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1. OZET

Giiniimiizde diyabet ve kanser milyonlarca insan1 etkileyen 6nemli
hastahklardir. Diyabete bagh bobrek hasarlari ve kanser tedavisinde kullanilan
sisplatin’in en 6nemli yan etkilerinden biri bobreklerde olusturdugu nefrotoksisitedir.
Bu ¢alismada; deneysel diyabet olusturulmus ratlarda sisplatin tarafindan olusturulan
nefrotoksisteye kargi, likopenin’in muhtemel koruyucu ozellikleri arastirilmistir.
Calismada, ratlar 5 gruba bdéliinmiis ve ilk grup kontrol grubu olarak ayrilmistir.
Diger gruplar ise STZ ile deneysel diyabet modeli olusturulmus gruplar olup ikinci
grup tek bagina diyabet grubu, ficlincii grup diyabet+sisplatin grubu, dordiincii grup
diyabet+likopen grubu, besinci grup ise diyabet+sisplatint+likopen grubu olarak
belirlenmistir. Dekapite edilen ratlardan kan ve bobrek dokular alinarak plazmada
iire ve kreatinin diizeyleri otoanalizér yardimi ile bébrek dokusunda oksidatif stres
parametrelerinden MDA, CAT ve indirgenmis GSH diizeyleri ise spektrofotometrik
yontemlerle belirlenmistir. Calisma sonucunda plazma iire, kreatinin ve bdobrek
dokusu MDA diizeylerinin, diyabet ve sisplatin uygulamalarina (grup 2 ve 3) bagh
olarak artiglar gosterdigi; buna karsin, bobrek dokusunda CAT ve GSH diizeylerinin
ise azaldig1 belirlenmistir. Diyabet ve sisplatin ile eszamanh likopen uygulamalarinin
olusan bu nefrotoksiste bulgularini kismen iyilestirdigi ve hem diyabet hem de
sisplatin tarafindan olugsturulan bobrek hasarlarinin ise likopen uygulamalariyla

hafifletilebilecegi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Sisplatin, Nefrotoksisite, Likopen, Rat
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1. ABSTRACT

EFFECTS OF LYCOPENE AGAINST CISPLATIN INDUCED
NEPHROTOXICITY ON EXPERIMENTAL DIABETIC RATS

Today, diabetes mellitus and cancer are important diseases affecting people all
over the world. Renal injury in diabetes mellitus and nephrotoxicity due to the
treatment of cancer by cisplatin are significant adverse effects. In this study, was
investigated to evaluate the protective effect of lycopene against nephrotoxicity in
streptozotocin-induced diabetic rats. Rats were divided into five groups; while the
first group was selected as control, the other groups were allocated as experimental
models of diabetes by the administration of streptozotocin, Group 2 consisted of
diabetes only, Group 3 diabetes plus cisplatin, Group 4 diabetes plus lycopene, and
Group 5 included diabetes, cisplatin and lycopene, simultaneously. Following the
applications, rats were decapitated and their blood and kidney tissues were removed,
plasma urea and kreatinin levels were measured by autoanalyzer. The kidney tissue
MDA, reduced GSH levels and CAT activities were determined by
spectrophotometry. It was determined that the application of diabetes and cisplatin
increased plasma urea/ creatinin and MDA levels, whereas it decreased catalase and
GSH levels in kidney tissue. This study showed that applications of lycopene may
ameliorate induced nephrotoxicity findings partially; and kidney damage induced by

both diabetes and cisplatin, moderately.

Key Words: Diabetes, Cisplatin, Nephrotoxicity, Lycopene, Rat

viii



3. GIRIS

3.1. Sisplatin ve kimyasal yapisi

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinium II) ovaryum, akciger, bas-boyun ve
testis kanseri gibi bircok kot huylu tiimor tedavisinde faydali etkileri olan
kemoterapdtik bir ilagtir. Ancak, basta bobrekler olmak iizere birgok olumsuz etkileri
nedeniyle klinik kullaniminda doz smirlayici faktérler meveuttur (1, 2).

Molekiiler yapisinda, bir platin etrafinda klor ve amonyum igeren ve cis
formunda bir ajan olan sisplatin, suda ¢oziinebilen organik bir bilesiktir (Sekil 1).
Sisplatin, damar i¢i veya periton i¢i yolla uygulandiktan sonra yaklasik %90 oraninda
serum proteinlerine baglanarak birgok dokuya dagilabilen ve bobreklerden idrar
yoluyla degismeden atilan kemoterapétik bir ajandir. Bébreklerde 6zellikle proksimal
tubiil hiicrelerine girisinin enerjiye bagimh tubiiler salgilama seklinde oldugu
bilinmektedir. Radyasyon ve diger kemoterapstik ajanlarla birlikte kullanim
sisplatin’in sitotoksisitesinde sinerjik etkiye neden olmaktadir. En 6nemli doz
sinirlayici problemler arasinda; kullanimi sirasinda goriilebilen yan etkiler ve tiimor
dokusunda sisplatine karsi gelisen direng problemleri yer ahr (3). Sisplatinin
etkisinde azalmaya neden olan dirence asagida bildirilen 4 olayin katkida bulundugu
belirtilmigtir. Bunlardan ilki ilacin hiicresel birikiminin azalmas, ikincisi glutatyon
veya glutatyon-S-transferaz aktivitesinin artmasi, ligiinciisii hiicrede metallotionein
diizeylerinin artmasi, son olarak ise hasar géren DNA’nin onarimmin artmasi olarak

siralanmistir (4, 5).



Hiicre igerisinde sisplatin’in en fazla sitozol, mitokondriyum, ¢ekirdek ve
mikrozomlarda yogunlastig1 bildirilmistir. Eger hiicrede klor yogunlugu diisiik ise
verilen sisplatin molekiiliindeki 2 adet klor kaynag: ilacin suda ¢oziinebilen daha

toksik tiirevleri ile sonuglanmaktadir (5).

NH;

CIr NH:
CI

Sekil 1. Sisplatinin molekitler yapisi.

Sisplatin’in antikanser aktivitesi tam olarak agiklanamamakla birlikte, son
zamanlarda tiimdr hiicresinde DNA’ya baglanarak DNA’nin sentez ve replike
olmasimi dogrudan durdurdugu ileri siiriilmektedir. Sisplatin ayni zamanda hizl
iireme yetenegine sahip kanser hiicrelerinde bagta DNA olmak iizere birgok hiicresel
hasarlara yol acabilmekte ve ilacin segiciliginin fazla olmamasi nedeniyle bir¢ok tipte
yan etkilere sahip olabilmektedir. En 6nemli yan etkiler arasinda nérotoksisite, kulak

hasarlar1, bulanti, kusma ve nefrotoksisitedir. Bu sayilan zararli etkiler arasinda en



onemlisi nefrotoksisite olup sisplatin tedavisi goren hastalarin yaklasik ii¢te birinde

goriilebilmektedir (6).

3.2. Sisplatin nefrotoksisitesinin patogenezi

Sitotoksik etkisini gdsterebilmesi igin sisplatinin 6ncelikli olarak hiicre igerisine
girme zorunlulugu vardir. Safirstein ve ark. (7) sisplatinin en fazla biriktigi dokunun
bobrek dokusu oldugunu ve diger dokulara kiyasla bu dokuda 5 kati fazla birikim
gosterdigini bildirmislerdir. Sisplatinin 6zellikle tasit proteinlerine baglanarak aktif
tasima yoluyla proksimal tubiillerde biriktigini ve bu hiicrelerde biyotransformasyona
ugradigimi ileri siirmiislerdir.

Baobreklerde sisplatin nefrotoksistesinin en 6nemli histopatolojik bulgusu tubiil
hiicrelerinde meydana gelen hiicre 6liimleridir. /n vivo hayvan modellerinde sisplatin
ozellikle proksimal tubiillerin S3 segmentindeki hiicrelerde yogun nekroz ve sonradan
goriilebilen rejenerasyona neden oldugu bildirilmistir. Tubiillerdeki papillar ve
glomeriiler hasarlar olduk¢a az ve onemsiz derecede kalmaktadir. Uzun siireli
sisplatin tedavilerinde ise kist olusumu ve intertisyel bdlgede fibréz olusumu soz

konusu olabilmektedir (6, 8).

3.3. Sisplatin nefrotoksisitesinin molekiiler patogenezisi
Sisplatin tarafindan olusturulan nefrotoksisitenin mekanizmasi tam olarak
anlagiilmamakla birlikte serbest radikal siipiiriiciileri ve antioksidanlarin toksisiteye

karsi koruyucu etkilerinin oldugu bilinmektedir. Ozellikle trion ve siiperoksit



dismutaz gibi siiperoksit (O,") siipiiriiciilerinin sisplatin tedavisine karsi koruyucu
etkilerinin oldugu gosterilmistir (1, 2).

Oksidatif stres, sisplatin nefrotoksisitesinin ana mekanizmalarindan biridir.
Cesitli reaktif oksijen tiirleri (ROS) sisplatine maruz kalan bobrek tubiil hiicrelerinde
asin sekilde olusabilmekte ve bir¢ok patolojik olaym olusan bu ROS’lar tarafindan
meydana getirildigi ileri siiriilmektedir. Sisplatin hiicreye girdikten sonra daha fazla
reaktif bir forma doniisiir ve bu formdaki sisplatin glutatyon gibi antioksidanlar ile
hizlica reaksiyona girebilirler. Bununla birlikte eger hiicre igerisinde reaktif iiriinlerin
olusumu asir1 olursa glutatyon ve iligkili antioksidanlar baskilanir ve ortamda endojen
ROS birikimi artar. Boylece artan ROS oksidatif hasarlara neden olur. Baglica
hasarlar ise 6zellikle mitokondriyal antioksidan sistemlerin bozulmasindan dolay:
boébreklerde goriilebilecek nefrotoksisitedir (6, 9).

Molekiiler diizeyde, sisplatin uygulamasiyla bobreklerde bazi genlerin yeniden
diizenlendigi bilinmektedir. Yapilan bir ¢ahismada 7 giinliik sisplatin tedavisi olan
ratlarda oksidatif strese bagh olarak gen diizenlemelerinin degistigi gosterilmistir.
Ornegin metallotionein 1 geninin upregiilasyonu olurken, katalaz, siiperoksit
dismutaz ve gama glutamil transferaz genlerinin ise downregiilasyonunun oldugu
bildirilmistir. Sonug olarak sisplatin tarafindan meydana getirilen bu gen degismeleri
hiicre oliimiinii artirarak sisplatin nefrotoksisitesinin temellerini olusturmaktadir.
Ayni zamanda glutatyon diizeylerinin sisplatin uygulamasina bagh olarak azaldigi ve
sisplatin ile birlikte glutatyon verilmesi durumunda sisplatin yan etkilerinin azaldig

bildirilmektedir (6, 10, 11).



Yogun oksidatif stres sisplatin tarafindan neden olunan hiicre hasarlarinin bir
sonucu olarak basta tubiiler nekroz ve apoptozis yoluyla hiicre oliimlerine neden
olabilmektedirler. Bu olaylara o6liim reseptorleri aracih@iyla olusan ekstrinsik
yolaklar, endoplazmik retikulum stres yolaklar1 ve mitokondriyal ile iligkili apoptotik
yolaklar aracihk etmektedirler. Bazi hiicrelerde sisplatin hiicre liimlerine neden
olurken baz hiicrelerde ise nekrozlara neden olabilmektedir. Bu farklih@in nedeni ise
uygulanan sisplatin miktarlarina gore degismekte ve yiiksek dozda sisplatinin daha
fazla hiicre 6liimlerine neden oldugu bildirilmektedir (12, 13, 14). Ustelik bazi
aragtiricilar (15) sisplatinin olusturdugu ROS ve apoptozis arasinda dogrudan bir
iliski olmasina karsin nekroz olusumu ile arasinda bir iliski olmadigim ileri
stirmiislerdir.

Chirino ve ark. (1) sisplatin tarafindan bobreklerde olusturulan
nefrotoksisiteden stiperoksit ve nitrik oksit reaksiyonundan olusan peroksinitrit’in
sorumlu oldugunu ileri siirmuglerdir. Siiperoksit olusumu 6zellikle mitokondriyal
solunumda olmak iizere; ksantin oksidaz, lipoksijenaz, eslesmemis nitrik oksit sentaz
ve NADPH oksidaz gibi bir¢ok enzim aktivitesinde rol oynamaktadir. Bazi
aragtiricilar (16) diyabetli bobrek hasarlarinda glomeriil ve distal tubiillerde NADPH
saliniminn arttigini ve bu artisin oksidatif stres ile iliskili oldugunu ileri siirmiislerdir.

Sisplatin bobreklerde baslica proksimal tubiiller tarafindan alikonulmakta ve
baslica hasarlarin1 da buradaki hiicrelere gostermektedir. Sonug olarak bu blgelerde
sisplatin nefrotoksisitesinin belirtisi olan nekroz ve apoptozis belirtilerinin yani sira
yang hiicrelerinin o bolgeye infiltre oldugu gosterilmistir. Olusan toksisitenin DNA

hasari, Caspaz aktivasyonu, mitokondriyel fonksiyon bozuklugu, reaktif oksijen



olusumu, nitrojen tiirlerinin artisi, poli-polimeraz asin {iretimi ve yangi olaylarinin

olaya dahil edilmesiyle karmasik bir sekilde olustugu bildirilmektedir (2).

3.4. Diyabet

Diabetes mellitus diinyadaki insanlarin yaklasik %5’ini etkileyen kompleks
metabolik bir hastahktir. Tip 1 ve tip 2 diyabet diye iki farkli modeli belirlenmistir.
Tip 1 diyabet pankreas beta hiicrelerinin otoimmun hasarlar1 sonucu olugan ve tiim
diyabetli vakalarin yaklagik %5-10"unu kapsayan bir gesididir. Bu tip diyabet olaylan
insiilin salgilayan hiicrelerin hasarlarina bagh olarak genellikle hizlica geligir ve
hastalar disaridan instilin almak zorunda kahrlar. Tip 2 diyabet daha sik goriiliir ve
tiim hastalar icerisindeki orani yaklasik %90-95°dir. Insiilin direnci ve insiilin
noksanligi ile iliskili bir hastahk olup daha ¢ok kilolu veya obez insanlarda
goriilebilmektedir. Hiperglisemi genellikle yavas olarak gelisir ve erken dénemlerde
kan glikoz diizeyleri orta derecede yiikselir. Tip 2 diyabetlilerde insiilin direnci
baslangigta artan insiilin i1le Kkarsilanmaya calisihrken, bu uzun siireli insiilin
salgilanmasi beta hiicrelerinde bitkinlik ve yikimlanmaya sebep olabilmektedir. Bu
tip diyabetli hastalarin beta hiicrelerinde ¢ok ¢esitli anormallikler tanimlanmistir. Tip
2 diyabetli insanlarda glikoz ile uyarilmis instilin salgilanmasi biiyiik olgtide
bozulmakta ancak, aminoasit ve sulfonilire’ye karsi salgilanma daha az
etkilenmektedir. Ayni zamanda beta hticrelerinden insiilin salgilanma anormallikleri
glikozun oksidasyonunda azalma ve ATP/ADP oranlarinda azalmalar ile kendini
gosterebilmektedir. Yine tip 2 diyabetli insanlarin pankreatik adaciklarinda insiilin

salimmi, glikoz tasiyicilart ve glikokinaz aktiviteleri azalmistir. Aymi sekilde bu



hastalarin pankreatik adaciklarinda oksidatif stres ve apoptozis olaylarinin da saghkl
insanlarla karsilastirildiginda arttigi bilinmektedir. Bununla birlikte birgok konu
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (17-20).

Diyabetin onlenmesi ve tedavi edilmesi amaciyla ¢ok sayida arastirma
yapilmakta ve ozellikle de streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet modelleri
olusturulmaktadir. Nitrozoiire analogu bir madde olan STZ pankreatik hiicrelerde
sitotoksik etkiyle hasarlar olusturmakta ve deneysel diyabet modelleri igin ideal bir
ajan olarak bilinmektedir. Bu hiicrelere segici bir etki gosteren STZ glikoz
tastyicilarim  etkileyerek insiilin salgilayan hiicrelere glikozun ancak yarisinin
gecmesine imkan vermektedir. STZ uygulamasinin bu hiicrelerde DNA alkilasyonu
vb hasarlar yaptigi bircok calismada ortaya konulmustur. Ancak bu hiicrelerin
¢ekirdeginde bulunan polimeraz enzimleri ise aksine DNA onarmmiyla iliskili
yapilardir (17, 21, 22, 23).

Bobrek hasarlari ve yetmezligi her iki tip diyabetli hastalarin yaklasik
%30’unda sorun olusturan 6nemli bir klinik durum olmakta ve nihayetinde tedavi
gerektiren sorunlar beraberinde getirmektedir. Bu hasarlarin mekanizmalan yeterince
agik degildir. Bobrek yetmezlikleri 5-10 yil igerisinde olugabilen ve bébrekler yoluyla
protein atthminda artma (%15 pg/dk’dan %30 pg/dk), hipertansiyon ve glomeriiler
filtrasyon oranlarinda azalmalar gibi belirtilerle kendini gostermektedir. Diyabetli
hastalardan alinan biyopsi ile alinan bébrek dokusunda saptanan yaygin glomeriiler
skleroz ya da nodiler interkapiller glomeriiler skleroz tipik bulgulardir. Ancak,

glomeriiler yap1 disinda kalan intertisyel doku ve tubiil hiicreleri gibi yapilarin da



etkilendigi ve nefropati olusumunda bu yapilarin da énemli katkilari oldugunu ileri

stiren bir¢ok arastirma mevcuttur (24, 25).

3.4.1.Diyabet ve oksidatif stres

Tip 2 diabetes mellitus’un patofizyolojik mekanizmalari ve komplikasyonlari
kan dolasimindaki kronik agir1 glikoz diizeyleri ile iliskilidir. Artmis kan glikoz
diizeyleri metabolik yolaklar: aktive ederek serbest radikal ve oksidatif stresin artisina
neden olmaktadir. Bununla birlikte ge¢ diyabetik komplikasyonlar sadece oksidatif
stres ve serbest radikal olusumu ya da antioksidan durumdaki azalmaya bagl
degildir. Bu hastalikta artan serbest radikal olusumunun temelinde enzimatik olmayan
glikolizasyondaki artis, glikoz otooksidasyonu, enerji metabolizmasindaki
degisikliklere bagh metabolik stres, yangi medyatérlerinin diizeyleri ve antioksidan
savunma sistemindeki degisiklikler yer almaktadir (26). Hiperglisemi siiperoksit
radikali ve hidrojen peroksit gibi mitokondriyal DNA hasarlarina neden olan ROS
diizeylerini artinir. Ozellikle guanin oksidasyon firiinlerinden 8-hidroksi guanin
oksidatif DNA hasarinin en 6nemli gostergesi olarak kabul edilmekte ve diyabetli

hastalarda bu maddenin diizeylerinin arttig1 gésterilmektedir (26, 27).

3.5. Likopen

Likopen, lutein ve astaksantin gibi karotenoidler gidalarda renklendirici madde
olarak genis bir sekilde kullanilmakta ve bu maddelerin faydalan g6z oniine
alindiginda yiyeceklerde artan bir sekilde destekleyici olarak kullanilmaktadir. Bu

maddelerden en 6nemlisi basta domates olmak iizere birgok gidada bulunan likopenin



insan saghiginda ¢ok 6nemli bir yer tuttugu bilinmektedir. Birgok arastirma likopenin
bagta kemoterapétik ajanlarla olan tedaviye yardimer madde olarak kullaniimasindan
bahsetmektedir (28 - 33).

Likopen, kimyasal olarak beta karoten’in asiklik bir izomeri olup 2 tane
konjuge olmayan ¢ift baga sahiptir. Dogal bitkilerden saglanan likopen hem cis hem
de trans formlarinda ve termodinamik olarak stabil karakterde bulunmaktadir.
Insanlarda serum likopen’inin yaklasik %85’i domates ve domates iiriinlerinden
saglanmaktadir. Likopen beta karoten dioksijenaz igin substrat olarak kullanilamaz ve
bdylece vitamin A’ya doniistiiriilemez (29, 34, 35).

Likopen iceren domates ve domates iiriinleri ile diger likopen kaynaklar
bagirsaklardan emildikten sonra en &nemli depo yeri olan karacigere gegmek icin
trigliseritten zengin silomikron partikiilleri igerisine girerler. Ayni zamanda likopen
akciger, prostat bezi, testis, kolon ve deride de birikebilmektedir. Diger karotenoidler
ile kargilagtinldiginda viicutta en fazla likopenin depolandig) bildirilmektedir. Bitkiler
ve mikroorganizmalar tarafindan sentez edilebilmesine karsin hayvanlarda sentezi s6z

konusu olmamaktadir (29).

3.5.1 Likopen ve antioksidan 6zellik

Yapisinda bir molekiil likopen igeren maddeler beta Kkaroten ile
karsilagsinldiginda iki kati, alfa tokoferol ile karsilastinldiginda ise 3 kati daha fazla
serbest oksijen molekiiliinii baskilama giiciine sahiptir. Antioksidan etki giicii olarak

siralamak  gerekirse likopen>alfa tokoferol>alfa karoten> betacriptoksantin >
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zeaksantin=beta karoten > lutein seklinde siralanabilmektedir. Aym zamanda
likopenin hipoklorik asit, siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikal
elektronlarini siipiiriicii 6zellige sahip oldugu bildirilmistir (29, 34, 35). Baska bir
aragtirmada (36, 37) ise in vitro ortamda insan endotel hiicrelerinin hidrojen peroksit
tarafindan membran lipitlerinin peroksidasyonuna karsi likopenin koruyucu bir
ozellik gosterdigi bildirilmektedir.

In vivo birgok ¢alismada yine likopenin antioksidan o6zellik gosterdigi
bildirilmistir. Ornegin saghkli insan gahismalarinda, serum likopen diizeylerinin
serumdaki lipid peroksidasyon iiriinleri ile zit yonde oldugu, lenfositlerdeki okside
DNA diizeylerinin yine likopen ilavesi ile azaldigi belirtilmistir. Ozellikle serum
LDL partikiillerinin likopen ile i¢ ige girdigi ve likopen diizeyleri ile LDL diizeyleri
arasinda zit yonde bir iligkinin oldugu gésterilmistir (29, 38). Yine, likopenin oksijen
kovucu yeteneginin bir sonucu olarak oksidatif DNA hasarlarinin 6niine gegmek

suretiyle kanserin baslamasi ve ilerlemesini ciddi bir sekilde 6nledigi bildirilmektedir.

3.5.2. Likopen ve kemoterapotik tedavi

Antineoplastik tedavi ile iliskili olarak; artan lipit peroksidasyon iiriinlerinin
oksidatif stresi arttirdigi, buna karsin antioksidan o6zellik gosteren vitaminler,
glutatyon ve antioksidan enzim aktivitelerinin azaldigi iyi bilinen bir durumdur.
Ozellikle kemoterapiye bagh artan oksidatif stres ve azalan antioksidan aktivite bu
hastalarin kanser ile olan iligkilerini bozabilmektedir. Dolayisiyla antioksidan
maddelerle destekleyici tedavi edilen hastalarda kemoterapétik ilacin etkisini daha da

1yl gostermesi ve oksidatif stres nedeniyle tiimor hiicresinde biiyiime inhibe edici
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etkinin ortadan kaldirilabilecegi ifade edilmektedir (29, 39, 40). Baz arastiricilarin
ise tiimor hiicrelerine  kargi  kemoterapétiklerin  etkisini  antioksidanlarin
onleyebilecegine yonelik zit yonde galismalari mevcuttur (41, 42).

Bu ¢alismanin amaci, ratlarda deneysel diyabet olusturmak ve bu diyabetli
hayvanlara sisplatin uygulanmasiyla meydana gelen nefrotoksisteye karsi likopen

uygulamalarinin bébrek hasarina muhtemel olumlu etkilerini belirlemektir.



4. GEREC ve YONTEM

4.1. GEREC

4.1.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Alet ve/veya cihazlar

Spektrofotometre

Spektrofotometre kiiveti ( normal ve kuvartz)

Sogutmali santrifiij
Inkiibator

Homojenizator

pH metre

Vorteks

Su banyosu

Derin dondurucu (-20 °C)
Hassas terazi (0,001g - 150g)
Bidistile su cihazi
Manyetik karistirici

Glikoz 6l¢tim cihazi

Balon joje (5, 10, 25, 50 ml)
Cam tiip (16x100 mm)
Beher (25, 50, 100 ml)

Mikro pipet (10-100,100-1000 pl)

Markasi

Techcomp UV 7500

Hettich Universal 320R
Niive FNspo

B.BRAUN 853022
WTW pH 340i

Velp Scientifica 10.0176
Niive NB9

Arcelik 2553 D

Denver instrument Apx-153
GFL 2104

Colara Magnetomix
Smart Chek

Isolab

Isolab

Isolab

Thermo Labsystems




4.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Arastirmada kullanilan Likopen DSM redivivo™ %]10; Cisplatin EBEWE
Pharma; Streptozotosin ise SIGMA (Katalog No S0130) firmasindan temin edildi.
Analizlerde kullanilan diger sarf malzemeleri ise analitik diizeyde olup Sigma

firmasindan satin alindi.

4.1.3. Deney Hayvanlari

Arastirmada kullanilan deney hayvanlant Firat Universitesi Deneysel
Arastirmalar Birimi’nden (FUDAM) temin edildi. Ortalama agirhklan 168-187 g
olan 6-8 haftahk 50 adet Wistar Albino cinsi disi rat kullamldi. FUDAM’da
gerceklestirilen ¢alismalarda ratlar standart sartlarda (sabit ve 1s1 havalandirmali
odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12 saat karanlk olmak tizere) her bir kafeste en fazla 5
hayvan olacak sekilde barmdinldi. Ratlara su ve yem ad libitium olarak verildi.
Ratlarin beslenmesinde Elazig Yem Fabrikasindan temin edilen 8 mm’lik rat pellet
yemleri kullanildi. Kullanilan yemin bilesimi Tablo 1’de gosterilmistir.

Deney hayvanlarinin - secimi ve yapilan uygulamalar sirasinda Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (Toplanti tarihi 22.11.2011; Toplant
Sayisi: 10; Karar No: 133) onayr alinarak; caligma standart deneysel hayvan
calismalart etik kurallarmma uygun olarak yapildi. Deney siiresi 14 giin olarak

belirlendi.



Tablo 1. Calismada kullanilan ratlara verilen yemin bilesimi

Yem Bilesimi Oran

Su (en ¢ok) % 12

Ham protein (en az) % 24

Ham seliiloz (en ¢ok) % 7

Ham kiil (en ¢ok) % 8

HCL’ de ¢6ziinmeyen kiil (en ¢ok) % 2

NaCl (en ¢ok) % 1

Mineral Karmasi * % 1.25
Vitamin Karmas ** % 1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg

¥ Mineral Karmasi: Kalsiyum (% 1.0 -2.8 ), Fosfor (% 0.9), Sodyum (% 0.5-
0.7), Mangan (10 mg/kg), Cinko (4 mg/kg).

o Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 iivkg), Vitamin D3 (1000 iii/kg), Vitamin E
(60 mg/kg), Vitamin B2 (4 mg/kg).

Ratlarin deneylere baglamadan 6nce ve deney bitiminden sonra canl agirlik
tarimlari yapilarak canh agirhk ortalamalari degerlendirildi. Ayrica ¢alisma periyodu

boyunca 6len hayvanlarin 6liim giinleri de kaydedildi.

Deney Gruplan

Her grupta 10 hayvan olacak sekilde ratlar 5 gruba aynldi;

1. Grup (Kontrol): Kontrol grubu hayvanlara ilk giin sitrat tamponu (STZ ¢bziiciisii)
periton igi yolla uygulandi ve 72 saat sonra (3ncii giinden itibaren) kan seker
dizeyleri belirlendi. Daha sonra her bir hayvana 0.5 ml msir yagi gavaj yoluyla

uygulandi.



2. Grup (Diyabet): Deneysel diyabet olusturmak amaciyla bu gruptaki hayvanlara
ilk giin sitrat tamponu igerisinde 60 mg/kg dozunda STZ periton i¢i yolla uyguland:
ve 72 saat sonra (3ncii giinden itibaren) aghk kan seker diizeyleri belirlendi. Kan
seker diizeyleri 250 mg/dl ve iizerinde olan hayvanlann tiimii diyabetli olarak kabul

edildi.

3. Grup (Diyabet + Sisplatin): Deneysel diyabet olusturmak amaciyla bu gruptaki
hayvanlara ilk giin sitrat tamponu igerisinde 60 mg/kg dozunda STZ periton igi yolla
uygulandi ve 72 saat sonra (3ncii giinden itibaren) aghk kan seker diizeyleri
belirlendi. Kan seker diizeyleri 250 mg/dl ve iizerinde olan hayvanlarin tiimii
diyabetli olarak kabul edildi ve ayni hayvanlara 5 mg/kg dozda sisplatin periton ici

yolla tek doz uyguland:.

4. Grup (Diyabet + Likopen): Deneysel diyabet olusturmak amaciyla bu gruptaki
hayvanlara ilk giin sitrat tamponu igerisinde 60 mg/kg dozunda STZ periton i¢i yolla
uygulandi ve 72 saat sonra (3ncii giinden itibaren) aghk kan seker diizeyleri
belirlendi. Kan seker diizeyleri 250 mg/dl ve iizerinde olan hayvanlarin tiimii
diyabetli olarak kabul edildi ve ayni hayvanlara 10 mg/kg dozunda likopen misir

yaginda ¢ozdiiriilerek gastrik gavaj ile 10 giin siirecince uygulandi.

5. Grup (Diyabet + Sisplatin + Likopen): Deneysel diyabet olusturmak amaciyla
bu gruptaki hayvanlara ilk giin sitrat tamponu igerisinde 60 mg/kg dozunda STZ
periton igi yolla uygulandi ve 72 saat sonra (3ncii giinden itibaren) aghk kan seker

diizeyleri belirlendi. Kan seker diizeyleri 250 mg/dl ve iizerinde olan hayvanlarin
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timi diyabetli olarak kabul edildi ve aym hayvanlara 10 mg/kg likopen gavaj

yoluyla; 5 mg/kg dozda sisplatin ise periton i¢i yolla uygulandi.

Aragtirmada deneysel diyabet modeli STZ ile gergeklestirildi. Oncelikle 20 mM
sodyum sitrat tamponu (pH 4.5) icerisinde taze olarak hazirlanmis STZ ¢ozeltisi
(soguk ortamda saklanmak kosuluyla) 60 mg/kg (22) dozunda uygulandi. 72 saat
sonra kuyruk venasindan bir damla kan alinarak aglik kan sekeri 6l¢iimii yapildi. 250
mg/dl ve lizerinde olan ratlar diyabetli olarak kabul edildi ve ¢alismaya alind:.
Diyabetli olduklar1 kabul edilen hayvanlara yem ve su serbestge verildi.

Likopen %10 luk ¢ozeltisi seklinde 10 mg/kg dozunda; sisplatin ise 5 mg/kg

dozunda Atessahin ve ark (31, 32) tarafindan &nerilen sekilde uygulanmistir.

4.1.4. Orneklerin Ahnmasi ve Hazirlanmasi

Son ilag uygulamasindan 24 saat sonra ratlar hafif bir eter anestezisine alinarak
dekapite edildi. Plazma iire ve kreatinin diizeylerinin belirlenmesi i¢in yeterli kan
ornekleri alindi ve plazmalan ¢ikartildi. Daha sonra laparatomi yapilarak her iki
bobrek dokulari alindi. Alinan bébreklerden biri histopatolojik degerlendirmeler i¢in
digeri ise biyokimyasal analizler igin (MDA ve GSH diizeyleri ile CAT aktivitesi) -20

°C’de muhafaza edildi.

4.1.5. Homojenatlarin Hazirlanmasi
Derin dondurucudan aliman dokular tartihp cam tiiplere konuldu. Uzerlerine

[/10 (g/v) oranminda diliisyon olacak sekilde %1,15’lik potasyum kloriir (KCI) ilave



edildikten sonra sogukluklari muhafaza edilerek cam-teflon homojenizatérde 16.000
devir/dk hizda 3 dk homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlarda bébrek dokusu
MDA tayinleri yapildi.

Geri kalan homojenat +4 °C’de 45 dakika siireyle 3500 rpm’de santrifiij
edilerek siipernatant elde edildi. Bu siipernatantlarda ise reditkte GSH, CAT aktivitesi

ile protein ol¢iimleri yapildi.

4.2. YONTEM

4.2.1. Bobrek Dokusu MDA Diizeylerinin Olgiimii

Bobrek dokusu MDA diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Ohkawa ve
ark. (43) tarafindan 6nerilen metoda gore yapildi.

Prensip: Aerobik sartlar altinda ve pH 3,5’te, doku homojenatinin kaynar su
banyosunda bir saat inkiibasyonu sonucu, lipit peroksidasyonunun sekonder iiriinii
olan MDA’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu pembe renkli kompleksin

532 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢limii esasina dayanir.

Ayrraclar
1. Tiyobarbitiirik asit (TBA) ayiraci: 0,25 N HCI igerisinde %0.65 TBA ¢ozdiiriildii.
2. Trikloroasetik asit (TCA) ayiraci: 0,25 N HCI igerisinde %10 TCA ¢6zdiiriildii.
3. Standart (1,1,3,3 tetraetoksipropan): %50 Etanol igerisinde hazirlandi.

Stok standarttan konsantrasyonu 20 nmol/ml olan giinliik stok hazirlandi. Bu

standarttan belli oranlarda diliisyonlar yapilarak 0.25, 0.5, 1, 5, 10 nmol/ml



konsantrasyonlarda ¢alisma standartlan hazirlandi. Calisma standartlarindan 0,5 ml
TCA ve TBA ayraglarindan 1’er ml alinarak kalibrasyon egrisi hazirlandi (Sekil 2).
Tiipler karistirildiktan sonra 95 C° de 30 dk kaynar su banyosunda tutuldu ve
sogutuldu. 3500 rpm’de 10 dk santrifiij edilip iist kisimlari pipetlendi. 532 nm’de
kore kargi okunup standartlardan egri ¢izimi yapildi. Daha sonra galisilan tiim
ornekler i¢in bu egri kullanilarak MDA diizeyleri belirlendi. Olgiilen bébrek dokusu

MDA diizeyleri nmol/ml homojenat olarak ifade edildi.

: Absorbans (532 nm)

1.8-

1,2 -

0,8 -

0,4 -

0 : : _ BT e ol el Wi sl - : .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Standart (nmol/ml)

Sekil 2. MDA kalibrasyon egrisi

Yintem



Ornekler igin ayiraglar tiiplere standart egri olusturulurken uygulanan sekilde
(0,5ml1 homojenat, Iml TBA, 1ml TCA) hazirlandi ve ayni uygulamalara tabi tutuldu.
Spektrofotometrede 532 nm’de absorbanslar belirlendi ve kalibrasyon egrisi

yardimiyla MDA diizeyleri nmol/ml homojenat olarak hesaplandi.

Hesaplama
532 nm’de okunan 6rnek absorbanslari (OD) standart degerleri kullanilarak

asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

MDA (nmol/ml) = (Ornek abrosbansi / Std. absorbansi) x Std. Konsantrasyonu

4.2.2. Bobrek Dokusu Rediikte GSH Diizeylerinin Olciimii

Bobrek dokularindaki rediikte GSH diizeyleri Ellman (44) tarafindan 6nerilen
ditiyonitrobenzoik asit geri gevirim metodu olarak tanimlanan yoénteme gére tayin
edildi.

Prensip: 5,5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit (DTNB), siilfidril bilesikleri
tarafindan rediikte edilerek bir disiilfit bilesigi olan sar renkli kompleks olusturulur.
Daha sonra bu sari renkli bilesigin optik dansitesi 412 nm dalga boyunda o6lg¢iilerek
GSH diizeyleri saptanir.

Ayiraclar
1. Tris EDTA Tamponu (0,2 mol/ml, pH: 8,9)

2. TCA Ayiraci (% 107luk)



3. DTNB (5-5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit) (0,01 mol/L)

Konsantrasyonu 1000 nmol/ml olan stok standart hazirlandi. Bu stok
standarttan belli oranlarda diliisyonlar yapilarak 25, 50, 100, 200 nmol
konsantrasyonlarda ¢alisma standartlari hazirlandi. Cahsma ¢ozeltilerinden elde

edilen kalibrasyon egrisi Sekil 3 ‘de gosterilmistir.

Absorbans (412 nm)
0.3

0,25 —:

0,2

0,15

0,1 —EI

0,05 -

0_ > L] N A S T T L T T — I
0 25 50 75 100 125 150 175 200

GSH (nmol/ml)

Sekil 3. Rediikte GSH kalibrasyon egrisi.

Yontem
Homojenat +4 °C’de 45 dakika siireyle 3500 rpm’de santrifiij edilerek
stipernatant elde edildi. 0.5 ml siipernatant ile 0,5 ml TCA ile ¢oktiiriildii ve tekrar

3500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santriftijden sonra iistteki kisimdan 0,5 ml alinip
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2 ml Tris EDTA tamponu ilave edildi. Daha sonra 0,1 ml DTNB ilave edilerek
karistinildi. 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 412 nm’deki absorbanslari kire

kars1 okunarak belirlendi. Elde edilen degerler pmol/g protein olarak sunuldu.

4.2.3. Bobrek Dokusu CAT Aktivitesi Ol¢iimii

CAT enzim aktivitesi Aebi (45) tarafindan tarif edilen metoda gore yapildi.
CAT Kkatalitik aktivitesiyle hidrojen peroksit (H,0,)’i pargalayarak su ve oksijene
doniistiirmektedir.

Prensip: Hidrojen peroksit, 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gostermektedir. Deney ortamina ilave edilecek H;O;’nin CAT enzimi tarafindan
parcalanmasi, UV spektrumda bir absorbans azalmasi olarak takip edildi.

Absorbanstaki azalma enzim aktivitesi ile dogru orantihdir.

Ayiraclar

1. Fosfat Tamponu ( pH: 7; 50 mM)

2. H,O, ¢ozeltisi ( % 30)

Yontem

Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna karsi sifirlanir.  Fosfat
tamponuna % 30’luk H,0, ilave edilerek absorbans 0,50 oluncaya kadar azar azar
ilave edilir.

Numune ilavesi ile 240 nm dalga boyundaki absorbans azalmasi her 30
saniyede bir 2 dakika boyunca kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans

azalmasimin degerleri esas alindi.
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Hesaplama

k/dk =k x dk” = (2.31 x log Okunan Deger 1/ Okunan Deger 2) / 60 sn

4.2.4. Protein Ol¢iimii

Protein miktari tayini ise yine bu siipernatanlarda Lowry ve ark (46) tarafindan
tarif edilen yonteme gore tayin edildi.

Prensip:  Alkali bakir ayiracindaki Cu™  peptid baglari ile kompleks
yapmaktadir. Her 7 veya 8 aminoasit artifi 1 atom bakir baglamaktadir. Folin-Fenol
ayiraci, bakir ile muamele edilmis karigima ilave edildiginde mor-mavi bir renk
sekillenir. Olusan bu renk 650 nm‘de okunur.

Ayiracglar

1. Alkali Bakir ayiraci
2. Fenol ayirac
3. Bovine serum albumin (150 p/ml)

Yontem

1/100 oraninda sulandirilan doku érneginden ve alkali bakir ayiracindan 1’er ml
almarak karigtinlir, oda 1sisinda 10 dk bekletilir. 4 ml fenol ayirac: ilave edildikten
sonra kaynar su banyosunda 55 C’de 5 dk bekletilir. Inkiibasyon sonucunda hemen

sogutularak absorbanslar1 650 nm’de kore kars: okunur.

4.2.5. Istatistiksel Analiz
Gahismadan elde edilen veriler ‘SPSS for Windows 15.0° paket programi

kullanilarak degerlendirildi. Normallik testleri yapildi ve veriler nonparametrik test
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varsayimlarina uydugu i¢in gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi ve
ardindan gruplar arasi kargilagtirmalar i¢in Tukey HSD testleri uygulandi. Canh
agirhklardaki degisimler ise nonparametrik testlerden Wilcoxon testine tabi tutuldu.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edildi ve p<0,05 degerleri istatistiksel

olarak anlamh kabul edildi.
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5. BULGULAR

S. 1. Canh Agirhk ve Kan seker diizeyleri

Aragtirmaya alinan ratlara ait baslangig ve bitis canli agirhklari Tablo 2’de
gosterilmigtir. Cahsmada kullamlan ratlarin baglangi¢ agirliklari homojen olarak
olusturulmustur. Kontrol grubu hayvanlarda deneyin baslangici ile bitisi arasinda
olgiilen agirliklar arasinda istatistiki olarak bir artis (p<0,05) olmasma karsihk,
diyabet olusturulmus tiim hayvan gruplarinda azalmalar goriilmektedir.

Calisma siiresince kontrol grubunda 2; diyabet grubunda 4; diyabettsisplatin
grubunda 1; diyabet+likopen grubunda 3; diyabet+sisplatin+likopen grubunda ise 4
hayvan dlmiistiir. Geri kalan hayvanlar ¢alismanin bitimine kadar saghikl bir sekilde
yagamlarini siirdiirmiis ve dekapite edilmislerdir. Tiim gruplarda laparatomi yapilarak
agilan hayvanlarin i¢ organlarinda herhangi bir makroskobik patolojik duruma
rastlanilmamustir.

Aragtirmada diyabet olusturmak amaciyla STZ uygulamasi yapilan hayvanlarin
(toplam 40 ratta uygulandi) hemen tiimii diyabetli olarak belirlenmis sadece 1
hayvandaki aglk kan sekeri 250 mg/kg diizeyinin altinda ¢ikmus, bu hayvana da 30

mg/kg ilave STZ doz uygulamas yapilarak diyabet sayilacak seviyelere getirilmistir.



Tablo 2. Aragtirmaya alinan ratlarin canh agirliklan ve kan seker diizeyleri.

Deney baslangi¢ Deney sonu Kan seker
Gruplar agirhg (g) agirhg (g) diizeyleri (mg/dl)
Kontiol 187.6+6.6" 200.2+7.1° 69.0+2.64°
Diy 178.3+6.4™ 163.2+5.4™ 485+6.74
Diy + Sis 169.745.9* 156.2+5.3° 380+36.1°
Diy Lk 182.7+8.1° 177.5+8.7° 404+47.1°
Diy + Sis + Lik 153.6+5.2° 160.6+9.85 376+28"
P degeri 0.067 0.000 0.000

a,b ; Ayni siitunda farkh harflerle gosterilen degerler arasi fark dnemlidir (p<0.05)

5.2. Biyokimyasal Parametreler

5.2.1. Plazma iire ve kreatinin diizeyleri

Plazma iire ve kreatinin diizeyleri Tablo 3 te gosterilmistir. Diyabet olusturulan
grupla kontrol grubu karsilastirnldiginda plazma tire degerlerinin anlamh (p<0.05) bir
sekilde; kreatinin degerlerinin ise hafif bir sekilde yiiksek oldugu goriilmektedir.
Diyabet+sisplatin grubunda iire ve kreatinin degerlerinin tek basina diyabet grubuna
gore daha yiiksek oldugu (p<0.05); diyabet+sisplatin+likopen grubunda ise iire ve
kreatinin diizeylerinin daha diisiik seviyelerde oldugu goriilmektedir. Likopen
uygulamalarinin plazma iire ve kreatinin diizeylerinde olumlu bir iyilesmeye neden

oldugu goriilmektedir.



Tablo 3. Kontrol ve deneme gruplarina ait iire ve kreatinin diizeyleri (mg/dl).

Gruplar Ure Kreatinin
Kontrol 33,6+2,96° 0,77+0.02
Diy 88,0+2,76" 0,88+0.06
Diy + Sis 88,5+5,99" 0,92:£0.04
Diy + Lik 68,7+7,92 0,87+0.03
Diy + Sis + Lik 93,3+0,33° 0,88+0.10
P degeri 0.05 1

5.2.2. Bobrek Dokusu MDA Diizeyleri

Bébrek dokusu MDA diizeyleri Sekil 4 ‘te sunulmugtur. Kontrol grubu MDA
diizeylerinin 7,30+0,38 nmol/ml homojenat olarak belirlendigi buna karsihk tek
basina diyabet olusturulan grupta ise 10,82+0,34 nmol/ml diizeylerinde oldugu,
diyabetli gruba sisplatin uygulandiginda ise hafif bir artisla 11,65+0,57 nmol/ml
diizeylerine ¢ikugr goriilmektedir. Ancak, Diyabet+Sisplatin+Likopen uygulamas:
yapilan grupta ise MDA diizeylerinin 9,16+0,58 nmol/ml diizeyleriyle anlamh bir

sekilde iyilesme gosterdigi goriilmektedir (p<0,001).
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Sekil 4. Gruplara ait bébrek dokusu MDA diizeyleri (nmol/ml homojenat)

5.2.3. Bobrek Dokusu Rediikte GSH Diizeyleri

Bobrek dokusu rediikte GSH diizeyleri Sekil 5’te sunulmustur. Calismaya
alinan hayvanlardan kontrol grubu ratlarda GSH diizeylerinin 1,68+0,20 nmol/g
protein oldugu, buna karsihk diyabet grubunda ise 0,92+0,16 nmol/g protein
diizeylerine indigi belirlenmistir. Diyabetli gruba sisplatin uygulamasiyla 1,58+0,21
nmol/g diizeylerine diisen GSH diizeyleri yine diyabetli gruba likopen uygulamasiyla
2,41£0,17 nmol/g degerlerine yiikselmistir. Calismada diyabet olusturulmus gruba
hem sisplatin hem de likopen uygulamasi yapilan hayvanlarin GSH diizeylerinin ise

2,42+0.11 nmol/g diizeylerinde oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 5. Gruplara ait bobrek dokusu rediikte GSH diizeyleri (n mol/g protein).

5.2.4. Bobrek Dokusu CAT Aktiviteleri

Aragtirmaya alinan hayvanlarin bébrek dokusu CAT aktivitelerine ait sonuglar
Sekil 6’da sunulmustur. Kontrol grubu ile karsilastinldiginda tek basina diyabet
olugturulan grup arasinda bir azalma (sirasiyla 50,7+7,25 ve 34.6+5.62 ku/g protein)
oldugu ancak anlamli olmadig1 (p>0,05) belirlenmistir. Diyabetli gruba sisplatin ve
likopen’in tek baglarina uygulanmasiyla katalaz aktivitelerinde artis olmasina kargin
istatistiksel olarak anlamli degisiklikler olmadigi; buna karsin diyabetli gruba
sisplatin ve likopenin eszamanli uygulanmasiyla katalaz aktivitelerinde neml

artiglar oldugu goriilmektedir (p<0,05).
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Sekil 6. Gruplara ait bobrek dokusu CAT diizeyleri (ku/g protein)
MDA GSH CAT

Gruplar (nmol/ml homojenat)  (nmol/g protein) (ku/g protein)
Kontrol 7.30+£0.38" 1.68+0.20" 50.7+7.25%
Diy 10.82+0.34™ 0.92+0.16" 34.6+5.62°
Diy + Sis 11.65+0.57* 1.58£0.21° 43.9+4.69°
Diy + Lik 10.40+0.37> 2.41+0.17° 55.8+8.02°
Diy + Sis + Lik 9.16+0.58° 2.4240.11° 78. 1+12.4°
P degeri 0.001 0.002 0.039

Tablo 4. Deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda bbrek dokusu oksidatif stres
parametreleri.
**¢ . Farkli harflerle gosterilen degerler arasi fark 6nemlidir.



6. TARTISMA ve SONUC

Fazla yan etkisi olmayan ajanlar kullanilarak diyabet ve diyabet ile iliskili
medikal problemlerin ¢oziimiine yonelik ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir.
Giiniimiizde ¢ok sayida insanin diyabet ile ilgili problem yasadif, alternatif
tedavilerin denendigi ve 6zellikle de bitkisel iiriinlerin ¢ok yaygin kullamldigi bir
donemden gegilmektedir. Bu gahismada da diyabete ilave olarak sisplatin ve
sonrasinda gelisen nefrotoksisteye karsi dogal bir karotenoid olan likopenin koruyucu
veya tedavi edici etkileri arastirilmistir.

Deneysel olarak hayvan modellerinde diyabet olugturulmasi birgok arastirici
(13, 22, 23, 47, 48) tarafindan ortaya konmus ve iyi bir sekilde uygulanmaktadir. Bu
calismada ratlarda deneysel diyabet olusturmak amaciyla STZ 60 mg/kg dozunda ve
tek sefer olarak uygulanmistir. Pankreasin beta hiicrelerinde olusturdugu toksisiteye
bagh olarak uygulama yapilan hayvanlarin hemen hepsinde kan glikoz diizeyleri
uygulamadan 72 saat sonra 350 mg /dl diizeylerinin iizerinde bulunmustur. Bu deger
hiperglisemi degeri olarak kabul edilen 200 mg/d’nin ¢ok iizerinde bir deger
oldugundan arastirmaya alman hayvanlarnin diyabetli olduklari kabul edilmis ve
yukaridaki arastiricilarin goriisleri ile paralellik gostermektedir.

Aragtirmaya alinan hayvanlar tartilmis ve homojen agirhk gruplan
olugturularak deneylere baslanmistir. Hayvanlarin baglangic ve deney sonu canl
agirhiklari Tablo 2’de sunuldugu tizere kontrol grubu hayvanlarinin deney siiresince
canl agirhik kazancinin oldugu ve deney sonunda baslangica gére yaklasik %8 gibi
bir artis gosterdigi saptanmistir. Ancak, diyabet olusturulan gruplardaki ratlara ait

canli agirliklarinin  herhangi  bir artis  gostermedigi, hatta sadece diyabet,
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diyabet+sisplatin ve diyabet+likopen gruplarinda baslangig degerlerine gére deney
sonunda canh  agirhklarda hafif azalmalarin  oldugu; diyabetli gruba
sisplatintlikopen’nin eszamanh uygulamasimin ise canli agirhk degisimlerinde cok
hafif bir artisa neden oldugu belirlenmistir. Deneysel olarak STZ ile olusturulan
diyabette basta pankreasin beta hiicreleri olmak iizere birgok doku ve organ
etkilenmekte ve hayvanlarda ciddi kilo kayiplari olusabilmektedir. Diyabetli ratlarda
canhli agirhktaki azalmalar 6zellikle yapisal protein kaybi ve yikimlanmasinin neden
olabilecegi de bildirilmistir (49, 50, 22). Aym sekilde sitotoksik ajanlar ile olan
tedavilerde hayvanlarin canli agirhklarinin azaldig: ve ozellikle hiicrelerdeki nekroz,
oltim ve apoptozis olaylarimin yaninda, yem alimi ve istahin azalmasi gibi gesitli
nedenlere bagh olarak canli agirlik kazancinin olmadigi birgok arastirici tarafindan
ortaya konulmugtur (31, 32). Bu g¢ahsmanin canl agirhk sonuglan diger
aragtiricilarin da belirttigi iizere diyabet ve sisplatin uygulamalan ile azalmis ve
yukaridaki arastiricilarin bulgulari ile uyumlu bulunmustur.

Hem diyabet hem de sisplatin uygulamalari sonrasinda plazma iire ve kreatinin
diizeylerindeki artislar bobrek nefrotoksistesinin en dnemli gostergelerinden biridir
(48). Bobreklerde glomeriiler siiziilme ve 6zellikle proksimal tubiillerdeki muhtemel
hasarlara bagh olarak deney gruplarindaki ratlarin plazma iire ve kreatinin diizeyleri
¢aligmada kontrol grubuyla karsilastirildiginda yiiksek olarak saptanmistir. Diyabet
ve sisplatin uygulamalarina bagli olarak olusan nefrotoksisiteye glomeriiler damar
membranlarinin kalinlasmas), mesengial hiicrelerdeki proliferasyon ve mesangial
matriks olusumundaki artiga ilaveten yaygin ve nodiiler glomeriiloskleroz ve

intertisyel fibroz sonucu olabilecegine dair patolojik bulgulara rastlanilmistir. Bu
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patolojik olusumlarin asil nedeni olarak ise bobreklerde artan reaktif oksijen tiirleri ile
azalan antioksidan sistemler arasindaki dengenin bozulmas ileri siiriilmektedir (50,
51). Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada da diyabetli hayvanlara ait iire ve kreatinin
dizeyleri  kontrol ~ grubuyla karsilagtinldiginda  yiiksek oldugu, likopen
uygulamalariyla bu artiglarin kismen diigiiriildiigii goriilmektedir (Tablo 3).

Oksidatif stres ROS olusumu ve uzaklastirilmas: arasindaki dengenin
bozulmasi sonucu gelisir. Artan oksidatif stres diyabete baglh komplikasyonlarin
patogenezisinde rol oynayan en onemli unsurlardan biridir. Diyabetli canhlarda
ozellikle katalaz ve SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde artan hidrojen
peroksite tepki olarak onemli azalmalarm olustugu ve bunun da asin glikozun
otooksidasyonu ve proteinlerin enzimatik olmayan glikolizasyonuna bagli oldugu
ileri siirtilmektedir (52, 22). Bu antioksidan enzimlerdeki aktivite azalmalarimin bir
bagka nedeni ise diyabet sartlarinda protein sentezindeki azalmadan dolay: olabilir
(53). Hem diyabet hem de sisplatin uygulamasi sonucu azalan katalaz aktivitelerinin
likopen ile kismen yiikseltildigi sekil 6’da goriilmektedir. Bazi calismalarda artan
ROS ve buna bagh enzim aktivitelerindeki diisiisler gesitli antioksidan maddeler ile
iyilestiriimeye ¢aligilmis ve oldukga basarili sonuglar alinmustir (54, 55). Cok gliclii
bir antioksidan madde olan likopenin serbest radikal olusumunu azaltarak ve
antioksidan  enzim  aktivitelerini yiikselterek diyabet ve sisplatine bagh
nefrotoksisitenin kismen iyilestirilmesini sagladigi bu ¢alismada sonuglarin diger
aragtincilarin goriisleriyle paralellik gosterdigi belirlenmistir.

Indirgenmis  GSH  diizeylerinin diyabete bagh olarak azaldigi birgok

aragtirmada gosterilmistir (56, 57). Tiikenen GSH diizeyleri oksidatif stres tarafindan

32



olusturulan hiicresel hasarlari artirir. GSH diizeylerindeki azalmanin daha ¢ok artan
serbest oksijenler ile miicadelesine bagh oldugu ileri siiriilmektedir. Bu ¢alismada da
diyabetli gruptaki hayvanlara ait bobrek dokusu GSH diizeylerinin anlamli bir sekilde
azaldig1, buna karsin hem tek bagina likopen hem de sisplatint+likopen gruplarinda
kontrol grubuna gore daha yiiksek seviyelere geldigi goriilmektedir. Likopenin
serbest radikallerle miicadelesi sonucu GSH’nin daha az tiiketilmesinin bir sonucu
olarak dokularda diizeylerinin normal degerlere yakin seyrettigi goriilmektedir.

Diyabet ve sisplatin uygulanan ratlarda bébrek dokusu MDA diizeyleri kontrol
grubuyla kargilagtinldiginda yiiksek bulunmustur (p<0.001). Ozellikle artan MDA
diizeyleri lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olarak kabul edilmekte ve
antioksidan sistemlerdeki azalmalarin neticesi olarak olustugu ongoriilmektedir.
Artan lipid peroksidasyon hiicre membranlarinda permeabilite bozukluklarina ve
hasarlara neden olmakta ve birgok patolojik olayin ¢ikmasina yol agabilmektedir (58).
Bu calismada bobrek dokusu MDA diizeylerindeki artislar, katalaz gibi enzim
aktivitelerindeki azalmalar ve GSH diizeylerindeki diisiisler es zamanli likopen
uygulamalariyla kismen iyilestirmistir. Likopenin ¢ok gii¢lii bir antioksidan oldugu
ve bagta singlet oksijen olmak iizere diger birgok serbest radikali siipiiriicii 6zellik
gosterdigi bilinmektedir. Singlet oksijendeki enerji likopen molekiiliine aktarilarak
serbest radikalin zararh etkilerinin oniine gegilebilmektedir. Boylece likopen lipitler,
proteinler ve DNA’y1 oksidasyona karsi koruyabilmektedir (31, 32, 33).

Sonu¢ olarak bu ¢aligmada deneysel tip 2 diyabet modeli STZ tarafindan
olusturulmug ve diyabetli olarak kabul edilen ratlara verilen sisplatinin ozellikle

bobrek hasarlarim daha da siddetlendirdigi goriilmektedir. Es zamanli likopen
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uygulamalarinin ise basta lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA
diizeylerini diisiirdiigii, antioksidan 6zellik gosteren GSH ve katalaz aktivitelerini ise
artirarak diyabet ve sisplatin tarafindan bozulan antioksidan savunma sistemlerini

gliglendirilebilecegi kanaatine varilmistir.

34



1l 7

L2

7. KAYNAKLAR

Chirino YI, Gonzalez DJS, Martinez CMM, et al. Protective effects of apocynin cisplatin
induced oxidative stress and nephrotoxicity. Toxicology 2008; 245: 18-23.

Pan H, Mukhopadhyay P, Rajesh M, et al. Cannabidiol attenuates cisplatin induced
nephrotoxicity by decreasing oxidative/nitrosative stress, inflammation, and cell death. J
Pharmacol Exp Ther 2009; 328: 708-714.

Ali BH, Al Moundhri MS, Agents ameliorating or augmenting the nephrotoxicity of cisplatin
and other platinum compounds. Food Chem Toxicol 2006; 44: 1173-1183.

Gately DP, Howell SB. Cellular accumulation of the anticancer agent cisplatin. Br J Cancer
1993; 67: 1171-1176.

Kuhlmann MK, Burkhardt G, Kéhler H. Insights into potential cellular mechanisms of cisplatin
nephrotoxicity and their clinical application. Nephrol Dial Transpl 1997; 12: 2478-2480.
Uehara T, Yamate J, Torii M, Maruyama T. Comparative nephrotoxicity of cisplatin and

nedaplatin mechanisms and histopathological characteristics. J Toxicol Pathol 2011; 24: 87 -94,
Safirstein R, Winston J, Goldstein M, et al. Cisplatin nephrotoxicity. Am J Kidney Dis 1986;
8(5): 356-67.

Townsend DM, Deng M, Zhang L, Lapus MG, Hanigan MH. Metabolism of cisplatin to a

nephrotoxin in proximal tubule cells. ] Am Soc Nephrol 2003; 14(1): 1-10.

Pabla N, Dong Z. Cisplatin nephrotoxicity: Mechanisms and renoprotective strategies. Kindney

Int 2008; 73 : 994-1007.

Guerraro BCE, Calderon OM, Tapia E, et al. Sulforaphane protects against cisplatin induced
nephrotoxicity. Toxicol Lett 2010; 192: 278-285.

Okuda M, Masaki K, Fukatsu S, et al. Role of apoptosis in cisplatin —induced toxicity in the
renal epithelial cell line LLCK-PK1. Implication of the functions of apical membranes.

Biochem Pharmacol 2000; 59: 195-201.

Boulikas T and Vougiouka M. Cisplatin and platinum drugs at the molecular level. Oncol Rep

2003; 10: 1663-1682

Wei Q, Don G, Franklin J and Dong Z. The pathological role of Bax in cisplatin nephrotoxicity.
Kidney Int 2007; 72: 53-62.



14.

16.

20.

21.

22.

23,

24,

25.

Park MS, De Leon M. Deverajan P. Cisplatin induces apoptozis in LLC -PK1 cells via
activation of mitochondrial pathways. J Am Soc Nefrol. 2002; 13: 858-865.

Lieberthal W, Triaca V, Levine J. Mechanisms of death induced by cisplatin in proximal

tubular epithelial cell apoptosis. Am J physiol 1996; 270: 700-708.

Tajo A, Asaba K, Onazata ML. Suppressing renal NADPH oxidase to treat diabetic
nephropathy. Expert Opin Ther Target 2007; 11: 1011-1018.

Tomasz S, Streptozotocin—nicotinamide-induced diabetes in the rat. Characteristics of the

experimental model. Experimen Biol and Med 2012; 237: 481-490

American Diabetes Association. Diagnosis and cllassification of diabetes mellitus. Diab Care

2006; 29: 43-8.

Lencioni C, Lupi R, Del Prato S. Beta-cell failure in type 2 diabetes mellitus. Curr Diab Rep
2008; 8: 179-84.

Anello M, Lupi R, Spampinato D, et al. Functional and morphological literation’s of pancreatic

beta cells from type diabetic patients. Diabetoliga 2005; 48: 282-9,

Sato Y, Feng GG, Huang L, et al. Enhanced expression of naofen in kidney of streptozotocin-
induced diabetic rats: possible correlation to apoptosis of tubular epithelial cells. Clin Exp

Nephrol 2010; 14(3): 205-12.

Shanmugam KR, Mallikarjuna K, Nishanth K, Kuo CH, Reddy KS. Protective effect of dietary
ginger on antioxidant enzymes and oxidative damage in experimental diabetic rat tissues. Food

Chemistry 2011; 124: 1436-1442,

Shanmugam KR, Mallikarjuna K, Kesireddy N, Sathyavelu Reddy K. Neuroprotective effect of
ginger on anti-oxidant enzymes in streptozotocin-induced diabetic rats. Food Chem Toxicol

2011; 49(4): 893-7.

Ziyadeh FN, Goldfarb S. The renal tubulo interstitium in diabetes mellitus. Kidney Int 1991;
39(3): 464-75.

Andersen AR, Christiansen JS, Andersen JK, Kreiner S, Deckert T. Diabetic nephropathy in
Type | (insulin-dependent) diabetes: an epidemiological study. Diabetologia 1985; 25(6): 496-
501.



26.

27.

28.

20!

30.

31.

32.

33.

34.

35,

36.

3.

Lazalde-Ramos BP, Zamora-Perez AL, Sosa-Macias M, Guerrero-Veldzquez C, Zuhiga-
Gonzalez GM. DNA and oxidative damages decrease after ingestion of folic acid in patients

with type 2 diabetes. Arch Med Res 2012; 43: 476-481.

Singh PP, Farzana M, Ajanta R et al., Reactive oxygen species, reactive nitrogen species and
antioxidants in etiopathogenesis of diabetes mellitus type-2. Indian J Clin Biochem 2009; 24:

324-342.

Bohm F, Edge R, Truscott TG. Interactions of dietary carotenoids with singlet oxygen (102)
and free radicals: potential effects for human health. Acta Biochim Pol 2012; 59(1): 27-30.

Sahin K, Sahin N, Kucuk O. Lycopene and chemotherapy toxicity. Nutr Cancer 2010; 62(7):
988-95.

Palozza P, Catalano A, Simone R. Carotenoids as modulators of molecular pathways involved
in cell proliferation and apoptozis, in: Landrum, JT (Ed), Carotenoids: Physical, Chemical and

Biological Functions and Properties. CRC Press, Boca Raton 2010: pp, 465-484.

Atessahin A, Tiirk G, Karahan I et al. Lycopene prevents adriamycin-induced testicular toxicity

in rats. Fertil Steril 2006; 85, Suppl 1; 1216-22.

Atessahin A, Yilmaz S, Karahan 1 et al. Effects of lycopene against cisplatin-induced

nephrotoxicity and oxidative stress in rats. Toxicology 2005; 212: 116-123.

Turk G, Atessahin A, Sonmez M, Yuce A, Ceribasi AO. Lycopene protects against cyclosporine
A-induced testicular toxicity in rats. Theriogenology 2007; 67: 778-785.

Agarwal S, Rao AV. Tomato lycopene and its role in human health and chronic diseases.

CMAJ 2000 19; 163(6): 739-44.

Nguyen ML, Schwartz SJ. Lycopene: chemical and biological properties. Food Thecnol 1999;
53:38-45.

Mein JR, Lian F, Wang XD. Biological activity of lycopene metabolites: implications for

cancer prevention. Nutr Rev 2008; 66(12): 667-683.

Di Mascio P, Kaiser S, Sies H. Lycopene as the most efficient biological carotenoid singlet

oxygen quencher. Arch Biochem Biophys 1989; 274(2): 532-8.

Riccioni G, Speranza L, Pesce M, et al. Novel phytonutrient contributors to antioxidant

protection against cardiovascular disease. Nutrition 2012; 28(6): 605-10.

S



39.

40.

4].

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

S

Conklin KA. Dietary antioxidants during cancer chemotherapy: impact on chemotherapeutic

effectiveness and development of side effects. Nutr Cancer 2000; 37(1): 1-18.

Lawenda BD, Kelly KM, Ladas EJ, et al. Should supplemental antioxidant administration be
avoided during chemotherapy and radiation therapy? J Natl Cancer Inst 2008; 100(11): 773-83.

D'Incalci M, Steward WP, Gescher AJ. Modulation of response to cancer chemotherapeutic
agents by diet constituents: is the available evidence sufficiently robust for rational advice for

patients? Cancer Treat Rev 2007; 33(3): 223-9.

Block KI, Koch AC, Mead MN, et al. Impact of antioxidant supplementation on
chemotherapeutic toxicity: a systematic review of the evidence from randomized controlled

trials. Int J Cancer 2008; 123(6): 1227-1239.

Ohkawa H, Ohishi N, Yagi K. Asay for lipit peroxides in animal tissues by thiobarbituric acid
reaction. Anal Biochem 1979; 95: 351-358.

Ellman G. Tissue sulthydryl groups, Arch Biochem Biophs 1959; 82: 70-77
Aebi H, Catalase in vitro assay methods. Methods Enzymol 1984; 105; 121-126.

Lowry OH, Rosebroug NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with pholin phenol
reagent, J Biol Chem 1951; 193: 265-275.

Pari L, Srinivasan S. Antihyperglycemic effect of diosmin on hepatic key enzymes of
carbohydrate metabolism in streptozotocin-nicotinamide-induced diabetic rats. Biomed

Pharmacother 2010; 64(7): 477-81.

Kodera R, Shikata K, Kataoka HU, et al. Glucagon-like peptide-1 receptor agonist ameliorates
renal injury through its anti-inflammatory action without lowering blood glucose level in a rat

model of type | diabetes. Diabetologia 2011; 54(4): 965-78.

Rajkumar L, Srinivasan N, Balasubramanian K, Govindarajulu P. Increased degradation of

dermal collagen in diabetic rats. Indian J Exp Biol 1991; 29(11): 1081-3.

Lin S, Yang J, Wu G, et al. Preventive effect of taurine on experimental type 11 diabetic

nephropaty. J Biomed Sci 2010; 17: 546-554.

Sung JK, Koh JH, Lee MY, et al. Aldose reductase inhibitor ameliorates renal vascular
endothelial growth factor expression in streptozotocin-induced diabetic rats. Yonsei Med ]

2010; 51(3): 385-91.



52.

33

54.

53

56.

3

58.

Preet A, Gupta BL, Yadava PK, Baquer NZ. Efficacy of lower doses of vanadium in restoring
altered glucose metabolism and antioxidant status in diabetic rat lenses. J Biosci 2005; 30(2):

221-30.

Sindhu RK, Koo JR, Roberts CK, Vaziri ND. Dysregulation of hepatic superoxide dismutase,
catalase and glutathione peroxidase in diabetes: response to insulin and antioxidant therapies.

Clin Exp Hypertens 2004; 26(1): 43-53.

Manju V, Nalini N. Chemopreventive efficacy of ginger, a naturally occurring anticarcinogen
during the initiation, post-initiation stages of 1,2 dimethylhydrazine-induced colon cancer. Clin

Chim Acta 2005; 358(1-2): 60-7.

Young HY, Luo YL, Cheng HY, et al., Analgesic and anti-inflammatory activities of [6]-
gingerol. J Ethnopharmacol 2005; 96 (1-2): 207-210.

Meister A, Anderson ME. Glutathione. An Review of Biochem 1983; 52: 711-760.

Tachi Y, Okuda Y, Bannai C, Shinohara M, et al. Hyperglicemia in diabetic rats reduces the

glutathione content in the aortic tissues. Life Sciences 2001; 69: 1039-1047.

Asayama K, Miyao A, Dobashi K, Amemiya S, Ishihara T, Kato K. Concentration of lipid
peroxide in serum lipoproteins of insulin-dependent diabetic children. Acta Paediatr Jpn 1991;

33(3): 369-74.

39



9. OZGECMIS

1986 Yilinda Elazig’m Sivrice ilgesinde dogdum. ilk ve orta &grenimimi
Sivrice’de tamamladim. 2003 Yilinda Sivrice Lisesinden mezun oldum. 2004 Yilinda
Firat Universitesi Saglk Yiiksek Okulu Hemgirelik béliimiine girdim ve 2008 yilinda
mezun oldum. Ayni yil Firat Universitesi Firat Tip Merkezinde hemsire olarak gorev
yapmaya bagladim. 2010 yilinda Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji
ve Toksikoloji Anabilim Dalinda tezli yiiksek lisans yapmaya basladim. Halen Firat

Universitesi Firat Tip Merkezinde hemsire olarak gorev yapmaktayim. Evliyim.

40



