnce uygulanan glutatyonun sisplatinin renal
toksisitesine karsi daha etkin koruma sagladigi gosterilmistir (113).

Tapiero ve ark.’nin yaptig1 calismada ndoroprotektif bir radikal siipiiriicii olan
edaravonun sicanlarda 3-10 mg/kg dozda verildiginde sisplatine bagli serum kreatinin
diizeyindeki artis1 anlamli sekilde engellendigi gosterilmistir (109).

Abdelrahman ve Nisar’in arkadaglari ile yaptigi calismalarla N-Asetil-Sistein
uygulamasinin sisplatinin bobreklerde olusturdugu hemodinamik, biyokimyasal ve

histopatolojik degisiklikleri diizelttigi gosterilmistir (114,115).
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Literatiirde yer alan bu ve benzeri c¢alismalarda sisplatine bagli nefrotoksisite
olusumunda oksidatif stresin onemli bir rolii oldugu ileri siiriilmiis, dogal ve sentetik
antioksidanlarin toksik etkileri azaltabilecegi gosterilmistir (40,41,71). Bu bilgiler 1s18inda
calismamizi planlarken antioksidan ve antienflamatuar etkilerinin gii¢lii olmasi, literatiirde
sisplatin nefrotoksisitesine kars1 koruyucu etkisini degerlendiren ¢alismaya rastlanmamasi
nedeniyle biz astaksantini sectik.

Astaksantin haematococcus pluvialis adli mikroalgden elde edilen, yiiksek
antioksidan, antienflamatuar, etki gosteren karotenoid pigmentdir. Astaksantin serbest
radikallerin neden oldugu DNA hasarina kars1 beta karotenden ve E vitamininden daha
etkilidir (3). Yapilan galismalarda astaksantinin inflamasyonu azalttigi, immiin yaniti
artirdig1 gosterilmistir (4,5).

Astaksantinin  biyolojik aktiviteleri arasinda antiinflamatuar, antioksidan,
antiapoptotik ve antikarsinojenik, antianjiyogenik, noroprotektif, immiin modiilator,
antidiyabet ve antiobezite etkileri oldugu literatiirde ¢esitli ¢aligmalarla gosterilmigtir
(116,117,118).

Tripathi ve Jena yapmis olduklari ¢alismada sican karacigerinde siklofosfamidin
neden oldugu hasarda astaksantinin toksik maddeden 3 giin 6nce uygulanmaya baslanmasi
ve 4. gin toksik madde verilerek yaptiklar1 deneylerinde astaksantinin karacigerde
koruyucu oldugunu gormiislerdir (119).

Nakajima ve ark. ise yaptiklar1 ¢aligmada, retinal hiicrelerde serbest oksijen
radikallerinin sebep oldugu oksidatif stres, lipid peroksidasyonu ve DNA hasar1 iizerine
astaksantinin koruyucu etki yapmasi nedeniyle retinal bozukluklarda tedavi edici ilag
olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir (120).

Mora ve ark. astaksantinin gonad gelisimi ve oosit maturasyonu iizerine olumlu etki
yaptigint (121), benzer bir ¢aligmada da Jang H.Y. ve ark. astaksantinin in vitro embriyo
gelisimini  arttirdi@in1 ~ belirlemislerdir.  Astaksantinin  ayn1  zamanda apoptozisi
onleyebildigini de vurgulamiglardir (122).

Comhaire ve ark.’nin astaksantinin insandaki infertiliteye etkisiyle ilgili olarak
yaptiklart ¢alismalarinda 30 infertil erkege 3 ay boyunca diyet yoluyla uygulamiglar ve
astaksantinin Sertoli hiicreleri tarafindan inhibin B salgilanmasini arttirarak sperm
parametreleri ve fertilite lizerine olumlu etkileri oldugunu gérmiislerdir (123). Ayrica
Tripathi ve Jena’in ¢alismasinda siklofosfamid ile olusturulan testis hasarinda 5 hafta

boyunca haftada 5 giin oral yolla verilen astaksantinin sperm sayisi, sperm basi
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morfololojisi, seminifer tlibiil ¢apt ve germ hiicre sayisinda goriilen bozuk tabloda
dolayisiyla testis hasarinda belirgin bir diizelme oldugunu gostermislerdir (124).

Literatiirde yer alan bu ve benzeri ¢alismalarda astaksantinin antioksidan olarak
karaciger, goz, testis gibi ¢esitli organlarda olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (125).
Nefrotoksisite {izerine olumlu etkileri gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (3,4,5).

Gihlissi ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada kolistin ile olusturulan nefrotoksisitede
astaksantinin antioksidan 6zelligi ile koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (3). Wang ve
ark.’nin yaptig1 calismada inorganik arsenik ile olusturulan nefrotoksisitede astaksantinin
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (4).

Augusti ve arkadaslari, civa kloridin bobreklerdeki oksidatif doku hasar1 ve bobrek
fonksiyonlar1 bozukluklarnin astaksantin ile diizeltilebildigini gostermislerdir (5).

Mosaad ve ark.’nin yaptig1 calismada ratlarda olusturulan gentamisine baglh
nefrotoksisitede astaksantinin koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Koruyucu etki, tedavi
sonrasi astaksantinin uygulanmasina kiyasla, tedavi oncesi uygulanmasi durumunda daha
belirgin saptanmustir (126).

Sisplatin ile indiiklenen bobrek hasari ¢alismalarinda bobrekte dilate tiibiil, belli
belirsiz glomeriiller, 6dem, interstisyumda fokal inflamasyon alanlar1 gibi degisiklikler
izlenmistir (127,128,129). Daha 6nce yapilmis bu calismalar 15181 altinda biz de kendi
calisgmamizda biyokimyasal,histopatolojik ve immunohistokimyasal degerlendirme
kriterleri belirledik.

Calismamizda ratlar sirasiyla kontrol (Grup 1), zeytinyag: 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 iizere 6 gruba ayrilmistir. Ratlar 8 giin takip
edilmistir. Astaksantin 75 mg grubunda ratlara giinlilk 75 mg/kg astaksantin enjeksiyonu,
sisplatin grubunda 5. giin 16 mg/kg sisplatin enjeksiyonu, sisplatin + astaksantin 25 mg
grubunda giinliik 25 mg/kg astaksantin ve 5. glin 16 mg/kg sisplatin enjeksiyonu, sisplatin
+ astaksantin 75 mg grubunda da giinliik 75 mg/kg astaksantin ve 5. gin 16 mg/kg
sisplatin enjeksiyonu, zeytinyagi kontrol grubuna sadece zeytinyagi enjeksiyonu
yapilmistir. Enjeksiyonlar intraperitoneal olarak uygulanmistir. Uygulanan 16 mg/kg tek
doz sisplatin ile ratlarda nefrotoksisite olusturulmustur. Bu yiiksek doz sisplatin
uygulamasinin bobrek dokusunu ne oranda etkiledigini gdsterebilmek i¢in bobrek dokusu
biyokimyasal, histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak incelenmistir. Sisplatin
uygulamasi ile olusacak degisiklikleri astaksantinin nasil etkileyecegini gozlemlemek

amaciyla birer grup sicana farkli dozda astaksantin uygulanmistir.
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Yapilan c¢alismalarda sisplatinin bobrek dokusunda lipid peroksidasyonu
olusturarak  oksidan/antioksidan parametrelerde anlamli degisiklere yol actigt ve bir
antioksidan olan erdosteine ile bu degisikliklerin viicudun yararma olacak sekilde
diizeltildigi gosterilmistir (130,131). Benzer sekilde bizim calismamizin biyokimyasal
bulgularina baktigimizda sisplatin grubunda TAS seviyesi anlamli olarak azalirken TOS
seviyesi anlamli olarak artmis, sisplatin + astaksantin 25 mg ve sisplatin + astaksantin 75
mg gruplarinda TAS seviyesi anlamli olarak artarken TOS seviyesi anlamli olarak azalmis
bulunmustur. Yani astaksantin gruplarinda antioksidan kapasitenin arttig1 gorilmistiir .
Sonuglarimiza gore sisplatin ile artan TOS ve azalan TAS hiicrede oksidatif stresin yliksek
oldugunu, nekroinflamasyonla birlikte hiicre harabiyetinin oldugunu gostermektedir ve

astaksantinin ise bu hasar1 6nlemede gii¢lii bir antioksidan madde oldugu goriilmektedir.

Ratlarin bobreklerinden alinan kesitlerin mikroskobik histopatolojik incelemesinde
kontrol, zeytinyagi kontrol ve astaksantin 75 mg grubunda bobrek yapilarmin tamamen
normal yapida oldugu izlenmistir. Cisplatin grubunda bobrek korteks ve medullasinin
hasarli yapida oldugu, tiibiiler nekrozla beraber yaygin tiibiiler dilatasyonlar, proksimal ve
distal tiibiillerin epitel hiicrelerinin nekrotik yapida oldugu, proksimal ve distal tiibiilerde
hiyalizasyon (cast formation) olusumlart ve peritibiiller alanlarda belirgin kapiler
konjesyonlar izlenmistir. Bu da verilen sisplatin dozunun yeterli nefrotoksisite
olusturdugunun isaretidir. Bu degisiklikler sisplatin + astaksantin 25 mg ve sisplatin +
astaksantin 75 mg gruplarinda izlenmedigi ve bobrek dokusunun tipik histolojik yapi
Ozellikleri sergiledigi goriilmiis ve her iki grup arasinda fark goriilmemistir. Calismamizda
sisplatin ile birlikte astaksantin verilen deneklerde, bu antioksidanin sisplatinin aciga
cikardig1 serbest oksijen radikallerini siipiirmesi sonucu oksidatif hasar kismen
engellenmis olacagindan hasarlar da engellenme oraninda ortadan kalknig gibi
goriinmektedir.

Immunohistokimyasal incelemede pozitif immun hiicre sayisal yogunlugu sisplatin
grubunda anlamli olarak artmis bulunurken diger tiim gruplarda tiibiil hiicrelerinin immiin
negatif oldugu ve gruplar arasinda anlamli fark olmadigi saptanmistir. Bulgular
dogrultusunda istatistiksel analiz yapildiginda sisplatin grubunda renal korpiiskiil,
proksimal ve distal tiibiil yilizey alan1 kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artmis oldugu
saptanmistir. Diger gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamastir.

Calismamizda elde ettigimiz diger bir veri ise uygulanan diisiik doz ( 25 mg) ve

yiiksek doz (75 mg) astaksantinin nefrotoksisitenin 6nlenmesi agisindan anlamli bir fark
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olusturmadigidir. Coziici olarak kullanilan zeytinyaginin da nefrotoksisite iizerine
herhangi bir etkisinin olmadigi izlenmemistir.

Sonug olarak bu caligmadan elde edilen verilere gore, genis kullanima sahip bir
antincoplastik ilag olan sisplatin ile birlikte astaksantin kullanildiginda sisplatinin
nefrotoksik etkisine bagli olarak bobreklerde olusan fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal
degisikliklerin siddetinin anlamli derecede azaldigi gozlenmistir. Ancak klinige etkisinin
goriilebilmesi igin astaksantinin daha ¢ok ve uzun siireli ¢alismalarla degerlendirilmesi
gerekmektedir. Yapilacak bu detayli caligmalar, tedavinin basaris1 ve sonug¢ olarak

hastalara daha iyi bir hayat kalitesi sunulmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
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