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OZET

Sisplatin ile Olusturulan Nefrotoksisite Modelinde Saf Likopen ile Ayn1 Miktarda

Likopen iceren Karpuz Suyunun Renoprotektif Etkilerinin Karsilagtirilmasi

Amag: Sisplatin ile olusturulan deneysel nefrotoksisite modelinde likopen ve
karpuz suyunun bobrek fonksiyon parametreleri, serum elektrolit diizeyleri, oksidatif
stres ve bobrek hasarini yansitan biyokimyasal ve histopatolojik belirtecler tizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi hedeflendi.

Materyal ve Metod: Sicanlar kontrol, sisplatin, sisplatin+likopen ve
sisplatin+karpuz suyu olmak iizere dort gruba ayrildi. 7 mg/kg sisplatin tek doz
intraperitoneal yolla, 4 mg/kg likopen ve HPLC ile miktar tayini yapilarak elde edilen
4 mg/kg likopen esdegeri karpuz suyu 10 giin boyunca oral yolla verildi. Deney
sonunda serum Orneklerinden BUN, Cr ve elektrolitler; bobrek dokularindan MDA,
GSH, SOD ve CAT diizeyleri olgiildii. Ayrica glomeriiler hasar, tiibiiler dejenerasyon,
nekroz/apoptoz, liimen tikaniklig1, interstisyel yangi ve tiibiiler bazal membran kalinlig
histopatolojik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Sisplatin uygulanan grupta biyokimyasal parametrelerde bozulma,
elektrolit dengesizligi ve oksidatif stres artis1 gozlendi (p<0,05). Karpuz suyu, BUN ve
Cr diizeylerinde belirgin diisiis saglarken, elektrolit dengesini kismen diizeltdi ve
oksidatif stres gostergelerinde anlamli iyilestirme olusturdu (p<0,05). Histopatolojik
incelemede, sisplatin grubunda glomeriiler hasar ve tiibiiler nekroz ile liimen tikanikligi
belirgin iken, karpuz suyu ve likopen uygulanan gruplarda ozellikle tiibiiler liimen
tikaniklig1 ve interstisyel yangida kismi iyilesme gozlendi; likopen grubunda en belirgin
histolojik diizelme liimen tikanikliginin azalmasi seklindedir.

Sonu¢: Karpuz suyunun antioksidan bilesenleri, sisplatine bagli nefrotoksisiteyi
biyokimyasal ve histopatolojik diizeyde azaltmaktadir. Bu bulgular, karpuz suyunun
bobrek fonksiyonlarim1 koruyarak nefrotoksisiteyi dnlemede veya siddetini azaltmada
destekleyici bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kkelimeler: Karpuz suyu, Likopen, Nefrotoksisite, Oksidatif Stres,
Sisplatin.
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ABSTRACT

Comparison of the Renoprotective Effects of Pure Lycopene and Watermelon
Juice Containing the Same Amount of Lycopene in a Nephrotoxicity Model
Induced by Cisplatin

Objective: The aim of this study was to evaluate the effects of lycopene and
watermelon juice on renal function parameters, serum electrolyte levels, the oxidative
stress, and biochemical and histopathological markers reflecting kidney damage in an
experimental nephrotoxicity model induced by cisplatin.

Materials and Methods: The rats were divided into four groups: control,
cisplatin, cisplatin+lycopene, and cisplatin+watermelon juice. A single dose of 7 mg/kg
cisplatin was administered intraperitoneally, while 4 mg/kg lycopene and a 4 mg/kg
lycopene equivalent obtained by HPLC-determined watermelon juice were administered
orally for 10 days. At the end of the experiment, BUN, Cr, and electrolyte levels were
measured in serum samples, and MDA, GSH, SOD, and CAT levels were measured in
kidney tissues. In addition, glomerular damage, tubular degeneration,
necrosis/apoptosis, lumen obstruction, interstitial inflammation, and tubular basement
membrane thickness were evaluated histopathologically.

Results: In the group treated with cisplatin, deterioration in biochemical
parameters, electrolyte imbalance, and increased oxidative stress were observed
(p<0,05). Watermelon juice caused a significant decrease in BUN and Cr levels,
partially corrected electrolyte balance, and produced a significant improvement in
oxidative stress markers (p<0,05). In histopathological examination, while glomerular
damage, tubular necrosis, and lumen obstruction were prominent in the cisplatin group,
partial improvement was observed, particularly in tubular lumen obstruction and
interstitial inflammation, in the watermelon juice and lycopene-treated groups; the most
pronounced histological improvement in the lycopene group was a reduction in lumen
obstruction.

Conclusion: The antioxidant components of watermelon juice reduce cisplatin-
induced nephrotoxicity at both the biochemical and histopathological levels. These
findings suggest that watermelon juice may play a supportive role in preventing
nephrotoxicity or reducing its severity by protecting kidney function.

Keywords: Watermelon Juice, Lycopene, Nephrotoxicity, Oxidative Stress,

Cisplatin.



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ABH : Akut Bobrek Hasar1

ALT : Alanine Transaminaz

ANOVA : Analysis of Variance

BHT : Biitil Hidroksitoluen

BRCA1 : Breast Cancer 1

BUN : Kan Ure Azotu

Ca : Kalsiyum

CAT : Katalaz

Cr : Kreatinin

CXCL1 : Kemokin Ligandi-1

DTNB : 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoik asit
ER Stres : Endoplazmik Retikulum Stresi
GFH : Glomeriiler Filtrasyon Hiz1

GPx : Glutatyon Peroksidaz

GSH : Glutatyon

HPLC : Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
IL-1 : Interlokin-1

K : Potasyum

KBH : Kronik Bobrek Hasari

KIM-1 : Bobrek Hasar Molekiilii-1
MCP-1 : Monosit Kemotaktik Protein 1
MDA : Malondialdehit

mNPC : Metastatik Nazofarenks Karsinomu
NGAL : Nétrofil Jelatinaz iliskili Lipokalin
Na : Sodyum

| : Fosfat

RNS : Reaktif Azot Tiirleri

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri
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xi



SEKILLER DiZINi

Sekil No Sayfa No
Sekil 2.1. Sisplatinin kesfi ve kullanim alanlart (28) .......cccceevieriiiiiiniiiieeceeeee, 8
Sekil 2.2. Sisplatin kaynakli akut bobrek hasar1 olusumunun patofizyolojisi (34) ........ 12
Sekil 2.3. Antioksidanlarin siniflandirtlmast.............cooooiiiieiiiiiiiicie e, 15
Sekil 2.4. Likopenin Kimyasal YapiSl........ccccveeriiieeriiieeiiieerieeerieeeiieeeeeeeieeesveeeevee e 17
Sekil 3.1. Likopen i¢in elde edilen temsili standart kalibrasyon egrisi ...........cccccuvennennns 27
Sekil 3.2. Likopen i¢in elde edilen standart kalibrasyon €grisi.........ccceecveevveenreeiuiennnnnns 28
Sekil 4.1. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin CAT aktivitesi
yoniinden karsilagtirtlmast ..........coceeiiiiiiiniiii e 36
Sekil 4.2. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin SOD aktivitesi
yoniinden Kargilagtirtlmast .......oevieeeieiiierieeiieieeit e 37
Sekil 4.3. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin GSH diizeyi
yonitinden karsilagtirtlmast ..........cooeoiiiiiiniiiiii e 38
Sekil 4.4. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin MDA diizeyi
yoniinden kargtlagtirtlmast ..........eeeciiiiiiiiniiieieeeee e 38
Sekil 4.5. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin KIM-1 diizeyi
yoniinden karsilagtirtlmast ..........ooceeiiiiiiiiiiiii e 39
Sekil 4.6. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin BUN diizeyi
yoniinden kargtlagtirtlmast .......c.eeeeiiiiiiieeniiieeeeee e 40
Sekil 4.7. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin Cr diizeyi
yoniinden karsilagtirtlmast ..........oocueeiiiiiiiniiiieee e 40
Sekil 4.8. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin Na diizeyi
yoniinden kargtlagtirtlmast .......c.eeeecieeeiieeeiiieeeeeeeee e 41
Sekil 4.9. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin K diizeyi

yoniinden karsilagtirtlmast ..........ooceeiiiiiiiiiiiieeee e 42

Sekil 4.10. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin Cl diizeyi

yoniinden kargilagtirtlmast .......c..eeeveeeiiiiiniiieece e 42

Sekil 4.11. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin Ca diizeyi

yoniinden karsilagtirtlmast ..........oooeeeiiiiiiiiiieniice e 43

Sekil 4.12. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin P diizeyi

yoniinden kargilagtirtlmast .......c..eeecveieiiiieniieiece e 43

Xii



Sekil 4.13. Kontrol grubunda normal histolojik yapidaki glomerulus ve tiibiiller, H-E,

XAO. ettt et b ettt beeaees 46
Sekil 4.14. Proksimal ve distal tiibiillerde yaygin ve siddetli hidropik dejenerasyon, H-

E, XA0. oot ettt et be s 46
Sekil 4.15. Tiibiil epitel hiicrelerinde nekroz ve deskuamasyon, H-E, x40.................... 47
Sekil 4.16. Medullar tiibiillerde hiyalin silindirleri (oklar). H-E, x40..........cccccecuvenenn. 47
Sekil 4.17. Medullar bolgede lenfohistiositik infiltrasyon (oklar) ve tiibiiler dilatasyon.

H-E, XA0. oottt et 48
Sekil 4.18. Medullar tiibiillerde hiyalin silindirleri (oklar). H-E, x40..........cccccceuvenee.. 48
Sekil 4.19. Tibiiler liimende hiyalin silindirleri (oklar), H-E, x40. ..........ccccevvieiinnnnn. 49
Sekil 4.20. Sisplatin + karpuz suyu grubunda normal goriiniimde glomeruluslar, H-E,

b | SRRSO U N AN A 50
Sekil 4.21. Tiibiil epitellerinde hidropik dejenerasyon (ok), H-E, x40. ..........c.cceenne.. 50

Xiil



TABLOLAR DiZIiNi

Tablo No Sayfa No
Tablo 2.1. Kemoterapiye bagli nefrotoksisitenin genel GFH evrelemesine gore
SINIlandIrIImast . c...oooiiiii e 10
Tablo 2.2. Karpuz suyunun fitokimyasal i¢erikleri ve etkisi .........ccccceeveveercieenieeennnnn. 20
Tablo 3.1. Sisplatin nefrotoksisite ¢aligmalari i¢in histopatolojik skorlama tablosu..... 34
Tablo 4.1. Bobrek dokusunun biyokimyasal parametrelerinin ortalama ve gruplar arasi
Karstlagtirmalart ..........cc.eeecviieiiiecciee e e e 35
Tablo 4.2. Serum biyokimya parametrelerinin ortalama ve gruplar arasi
Kars1lastirmalart ...........ccoooioiiiiiiiiiieeeee e 35
Tablo 4.3. Deney gruplarinda bobrek histopatolojik bulgularinin karsilastirilmast ...... 44

Xiv



1. GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicrelerin ait olduklar1 dokuda kontrolsiiz sekilde cogalip timor
olusturdugu ve bazi durumlarda viicudun diger bolgelerine yayildigi ¢ok faktorli ve
karmasik bir hastalik olup hiicre boliinmesi ve farklilagmasini diizenleyen genetik
mekanizmalarin bozulmasi, kanserin baslica nedenidir. Kanser insidansindaki artis,
cevresel faktorler, artan yasam siiresi ve yasam big¢imindeki degisikliklerle
iligkilendirilmekte, giiniimiizde 6zellikle kemoterapdtikler birgok solid ve hematolojik
kanser tedavisinde siklikla kullanilmaktadir.

Platin bazli kemoterapétikler, ¢cok sayida tiimor tipine karst etkili olduklarindan
kanser tedavisinde yaygin olarak tercih edilmekte olup bu grup i¢inde yer alan ve cis-
diklorodiaminplatin olarak bilinen sisplatin bircok malignitenin standart tedavi
protokollerinin 6nemli bir bilesenidir (1). Sisplatin hiicre ¢ekirdegindeki DNA
zincirleriyle kovalent etkilesimlere girerek genetik materyalin  okunmasini  ve
cogaltilmasin1 engelleyerek antitiimor etkinlik gostermekte, ayni zamanda normal
dokularin da etkilenmesine yol agarak ciddi toksisitelere neden oldugundan dozu ve
klinik kullanimi sinirlandirmaktadir (2).

Sisplatin uygulamasma bagli gozlemlenen en ciddi yan etkilerden biri
nefrotoksisite olup klinikte genellikle serumdaki kreatinin (Cr) konsantrasyonu ile kan
ire azotu (BUN) degerlerinde yiikselme ile cesitli elektrolit bozukluklari dikkat
cekmektedir. Proksimal tiiblil hiicreleri sisplatini tasiyicilar araciligiyla hiicre igine
yogun sekilde alabildiginden, hasar agirlikli olarak bu hiicrelerde goriilmekte (3),
gelisen nefrotoksisite hastalarda sisplatin dozunun azaltilmasini, hatta bazi hastalarda
tedavinin sonlandirilmasini zorunlu kilmaktadir.

Bobrek fonksiyonlarin izlenmesinde yillardir Cr ve BUN gibi klasik
biyokimyasal gostergelerden yararlanilmaktadir. Bu parametreler renal hasarin erken
evrelerinde genellikle ge¢ cevap vermekte ve tanida sinirlt bir duyarhilik sergilediginden
son donemde bobrek hasarmin daha erken asamada ve daha 0Ozgiil bigcimde
belirlenebilmesi i¢in yeni biyobelirteglerin tanimlanmasina yonelik ¢alismalar hiz
kazanmigtir (3).

Sisplatine bagli nefrotoksisite olusumunda bir¢ok biyolojik siire¢ birlikte rol
oynamakta, oksidatif denge bozulmakta bunun sonucunda reaktif oksijen tiirleri

artmakta ve antioksidan savunma mekanizmalar1 yetersiz kalabilmektedir. Ayrica



inflamatuvar sinyal yollarinin aktive olmasi, mitokondriyal islev kaybi, endoplazmik
retikulum stresinin artmasi nefrotoksisite gelisimine katkida bulunmaktadir (4, 5).

Bobrek hasar molekiilii (KIM-1), proksimal tiibiil hasarina 6zgii bir biyobelirteg
olup sisplatin iliskili nefrotoksisitenin erken gostergelerinden biri olarak kabul
edilmektedir (6). Benzer sekilde, notrofil jelatinaz iligkili lipokalin (NGAL) de akut
bobrek hasarinin erken tanisinda ve klinik/deneysel ¢aligmalarda gbz Oniinde
bulundurulan 6nemli biyobelirteglerden biri olarak ©one ¢ikmaktadir (7). Sisplatin
nefrotoksisitesinin dnlenmesi veya azaltilmasina yonelik cesitli destekleyici yaklasimlar
tizerinde calisilmakta, nefrotoksisiteyi tamamen onleyemese de hidratasyon protokolleri
ve diiretikler klinikte siklikla kullanilmaktadir. Son yillardaki bu yoOndeki
arastirmalarda antioksidan ve antiinflamatuvar etki gosteren dogal bilesikler
incelenmektedir (8).

Karotenoidler grubuna ait olan likopen, lipofilik yapisi ve antioksidan etkinligi
ile 6ne ¢ikan dogal bir bilesik olup basta domates ve karpuz olmak {izere kirmizi meyve
ve sebzelerde oldukca fazla bulunmaktadir. Yapilan calismalarda likopenin, serbest
radikalleri etkili bi¢gimde noétralize edebilme kapasitesi, lipid peroksidasyonunu
baskilamas1 ve hiicresel antioksidan savunma sistemlerini giiglendirmesi sayesinde
oksidatif stresin tetikledigi doku hasarmi siirlandirmaya yardimer  oldugu
gosterilmistir. Bunun yani sira, inflamasyon siirecinde gorev alan sitokinlerin salinimin
azaltabildigi ve hiicre o6liimiine iliskin apoptotik sinyal yollarin1 diizenleyici etkiler
gosterebildigi de bildirilmektedir (9, 10).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda, karotenoidlerin lipid peroksidasyonunu
baskilamasi, inflamatuvar cevabi diizenlemesi ve hiicresel antioksidan savunma
sistemlerini desteklemesi ile karotenoidlerce zengin beslenmenin, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve yaslanmaya bagli dejeneratif siire¢lerde olumlu etkiler olusturabilecegi
gozlenmistir (11).

Karpuz, yalnizca yiiksek diizeyde likopen icermesiyle degil, ayni zamanda C
vitamini, fenolik bilesikler ve ¢esitli antioksidan molekiiller yoniinden yiiksek igerige
sahip bir besin profiline sahiptir. Bu farkli biyoaktif bilesenlerin bir arada bulunmasinin,
oksidatif stres ve inflamasyonun es zamanli olarak rol oynadigi patolojik durumlari
Oonlemede sinerjik etki olusturabilecegi diisiiniilmektedir (12). Ancak karpuz suyunun ve
icerdigi likopenin sisplatin kaynakli nefrotoksisite {iizerindeki etkileri yeterince
aydinlatilmamis oldugundan bu alandaki deneysel c¢alismalar hem mekanizmanin

aydinlatilmasina hem de literatiirdeki bilgi eksikliginin giderilmesine katki
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saglayacaktir. Bu baglamda, sisplatin uygulanarak olusturulan deneysel nefrotoksisite
modelinde likopen ve karpuz suyunun bobrek fonksiyonlari, elektrolit dengesi, oksidatif
stres parametreleri ve bobrek hasar biyobelirtecleri lizerindeki etkilerinin incelenmesi,
hem sisplatin nefrotoksisitesinin siireclerine iliskin mekanizmalarin aydinlatilmasi hem
de dogal iiriinlerin olasi koruyucu etkilerinin ortaya konulmasi agisindan Onem
tagimaktadir.

Bu calisma, sisplatin ile olusturulan nefrotoksisite modelinde, saf likopen ve
esdeger miktarda likopen igeren karpuz suyunun renoprotektif etkilerini karsilagtirmay1
amaglamaktadir. Bu dogrultuda, sisplatin uygulamasimnin bobrek fonksiyon
parametreleri, elektrolit diizeyleri ve bobrek hasar biyobelirtegleri lizerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi; likopen uygulamasinin ise bu degisiklikler iizerindeki diizenleyici
etkisinin ortaya konulmasi hedeflenmistir. Elde edilen bulgularin, sisplatinle iliskili
nefrotoksisitenin ~ dnlenmesine  yonelik yeni yaklasimlara katki  saglamasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanserin en biiyiik kiiresel saglik sorunu oldugu Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
tarafindan yayimlanan istatistikler dogrultusunda bildirilmektedir. Kiiresel Kanser
Gozlemevinin 2018 yili verilerine gore, 18,08 milyon yeni kanser teshis edilmis olup
bunlar arasinda 2,09 milyonu akciger ve meme, 1,28 milyonu prostat kanseri olarak en
stk goriilen vakalardir. Kadinlarda 2,09 milyon vaka ile en sik meme kanseri
goriilmekte olup bunu akciger, serviks uteri ve kolon kanserleri izlemektedir.
Erkeklerde ise, 1,37 milyon vaka ile akciger kanseri ilk siradadir, bunu 1,28 milyon
vaka ile prostat, 0,68 milyon vaka ile mide ve 0,60 milyon vaka ile karaciger kanseri

izlemektedir (13).

2.1.1. Kanserin Tanimi ve Epidemiyolojisi

Kanser, hiicrelerin diizensiz bliyiiylip ¢ogalmasiyla meydana gelen, baslangicta
DNA hasar1 veya onarimi yetersizligiyle iliskili molekiiler bozukluklardir. Saglikli
hiicreler organizmanin ihtiyaclarina gore boliinme, farklilagsma ve 6liim siireglerini siki
mekanizmalarla stirdiiriir, ancak cesitli i¢ veya dis uyaranlarla bu diizen bozularak
hiicreler kontrol dis1 biiylime egilimi gosterir ve kanser meydana gelir.

0-74 yas arasi bireylerde kansere bagli 6liim riskinin genel olarak %10,6 oldugu
bildirilmekte olup bu oran erkeklerde %12,7, kadinlarda ise %8,7 olarak hesaplanmistir.
Erkeklerde kansere bagli oliim riskinin en yiiksek oldugu malignitelerin akciger
(%3,19), karaciger (%1,46) ve mide (%1,36), kadinlarda ise meme (%1,41), akciger
(%1,32) ve rahim agz1 (%0,77) kanserlerinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir.
Cinsiyete 0zgii kanserler hari¢ tutuldugunda, tiroid kanseri disinda tiim kanserlerde
erkek/kadin 6lim oraninin yaklasik 0,61 oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte bazi
kanser tiirlerinde erkeklerdeki mortalite belirgin bigimde daha yiiksek olup, erkek/kadin
Olim oraninin en fazla oldugu kanserlerin mesane (%?2,87), yemek borusu (%2,36) ve
karaciger ile intrahepatik safra kanallar1 (%2,35) oldugu bildirilmektedir. Ayrica kanser
tiirlerine gore mortalite/insidans oranlar1 incelendiginde mortalitenin en yliksek oldugu
kanser tiirlinlin pankreas (%94) oldugu, bunu karaciger ve intrahepatik safra kanallar
(%93), yemek borusu (%89) ve trakea, brong ve akciger (%84) kanserlerinin izledigi, en

diisiik mortalite/insidans oraninin ise tiroid kanserlerinde (%7) gorildiigi
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raporlanmakta, ayrica prostat (%28) ve mesane (%36) kanserlerinde bu oranlarin
nispeten diisiik oldugu belirtilmektedir (13).

Murthy ve Mathew tarafindan yapilan bir ¢alismada, kanserin epidemiyolojisi,
Onlenmesi ve kontroliine iliskin 6nemli veriler sunulmustur. Tan1 ve tedavi alanindaki
onemli gelismelere ragmen, kanserin kiiresel Ol¢ekte olusturdugu hastalik yiikiiniin
artmaya devam ettigi bildirilmekte olup epidemiyolojik veriler, bircok kanser tiiriiniin

Onlenebilir olabilecegini gostermektedir (14).

2.1.2. Kemoterapotik Yaklasimlar

Kanser tedavisinde en sik basvurulan yontemlerden biri kemoterapidir. Bununla
birlikte, hormon tedavisi ve biyolojik yaklasimlar gibi farkli yontemlerin, diger tedavi
yontemlerini  destekleyici bi¢imde tek basina veya birlikte uygulanabildigi
bildirilmektedir. Her bir yaklasimin avantaj saglayan yonlerinin yani sira belirli
sinirlamalarinin da bulunmasi, kanserin bireye 6zgii bir hastalik niteligi tagimasi ve
tedaviye cevabin kigiden kisiye degiskenlik gOstermesi nedeniyle, kanser tedavisinde
tek ve kesin bir yaklagimin bulundugunu séylemek miimkiin degildir (15).

Antikanser ilaglarin farmakokinetik 6zelliklerinin, tiimor hiicrelerinin ilaca
duyarliligimin ve hiicre dongilisii 6zgilliigiiniin bilinmesi 6nem tasimaktadir. Bazi
tiimorlerde reseptdr ekspresyon diizeyleri belirlenerek tedavi planlanmaktadir. Ozellikle
meme kanseri hastalarinda, Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin analiz edilmesiyle
uygulanacak tedavi belirlenmektedir. Prostat kanseri olgularinda ise gonadotropin
salgilatict hormon agonistleri veya antagonistleri araciligiyla androjen saliniminin
kimyasal olarak baskilanmasi tedavi siirecinde temel yaklagimlardan biri olarak

degerlendirilmektedir (16).

2.1.3. Kemoterapinin Yan Etkileri

Pek cok sitotoksik madde, yalnizca malign hiicreleri degil, ayn1 zamanda kemik
iligi, gastrointestinal mukozalar ve sa¢ folikiilleri gibi hizli boliinen normal dokular1 da
etkileyerek bu dokularda hasara yol agar (17). El ve ayaklarda meydana gelen kizariklik,
sisme hatta hissizlesme de bu yan etkiler arasindadir ve hastalarda parmak izi kaybina
bile neden olabilmektedir. Hastalarin tedaviye uyumunu ve tedavi siirecindeki yasam
kalitesini artirmak i¢in bu yan etkiler hakkinda hastay1 bilgilendirmek, dnlenmesi igin
yapilabilecekleri gelistirmek ve literatiirde daha genis yer bulmasini saglamak oldukca

onemlidir (18).



Kardiyotoksisite

Kardiyotoksisitenin 6zellikle doksorubisin, daunorubisin gibi antrasiklin grubu
kemoterapotiklerle iligkili oldugu bildirilmektedir. Bu ilaglara bagli gelisen kardiyak
degisiklikler akut ya da kronik olarak ortaya cikabilmekte, kardiyomiyopati, iskemi,
ventrikiiler disfonksiyon ve kalp yetmezligi gibi kardiyotoksik yan etkiler
gozlenmektedir (19).

Kutanoz Toksisite

Kemoterapi deri iizerinde sitotoksik maddenin tiiriine bagli olarak cesitli
degisikliklere yol acabilmektedir. Kutandz reaksiyonlarin, nekroza kadar ilerledigi bazi
durumlarda hastanin fiziksel goriinimii ve psikolojik sagligt da olumsuz
etkilenmektedir. Yiiksek doz kemoterapi uygulamalarinda yaygin olarak gdzlemlenen
kutan6z reaksiyonlar arasinda alopesi, eritem, hiperpigmentasyon, tirnak degisiklikleri

ve fotosensitivite yer almaktadir (17, 20).

Gastrointestinal Toksisite

Ozellikle yiiksek doz kemoterapi uygulamalar1 sonucunda en erken gdzlenen
toksisite bulant1 ve kusmadir, devaminda anoreksi, mukozit, konstipasyon ve diyare gibi
etkilerde gelisebilir. Hastaya uygun doz ve bireysel tedavi semasi olusturularak bu yan

etkiler azaltilabilir (21).

Hematolojik Toksisite ve Hepatotoksisite

Baslica hematolojik toksik etkilerin miyelosupresyon, anemi, notropeni ve
trombositopeni oldugu, miyelosupresyonun, kemoterapide doz sinirlayici olarak yaygin
bir yan etki seklinde ortaya ¢iktigi, aneminin ise yavas gelisen bir yan etki oldugu ve
kemoterapi igin doz smirlayici olmadigi belirtilmektedir. ilaveten nétropeni ve
trombositopeninin de kemoterapi etkisiyle goézlemlenebildigi rapor edilmektedir (22,
23).

Karaciger yaglanmasi, kolestaz, kronik fibroz ve hepatoseliiler fonksiyon
bozukluklar1 baglica karaciger hasarlarindandir. Son zamanlarda yapilan klinik
calismalarda lapatinib ile tedavi edilen hastalarda alanine transaminaz (ALT) ile diger
bir karaciger enzimi olan aspartat transaminaz (AST) diizeyindeki degisiklikler basta
olmak tiizere hepatobiliyer sistem anormallikleri bildirilmistir (24). Karmustin, sitozin

arabinozid, L-asparajinaz, metotreksat ve streptozosin gibi bazi kemoterapdtiklerin

6



karaciger lizerinde toksik etki olusturabildigi belirtilmekte olup bu ilaglara bagl olarak
karaciger enzimlerinde yiikselme, agri, hepatomegali ve cesitli karaciger fonksiyon

bozukluklar1 goriilebilmektedir (25).

Nefrotoksisite

Kemoterapi bobrek hiicrelerinde 6zellikle mitokondriyal solunumu bozarak
hiicresel hasar1 baglatmakta ve nefrotoksisiteye sebep olabilmektedir. Kemoterapiye
maruz kalan bobrek hiicrelerinde enerji tiretimi ile iliskili proteinlerin azaldigi, oksidatif
stresin arttig1 ve bunun proksimal tiibiil hiicre hasarina yol actig1 bildirilmektedir (26).

Sisplatin, metotreksat, ifosfamit, siklofosfamit ve nitroziireler gibi
kemoterapotiklerin kullanimi sonucunda hemorajik sistit, oligiiri, diziiri, Cr artis1 ve

hiperiirisemi gibi renal degisiklikler ortaya ¢ikmakta ve nefrotoksisite olugsmaktadir (1).

Norotoksisite

Kemoterapinin yan etkilerinin en sik gozlendigi sistemlerden biri norolojik
sistemdir. Kan-beyin bariyerini gecebilenler birtakim degisiklikler meydana
getirilebilmekte,  gecemeyenler ise  periferik  sinir  sisteminde  toksisite
olusturulabilmektedir. Norotoksik etkiler 6zellikle sisplatin ve vinka alkaloitleri gibi

kemoterapotiklerle iliskilendirilmektedir (27).

Pulmoner Toksisite

Pulmoner toksisite olusturabilen kemoterapétikler arasinda busulfan ve
bleomisin bulunmakta, kemoterapiye bagli dispnenin, tedavi siirecinde en belirgin
toksisite bulgusu olup hizli solunum gibi belirtilerin de buna eslik edebilecegi
bildirilmektedir. Bununla birlikte, paklitaksel ve dosetaksel kullaniminda da gogiis
agrist goriilebilmektedir (25).

2.2. Sisplatin

2.2.1. Sisplatinin Farmakolojik Ozellikleri

Tarihsel gelisime gore, cis-diklorodiaminplatin yani sisplatin, platin bazli kanser
ilaglarinin ilkidir. ik kez 1845 yilinda M. Peyrone tarafindan sentezlenmis, kimyasal
yapist ise 1893°te Alfred Werner tarafindan belirlenmistir. Bu konudaki tarihsel siire¢

asagidaki sekilde 6zetlenmektedir (Sekil 2.1) (1, 28).
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Sekil 2.1. Sisplatinin kesfi ve kullanim alanlar1 (28)

Sisplatinin antineoplastik etkisi, DNA ¢ift zinciri lizerinde sarmal i¢i ¢apraz
baglar olusturarak sentezi engelleyen bir yapt haline doniismesinden kaynaklanir. Bu
etkilesim sonucunda ilag, tiimor hiicrelerinde DNA biyosentezini durdurarak hiicre
boliinmesini baskilar. Sitotoksik etkisinin temelinde niikleer DNA’ya baglanarak
transkripsiyon ve DNA cogaltim siireglerini bozmasi yer almaktadir. Ayrica sisplatin
farkli yollarla mitokondri zar gecirgenligini artirarak apoptoz siirecini baglatir, ancak bu
durum aynm1 zamanda ilacin toksik etkilerinde de rol oynamaktadir. Etki sekli cift
fonksiyonlu alkilleyicilere benzerlik gosterir ve yalnizca sis izomeri hiicreler tizerinde
sitotoksik etki olusturur, hiicre proliferasyonunu segici ve spesifik bigimde baskilarken

ayn1 zamanda antibakteriyel 6zellik de sergilemektedir (25, 28, 29).



2.2.2. Antikanser Etki Mekanizmasi ve Klinik Kullanimi

1976 yilinda Hollanda’da Pinedo tarafindan, yaygin testis kanseri hastalarinin
tedavisinde uygulanan kombine kemoterapi rejiminin bir bileseni olarak cis-
diamindikloroplatin (sisplatin) klinik onkoloji pratigine dahil edilmistir. Bu tarihten
itibaren sisplatin, farkli malignite tiirlerinin tedavi protokollerinde yaygin sekilde
kullanilmaya baslanmistir (30).

1978 yilinda, akciger, over ve serviks basta olmak tizere farkli kanser tiirlerinin
tedavi slireclerinde kullanilmasina yonelik onay almis, bunu karboplatin ve
oksaliplatinin klinik uygulamaya girisi takip etmistir. Platin temelli ilaglar, giicli
antineoplastik etkileri ve genis kullanim alanlar1 sayesinde klinik onkolojide en sik
tercih edilen kemoterapétikler arasinda yerini almis olup tiimor hiicrelerine 6zgii etki
gostermeyip normal hiicrelere de zarar verebildiklerinden klinik kullanimlar
kisitlanmaktadir (28).

Rose ve ark. ileri evre yiiksek dereceli over kanserinde niiks sonrasi bireysel sag
kalimi incelemis ve cerrahi sonrasi paklitaksel ile birlikte sisplatin kullanildiginda
belirgin sag kalim oranmin uzadigim1 gozlemlenmis ve ileri evre over kanseri
vakalarinda temel tedavi olarak kullanmistir (31). Byrski ve ark. breast cancer 1
(BRCA1) mutasyonu tasiyan metastatik meme kanserlilerde sisplatinin terapdtik
etkilerini incelemis, sisplatinin yiiksek diizeyde etkinlik sergiledigini ve genel hasta
popiilasyonunda kabul edilebilir diizeyde tolere edildigini gdstermistir (32). Zhang ve
ark. kemoterapi uygulanmamis metastatik nazofarenks karsinomu (mNPC) hastalarinda
sisplatin bazli indiiksiyon tedavisine setuksimab eklenmesinin etkinlik ve sagkalim

tizerinde anlamli artig sagladigini bildirmistir (33).

2.3. Sisplatin Nefrotoksisitesi

Sisplatinin neden oldugu nefrotoksisite, bobreklerde yiiksek oranda birikmesi ve
renal tagima sistemine zarar vermesiyle iligkilidir. Sisplatin biiyiik ol¢iide bobrekler
yoluyla atildigindan, bobrek dokusunda birikerek normalde kanda zararsiz diizeylerin
bobreklerde toksik etki gostermesine neden olur. Tiibiiler epitel hiicrelerinde sisplatin
birikimi kandakinin yaklagik bes katina ¢ikar, doza bagl olarak gelisen bu toksisite, doz
artisin1 simirlandirir ve tedavi etkinligini azaltir. Hasar ilk olarak proksimal tiibiillerde
baglar, ardindan glomeriil ve distal tiibiiller etkilenir. Tek doz sisplatin verilen hastalarin

yaklasik %25-35’inde bobrek fonksiyon bozuklugu goriiliir. Ilacin uygulanmasindan



yaklagik on giin sonra glomeriiler filtrasyon orani1 %20-40 azalabilir, buna Cr artisi,
glomeriiler filtrasyon hizinin (GFH) ddsiisii, hipomagnesemi ve hipokalemi eslik eder

(29).

2.3.1. Nefrotoksisite Tanmim ve Klinik Onemi

Nefrotoksisite, bobrek atilim mekanizmalarinin hizli sekilde azalmasi sonucu
tire, Cr ve nitrojen gibi atik {irlinlerin birikmesiyle bobrek hiicrelerinde yapisal veya
islevsel bozulma gelismesi sonucunda ortaya cikar. Bu tiir toksik hasar genellikle
glomeriiller, tiibiiller, interstisyel doku ya da renal damar yapilar1 diizeyinde meydana
gelmekte olup, klinikte serum Cr degerlerinde yiikselme, idrar miktarinda azalma ve

elektrolit dengesizlikleri seklinde gézlenmektedir (34).

Sitotoksik maddelerin nefrotoksik etkisi; Serum elektrolit dengesinde bozulma,
Cr diizeylerinde yiikselme, GFH azalmasi ve ilerleyici olgularda kalici bobrek
yetmezligi gelisimine kadar uzanabilen ciddi sonuglara yol agabilmektedir. GFH diizeyi
ve nefrotoksisite seviyesi tabloda belirtildigi gibidir (Tablo 2.1) (35). Bdbrek
fonksiyonunun degerlendirilmesi, ilaglarin neden oldugu toksik bébrek hasarinin erken
tespiti i¢cin Onemlidir ve klinikte yaygin sorgulanan parametrelerden biri bobrek
hastaliginin evresini ve bobrekler boyunca filtrelenmis sivilarin akisinin belirlenmesine
yardimc1 olan GFH’dir. Cr ve BUN gibi endojen parametreler ¢ok daha sik kullanilir
(36).

Tablo 2.1. Kemoterapiye bagli nefrotoksisitenin genel GFH evrelemesine gore
siniflandirilmasi.

Evre Tanim GFH(mL/dk/1.73m?)
1 Bobrek hasar1 (Normal veya artmig GFH ile birlikte) >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

2.3.2. Sisplatin’in Nefrotoksik Etki Mekanizmasi

Nefrotoksik bir ilacin uygulanmasini takiben bobrek hasari; Akut bobrek hasari
(ABH), kronik bobrek hasari, akut interstisyel nefrit ve glomeriiler hasara bagli nefrotik

sendromun bir parg¢asi olarak proteiniiri vb. gibi farkli sekillerde kendini gosterebilir.
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Sisplatin hiicre icine alindiktan sonra mitokondriyal fonksiyonlarda bozukluk
gozlenir ve antioksidan enzimlerin (GSH, CAT, SOD) diizeyinin azalmasina yol agar.
Sisplatin birikimi sonucunda, timor nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve niikleer faktor
kappa-hafif zincir giliclendiricisi (NF-xB) aktivasyonu ile inflamasyon baglar.
Inflamasyon siirecinde Interlékin-1 (IL-1) gibi sitokinler ve monosit kemotaktik
protein-1 (MCP-1), kemokin ligandi-1 (CXCL1) gibi kemokinler rol oynar. Sisplatin
birikimi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisina neden olur, ROS iiretimiyle birlikte
oksidatif stres meydana gelebilir. Ayn1 zamanda renal mikrovaskiiler vazokonstriksiyon
olusur bu da bobrek iskemisine yol agar. Oksidatif stres ve ROS, endoplazmik
retikulum stresini (ER stres) ve renal tiibiiler hasar1 tetikler. Biitiin bu siiregler
sonucunda, hiicre 6liimii (nekroz ve apoptoz) gelisir, bu da renal doku hasarina ardindan
glomeriiler filtrasyon hizinda azalmaya neden olur ve ABH ortaya ¢ikar. Bu siireg
boyunca KIM-1, Cr, BUN ve NGAL gibi biyobelirteglerde artis gdzlemlenebilir (Sekil
2.2) (34).
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Sekil 2.2. Sisplatin kaynakli akut bobrek hasar1 olusumunun patofizyolojisi (34)
2.3.3. Sisplatin Nefrotoksisitesi ve Dogal Uriin Tliskisi

Sisplatine bagli nefrotoksisite farkli klinik ve patolojik tablolar seklinde
goriilebilmekle birlikte, akut tiibiiler nekroz en yaygin formudur. Klinikte, diisiik doz
sisplatin kullanim1 s6z konusu olsa bile ABH’nin siklikla ortaya c¢iktigi, ilacin
proksimal tiibiiler epitel hiicreleri tarafindan hiicre igine alinarak toksik siireclerin

baslayabildigi bildirilmektedir (34).
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Nefrotoksisite iizerine yapilan ¢aligma bulgulart genellikle in vitro ve hayvan
deneylerine dayanmaktadir, dogal iiriin ve sisplatin etkilesimlerinin farmakokinetik ve
farmakodinamik o&zellikleri 1ile olast antagonistik etkileri tam olarak ortaya
konulamamaistir. Dogal {irtin kullaniminin insanlardaki giivenlilik ve etkinligine iliskin
kanitlar hentiz yeterli degildir ve bu alanda aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Son yillarda dogal antioksidan bilesikler Oncelikli arastirma konusu haline
gelmis, bu dogal antioksidanlarin, sisplatinin antineoplastik etkinligini azaltmadan
bobreklerde olusan ROS’u detoksifiye edebilecegi bildirilmektedir (37). ROS ile
reaksiyon veren antioksidan dogal bilesikler siirekli kullanildiginda, ROS kismen veya
tamamen elimine edilebilir karigim halinde kullanilan bitki ekstreleri birlikte sinerjistik

etkiyle antioksidan diizeylerini artirabilir (38).

2.3.4. Preklinik Modellerde Nefrotoksisite Arastirmalari

Sisplatin kaynakli ABH modellerinde semptomlarin genellikle uygulamadan
sonraki ikinci glinde basladig1 ve ii¢lincii ile dordiincii glinlerde zirveye ulastig ifade
edilmektedir. Ayrica disi hayvanlarin bu toksik etkiye daha duyarli oldugu ve sisplatin
nefrotoksisitesinin klinik kullanimi smirlayan 6nemli bir yan etki oldugu one
cikmaktadir (39). Sisplatin kaynakli nefrotoksisiteye likopenin etkisini belirlemek
lizerine yapilan calismalarda, deney hayvanlarina sisplatin 7mg/kg tek doz halinde
intraperitoneal yolla enjekte edilip, likopen misir yagi igerisinde ¢oziindiiriilerek
4mg/kg dozunda oral gavaj yontemiyle verilmistir. On giin siiren bu caligmanin
sonunda, likopen verilen grupta sisplatine bagli bobrek hasarinin biyokimyasal ve
oksidatif stres parametreleri agisindan hafifledigi rapor edilmistir (40).

Yiiksek doz folik asit kullanimiyla olusturulan nefrotoksisite modellerinde, folik
asidin proksimal tiibiil hiicrelerindeki folat reseptorleri araciligiyla neredeyse tamamen
geri emildigi ancak asir1 dozlarda bobreklerde birikerek oksidatif strese sebep oldugu ve
organel hasari olusturdugu belirtilmektedir (41, 42).

Gentamisin kaynakli nefrotoksisite modellerinde, hayvanlarda yaklasik bir
hafta icinde renal inflamasyon, nekroz, tiibiiler dejenerasyon ve GFH diisiisii gibi klinik
histopatolojik bulgularin ortaya ¢iktig1 bildirilmis ve bu model ile hem potansiyel
nefroprotektif etkinin ve hem de oksidatif stres temelli mekanizmalarin
degerlendirilmesi i¢in yaygin ve giivenilir bir preklinik modeldir (43, 44).

Kotb ve ark. sisplatin enjeksiyonunun bobrek fonksiyon testlerinde iire ve Cr

konsantrasyonlarinda yiikselmeye neden olarak bdbrek fonksiyonlarindaki bozulmayi
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tetikledigi ve toplam protein ile albliimin seviyelerinde diisiis gozlendigi bildirmistir
(45).

TNF-a, bobrekte apoptozis indiiksiyonu ve genis bir kemokin ve sitokin aginin
aktivasyonu yoluyla bobrek hasarina aracilik etmede merkezi bir role sahiptir. Sisplatin
enjeksiyonunun TNF-a seviyesinde Onemli bir artisa yol agtigini, diger yandan
sicanlarin sisplatin enjeksiyonundan 10 giin 6nce gallik asit ile 6n tedavisinin TNF-a

seviyesini onemli Ol¢lide azalttigini ortaya koymustur (45).
2.4. Antioksidan Savunma Mekanizmalari

2.4.1. Oksidatif Stres Nedir?

ROS, redoks reaksiyonlar1 veya elektronik uyarilma ile molekiiler oksijenden
uretilir. Reaktif oksijen ile reaktif azot kokenli tiirler (ROS/RNS) olan serbest
radikaller, hem mitokondri, endoplazmik retikulum vb. endojen kaynaklardan hem de
agir metaller, pestisitler, bazi ilaglar vb. ekzojen kaynaklardan tiiretilir. ROS ve
RNS’nin asir1 tiretimi ile bu tiirlerin noétralizasyonu veya neden olduklar1 hiicresel
hasarin onarimi arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif stres olusumuna neden olur
(46).

Antioksidanlar, serbest radikallerle dogrudan etkilesime girerek bu molekiillerin
reaktivitesini azaltabilir ya da serbest radikal olusumunda goérevli enzimlerin aktivitesini
ve ekspresyonunu baskilayarak oksidatif hasar1 dolayli yoldan sinirlayabilir. Ayrica
hiicre i¢i antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak oksidatif dengenin siirdiiriilmesine
katkida bulunurlar. Kaynaklarina gore antioksidanlar, endojen ve ekzojen kaynakl
olarak iki grupta smiflandirilir. Endojen antioksidanlar; organizma tarafindan dogal
olarak sentezlenen bilesiklerdir ve bu grupta siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri yer alir. Bunun yaninda melatonin ve
glutatyon (GSH) gibi bilesikler de endojen olarak {iretilmelerine ragmen, cesitli
nedenlerle disaridan takviye seklinde alinabilirler. Ekzojen antioksidanlar ise,
beslenmeyle veya farmakolojik desteklerle viicuda alinan maddelerdir. Endojen ve

eksojen antioksidanlarin siniflandirilmasi asagidaki sekildeki gibidir (Sekil 2.3) (47).
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Sekil 2.3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Malondialdehit (MDA) ise, dogrudan bir antioksidan bilesik olmayip, lipid
peroksidasyonu siirecinde ortaya ¢ikan bir son iirlin olarak oksidatif stresin gdstergesi
kabul edilmektedir. Endojen antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersizligi
durumunda MDA diizeylerinde artis meydana gelir ve buna bagl olarak hiicresel lipid

yapilarinda oksidatif hasar gozlenir (48).

Fosfat (P), hiicresel enerji dengesinin siirdiiriilmesinde énemli bir rol alir. Hiicre
ici P konsantrasyonlarindaki diisiis, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
yavaglamasina neden olabilir ve bunun sonucunda oksidatif stres seviyelerinde artig
gozlenebilmektedir. Ayrica P dengesinin bozulmasi, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini

tetikleyerek hiicre i¢i redoks homeostazinin bozulmasina neden olabilmektedir (49).

2.4.2. Endojen Antioksidan Sistemler (SOD, CAT, GPx)

Endojen antioksidan enzimler; SOD, CAT ve GPx’dir. Endojen antioksidan
enzimler, serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesinde gorev alarak hiicresel lipit,
protein ve niikleik asitlerde oksidatif hasarin olugsmasini 6nlemede temel bir rol iistlenir.
Ancak GSH ve melatonin gibi endojen kaynakli antioksidan bilesiklerle yapilan
takviyelerin gercek faydasinin bulunup bulunmadig: hala netlik kazanmamaistir (47, 50).

CAT, hiicrelerde hidrojen peroksitin su ve oksijene indirgenmesini katalize eden

enzimlerdir, Fe veya Mn gibi kofaktorlere bagl olarak islev gosterir. CAT, indirgeyici
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molekiillere ihtiyag duymadan hidrojen peroksidi pargalayabilir ve ayrica bazi toksik
bilesenlerin oksidatif metabolizmasinda gorev alir. SOD, siiperoksit radikallerinin
oksijen ve hidrojen perokside doniisiimiinii katalize eden metaloenzimlerdir. Bu
enzimler, farkli dokularda ve organellerde yerleserek serbest radikallerin birikimini
Onler ve oksidatif stresin etkilerini sinirlamada rol oynar (47).

GPx, hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin indirgenmesini saglayan
enzimlerdir. GPx grubu, sitozol, mitokondri ve hiicre dis1 alanlarda farkli izoformlar
halinde bulunur. Ozellikle GPx4, kompleks lipid hidroperoksitlerini azaltabilen tek GPx

olarak ferroptozis ve inflamatuvar cevaplarin diizenlenmesinde kritik rol oynar (47).

2.4.3. Ekzojen Antioksidanlar ve Diyetle Alimm

Ekzojen antioksidanlar, viicuda disaridan alinan vitaminler ve farmakolojik aktif
maddeler araciligiyla saglanir ve reaktif O ve N tiirleriyle etkilesime girerek serbest
radikal zincir reaksiyonlarini sonlandirir (51).

Lipofilik yapida ve yiliksek antioksidan kapasiteye sahip olan E vitamini, peroksit
olusumunu engelleyerek GPx ile tamamlayici bir etki gosterir. C vitamini, lipidlerde
olusan o-tokoferoksil radikallerini tekrar a-tokoferole ¢evirerek ko-antioksidan olarak
islev goriir, buna karsin Fe*> iyonlarim Fe*? formuna indirerek oksidan davrams da
gosterebilir. Baslica provitamin A kaynaklarindan biri olan [-karoten ise yagda
¢oziinebilen bir karotenoid olup, lipid peroksidasyonunu simirlandirarak hiicresel
oksidatif hasarin azaltilmasia katki saglamaktadir. Folik asit, reaktif oksijen tiirlerini
temizleme kapasitesine sahiptir ve diger antioksidan vitaminlerle birlikte homosistein
aracili oksidatif hasar1 azaltmada etkilidir (51).

Ekzojen antioksidanlar arasinda ayrica stilben tiirevleri (resveratrol vb.), fenolik
bilesikler, yag asidi tiirevleri, lesitinler, eser elementler (6rnegin Se ve Zn) ve
asetilsistein gibi farmakolojik etkenler de bulunmaktadir. Plazmadaki antioksidanlarin
yaklasik %85’in1 alblimin ve {irik asit olustururken, bilirubin, B-karoten ve a-tokoferol
de kanda bulunan O©nemli antioksidanlardir. Bu yapilar, hiicresel savunmay1
giiclendirerek oksidatif hasarin dnlenmesine katki saglamaktadir (52).

Propolis, zengin flavonoid ve fenolik igerigi sayesinde gii¢lii bir antioksidan
kaynagidir ve hiicrelerin serbest radikallerle olusabilecek hasarlardan korunmasina katki
saglar. Bitter c¢ikolata ise yiiksek kakao igerigiyle flavonoid agisindan zengin olup,
antioksidan kapasitesi oldukca yiiksektir. Nar, antosiyaninler ve polifenoller

bakimindan zengin olup, 6zellikle damar saglig1 ve hiicresel koruma tizerinde olumlu
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etkiler gosterir. Uziimde bulunan resveratrol ve flavonoidler, oksidatif stresin
azaltilmasina yardimci olurken, diizenli tiiketimi kardiyovaskiiler ve norolojik koruyucu
etkiler saglayabilir. Zerdecal ise kurkumin bilesigi sayesinde hem gii¢lii bir antioksidan
hem de antiinflamatuvar etkiye sahiptir, bu 06zellikleriyle oksidatif stresin ve
inflamasyonun yol actig1 hiicresel hasar1 azaltmada 6nemli rol oynar. Dut, antosiyanin
ve flavonoid igerigi sayesinde hiicre koruyucu etkiye sahiptir ve bagisiklik sistemi

tizerinde olumlu etkiler saglayabilir (53).
2.5. Likopen

2.5.1. Kimyasal Yapisi ve Kaynaklar

Sekil 2.4. Likopenin kimyasal yapisi

Likopen, kimyasal olarak C4oHs¢ molekiiler formiiliine sahip, lipitte ¢oziinen bir
karotenoid bilesiktir (Sekil 2.4). Bu uzun konjuge polien zinciri, molekiile karakteristik
kirmiz1 rengini kazandirmakla birlikte, kimyasal yapisi, yliksek konjugasyon derecesi ve
izomerik ¢esitliligi, yliksek antioksidan kapasitesinin de temel nedenidir (54). Likopen
yapisinda oksijen atomu bulunmayan hidrokarbon tipi bir karotendir, bu nedenle lutein
ve zeaksantin gibi oksijenli karotenoidlerden (ksantofillerden) ayrilir (55).

Dogada likopenin trans formu baskin olsa da, isleme veya 1s1 uygulamasi
sirasinda cis izomerlerine doniisebilir. Cis izomerleri, daha yiiksek ¢oziintirliik ve
biyoyararlanim sergiler, bu nedenle pisirilmis veya islenmis domates iriinlerinden
alian likopen, ¢ig tirlinlere gére daha 1yi emilir (11, 56). En zengin likopen kaynaklari
domates (Solanum lycopersicum) ve domates {iriinleridir. Bunun yaninda karpuz
(Citrullus lanatus), pembe greyfurt (Citrus paradisi), guava (Psidium guajava), kayisi
(Prunus armeniaca) ve papaya (Carica papaya) gibi meyveler de yiiksek miktarda

likopen igerir (57).
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Bu pigmentin gidalardaki konsantrasyonu, bitkinin tiiriine, yetisme kosullarina
ve olgunluk derecesine bagli olarak degisir. Ozellikle karpuz, hem yiiksek likopen
icerigi hem de biyoyararlanimi acgisindan dikkat c¢eker, ¢iinkii likopen kristalleri
karpuzda, domatesten daha az yogun yapida bulundugundan emilimi daha kolaydir (12).
Likopenin suda ¢oziinmemesi nedeniyle gidalarla alimindaki etkinligi sinirhidir, yagda
¢oziinen bir molekiil oldugundan, besinlerle kullaniminda da yaglh gidalarla birlikte

tiketimi aktivitesini artirmaktadir (58).

2.5.2. Antioksidan ve Anti-inflamatuvar Ozellikleri

Diyabetli sicanlarda 28 giin siireyle farkli dozlarda likopen uygulanarak oksidatif
stres incelendiginde; diyabetin kan glukoz seviyesi, MDA ve kortizol diizeylerini
artirirken, CAT, SOD ve GPx gibi antioksidan enzim aktivitelerini azalttig1 belirlenmis
olup likopen uygulamasi ile bu parametreler belirgin sekilde tersine cevrilerek kortizol
ve MDA diizeyleri azalirken antioksidan enzim aktivitelerinde artma kaydedilmistir.
Calismada inflamatuvar belirtegler dogrudan olgiilmemis ancak oksidatif stresin
baskilandig1 ve kortizol seviyesinde diislis gozlendigi i¢cin dolayli olarak likopenin
antiinflamatuvar etkisi oldugu sonucu desteklenmektedir (59). Likopen giiclii
antioksidan olarak bilinse de literatiirde yiiksek konsantrasyon ve yiiksek oksijen
basinc1 gibi bazi kosullarda prooksidan o6zellik gosterebildigi ve giivenli bir profile
sahip oldugu bildirilmistir (60).

Literatiirlerde diyetle alinan likopen ¢aligmalarinin bir¢gogunda domates
kullanilmis, domates bilesenlerinin antiinflamatuvar etkisi {izerine yapilan bir
calismada, likopenin tek basina inflamasyonu belirgin sekilde engelledigi ve diger
antiinflamatuvar  bilesiklerle kombinasyonlarinda da sinerjik etki olusturarak
inflamasyonu azaltan etki gosterdigi (61), karpuzdaki likopenin giiglii antiinflamatuvar

ve iyi bir antioksidan kaynagi oldugu bildirilmektedir (12).

2.5.3. Renoprotektif Etki Mekanizmalar:

Renoprotektif etki apoptoz siireglerinin diizenlenmesi, inflamasyon ve oksidatif
stres ile iligkilidir. Likopen mevcut serbest radikalleri noétralize ederek ya da ROS
olusumunu engelleyerek oksidatif hasarin ilerlemesini durdurur, ROS olusumu
engellenemediginde bobrek dokusunda birikerek hiicre fonksiyonlar1 bozulabilmektedir.
Likopen tiim bu stiregleri baskilayarak renoprotektif etki olusturur. Bu baskilamanin

yani sira endojen antioksidanlarin (SOD, CAT, GPx enzimleri) ekspresyonunu artirarak
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redoks dengesini de korumaktadir. Ayrica likopen inflamatuvar cevabin
diizenlenmesinde ve mitokondriyal biitiinliigli saglayarak apoptozun engellenmesinde
de belirgin etki gostermektedir (62, 63).

Deneysel nefrotoksisite modellemelerinde likopen serum iire ve Cr diizeyinde
diisiis saglarken, serum Na diizeyinde artis saglar. Endojen antioksidan enzimlerini
yiikseltir, glomeriiler ve tiibiiler nekrozu ve 16kosit inflamasyonunu azaltarak bobrek
yapisini iyilestirir. Tlim bu bulgular likopenin ¢ok yonlii bir renoprotektif etki gésterdigi

sonucunu desteklemektedir (64).
2.6. Karpuz Suyu

2.6.1. Fitokimyasal Bilesimi ve Biyolojik Etkileri

Latince ismi Citrullus lanatus olan karpuz, zengin fitokimyasal bilesenler iceren
bir meyvedir. Adetutu ve ark. karpuz suyunun basta alkaloidler ve fenolik igerikler
acisindan yiiksek, antrokinon, tanin ve saponin agisindan orta diizeyde, flavonoidler ve

glikozitlerin ise eser miktarda bulundugunu rapor etmektedirler (65).

Fenolik bilesikler, oksidatif stresin tetikledigi hiicresel bozulmalar
siirlandirarak inflamasyon siirecini de azaltabilir. Alkaloidler sinir sistemi iizerinde
etkili olup bazi tiirleri agr1 kesici 6zellik gosterir, orta konsantrasyondaki antrokinonlar
geleneksel olarak miishil olarak kullanilmaktadir. Taninler, protein ve minerallerle
baglanarak besin emilimini azaltabilirler, saponinler ise sulu c¢ozeltilerde kopiik
olusturma, hemolitik aktivite ve kolesterol baglama ozellikleri gosterse de karpuz
suyunda diisiik miktarda bulunmalar1 nedeniyle toksik etki olusturmazlar. Flavonoidler,
oksidatif hiicre hasarmi Onleyerek antikanser etkiler gosterebilir. Bu nedenle karpuz
suyundaki flavonoid varligi, inflamasyona, mikroorganizma kaynakli strese ve tiimor
olusumuna kars1 koruyucudur. Ayrica karpuz suyu B-karoten ve likopen a¢isindan da
zengindir. Sonu¢ olarak, asagidaki tabloda belirtilen igerikleri sayesinde oksidatif
stresin  tetikledigi hastaliklarin  Onlenmesinde veya etkilerinin  azaltilmasinda

kullanilabilecek dogal bir antioksidan kaynagi olabilir (Tablo 2.2) (65).
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Tablo 2.2. Karpuz suyunun fitokimyasal icerikleri ve etkisi

FITOKIMYASAL -
iCERIK KONSANTRASYON ETKISI
Alkaloidler Yiiksek Sinir sistemi tizerinde etkilidirler ve bazilari

analjezik etki gosterebilmektedir.

Serbest radikalleri temizler, oksidatif hasar1 ve

Fenolik Bilesikler  Yiiksek .
inflamasyonu azaltirlar.

Giiglii antioksidandir, serbest radikalleri temizler,
p-karoten Yiiksek hiicreleri oksidatif stresten korur ve A vitaminine
doniiserek gorme ve doku sagligini destekler.

Gtiglii serbest radikal temizleyici ve

Likopen Yiiksek antioksidandir; 6zellikle kardiyovaskiiler ve
antikanser etkiler saglar.

Antrokinonlar Orta Geleneksel olarak miishil amaciyla kullanilir.
Gidalarda buruk tat olusturur. Protein ve

Taninler Orta minerallerle baglanarak besin emilimini
azaltabilir.

Sulu ¢ozeltilerde kopiik olusturur, hemolitik
aktivite ve kolesterol baglama 6zellikleri vardir;

Saponinler Orta diisiik konsantrasyonda toksik degildirler. Kirmizi
kan hiicrelerinin ¢okmesine sebep olabilir,
kolesterol baglayabilirler.

Suda ¢dziinebilen giiglii antioksidanlar, serbest

Flavonoidler o i radikalleri temizler, kanser karsit1 etki saglar.

Hidroliz ile serbest siyaniir agiga ¢ikarabilir, fakat

Glikozitler Escggiiarda kontrollii kullanildiginda toksik etkisi yoktur.

Venkataravana ve ark. karpuzun meyve, kabuk ve tohumlarindan elde edilen
ekstraktlar1 in vitro inceleyerek karpuzun icerisindeki karotenoidler ve bioaktif
bilesiklerle saglik iizerinde c¢esitli olumlu etkiler gosterdigini bildirmektedirler.
Karpuzun L-sitriilin agisindan zengin oldugu ve bu bilesigin viicutta L-arginin’e
dontigerek nitrik oksit dretimini artirdigl, damar genislemesini destekledigi ve

kardiyovaskiiler sagligi olumlu yonde etkiledigi de calismada raporlanmistir. (66).

2.6.2. Karpuz Suyunun Likopen Icerigi

Karpuz onemli bir dogal antioksidan kaynagi olup likopen igerigi toplam
karotenoid igeriginin biiylik bir kismint olusturur. Likopen miktari, karpuzun ¢esidine
ve yetistirmeye bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir. Cheol-Hyun Kim ve ark.
karpuz suyunun likopen iceriginin 11,3 mg/100 g oldugunu bildirilmektedir (12). Naz
ve ark. karpuzdaki likopen miktar1 4,81 mg/100g iken domateste 3,03 mg/100g kadar
oldugunu bildirmistir (67). Sirikhet ve ark. karpuz suyunun likopen icerigini 1,197 +
0,19 pg/mL olarak belirlemis ve giinliik tiikketimde biyoyararlanim agisindan 6nemli

oldugunu vurgulamislardir (68). Maoto ve ark. taze karpuz suyunda likopen miktarini
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6,19 mg/100 g olarak (69), Galdeano ve ark. karpuz konsantresinde likopen igeriginin
508,10 pg/g oldugunu rapor etmistir (70). Oberoi ve Sogi, karpuz konsantresinin
likopen igerigini 12,20 mg/100 g olarak bildirmistir (71).

2.6.3. Literatiirde Karpuz ve Renoprotektif Etkisi Uzerine Cahsmalar

Karpuzun renoprotektif etkileri, mevcut literatiirdeki c¢esitli calismalarda
incelenmis ve karpuzun bobrek fonksiyonlarini destekleyici 6zelliklere sahip olabilecegi
gozlenmistir. Siddiqui ve ark. karpuzun diliretik ve antiiirolitiyazik etkilerini
degerlendirdigi arastirmada, karpuz kabugu oOziitliinlin Na, Ca ve oksalat seviyelerini
diisiirerek idrar hacmini artirdigini ve bdbrek tasi olusumunu engelledigini ortaya
koymustur (72).

Michael ve ark. karpuz kabugu etanol 6ziitliinlin kursun asetat ile indiiklenen
karaciger ve bobrek hasarini iyilestirdigini gostermis, bu etki antioksidan savunma
sistemlerinin giiglendirilmesiyle iligkilendirilmistir (73). Rahman ve ark. c¢alismasina
gore, karpuz kabugu bobrek fonksiyonunu koruyucu etkiye sahiptir ve [B-karoten,
likopen, C vitamini, saponin, flavonoidler, sitriillin ve diger biyoaktif molekiiller
acisindan zengindir, bu bilesikler antioksidan savunmay gii¢clendirerek oksidatif stresin
neden oldugu bobrek hasarini azaltabilir (74). Kolawole ve ark. bu etkinin karpuz
kabugundaki sitriilin sayesinde nitrik oksit {iretiminin artmasi ve nitrik oksitin hidroksil
radikal temizleyici olarak oksidatif stres toleransini iyilestirmesi ile iliskili oldugunu
gostermistir (75). Flora ve ark. karpuz kabugu ekstresinin antioksidan savunmalari
giiclendirerek, serum MDA ve laktat dehidrogenaz seviyelerini azalttigim

bildirmektedirler (76).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirma Tasarim

Bu caligma; sisplatin ile olusturulan deneysel nefrotoksisite modelinde, HPLC ile
miktar tayini yapilarak saf likopen ile esdeger miktarda likopen igeren karpuz suyunun
bobrek fonksiyonlart ve oksidatif stres parametreleri iizerindeki olasi renoprotektif
etkilerini karsilagtirmak amaciyla planlanan, randomize kontrollii bir deneysel hayvan
calismasidir. Calismanin temel yaklagimi, tek doz sisplatin uygulamasini takiben gelisen
renal hasarin biyokimyasal ve oksidatif stres belirtecleri iizerinden ortaya koyulmasi ve
antioksidan O6zellikleri bilinen saf likopen ile dogal bir likopen kaynagi olan karpuz
suyunun bu hasar iizerindeki diizenleyici etkilerinin degerlendirilmesine dayanmaktadir.

Arastirma tasariminda, deneysel nefrotoksisite olusturmak igin sisplatin
kullanildi. ~ Sisplatin  uygulamasi, bobrek fonksiyon bozukluklari, elektrolit
dengesizlikleri, oksidatif stres artis1 ve tiibiiler hasar ile karakterize deneysel bir zemin
hazirlamaktadir. Calismada sisplatinin intraperitoneal yolla ve tek doz uygulanmasi,
literatiirde nefrotoksisite olusturmak i¢in sikga tercih edilen ve hasarin belirgin sekilde
ortaya ciktig1 deneylere dayandirildi. Arastirmanin karsilastirmali tasarimi, sisplatin
kaynakli bobrek hasari tizerinde iki farkli miidahalenin etkisini ayn1 deneysel sartlar
altinda incelemeye imkan saglamaktadir. Bu kapsamda, saf likopen uygulamasi ile
karpuz suyunun etkilerinin ayr1 gruplar halinde degerlendirilmesi hedeflendi. Saf
likopen, giiclii antioksidan Ozellikleri ve oksidatif stres mekanizmalar1 iizerindeki
diizenleyici etkileri nedeniyle se¢ildi. Karpuz suyu ise yiiksek likopen igeriginin yam
sira, dogal bilesimi igerisinde yer alan diger antioksidan ve biyolojik olarak aktif
bilesenler sayesinde potansiyel sinerjik etkilere sahip olabilecegi diislincesiyle ¢alisma
kapsamina alindi. Boylece izole bir bilesik olan saf likopen ile dogal bir kaynak olan
karpuz suyunun renoprotektif etkilerinin karsilastirilmasi amaglandi.

Deneyde Sprague-Dawley tiirli disi siganlarin kullanilmasi, bu tiirin deneysel
nefrotoksisite aragtirmalarinda sik kullanilmasi, fizyolojik cevaplarinin iyi tanimlanmis
olmas1 ve laboratuvar kosullarina kolay uyum saglamasi nedeniyle planlandi.
Hayvanlarin benzer yas ve agirlik araliginda secilmesi, biyolojik degisikligin en aza
indirilmesini ve gruplar arasi karsilagtirmalarin  daha gilivenilir yapilmasin

hedeflemektedir. Deney Oncesi adaptasyon siireci, ¢evresel stres faktorlerinin deney
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sonuglari iizerindeki olast etkilerini azaltmak amaciyla arastirma tasarimin 6nemli bir
pargasi olarak planlandi.

Bu c¢aligmada ortalama 270-280 g disi Sprague-Dawley tiirii 28 sigan her grupda
7 hayvan olacak sekilde dort gruba ayrildi. Saglikli kontrol grubu, deneysel
miudahalelerin degerlendirilmesinde referans degerlerin elde edilmesini saglamak
amactyla olusturuldu. Sisplatin toksik kontrol grubu, nefrotoksisitenin basariyla
olusturulup olusturulmadiginin degerlendirilmesine imkan tanimaktadir. Sisplatin+
likopen grubu, saf likopenin sisplatin kaynakli bobrek hasarina karsi potansiyel
koruyucu etkilerini incelemeyi amaclarken; Sisplatin+karpuz suyu grubu, dogal bir
likopen kaynaginin ve beraberinde bulunan diger biyolojik bilesenlerin etkilerinin
degerlendirilmesine imkan saglamaktadir. Bu grup dagilimi, hem toksik etkinin hem de
farkli koruyucu yaklagimlarin ayni deneysel cergevede incelenmesine imkan taniyan
dengeli bir aragtirma tasarimi sunmaktadir.

Deney siiresi literatiir bulgular1 dikkate alinarak sisplatin kaynakli hasarin en
yogun goriildiigli donem ile antioksidan tedavilerin etkisinin ortaya ¢iktig1 zaman araligi
dikkate almarak 10 giin olarak belirlendi (9, 77). Antioksidan bilesiklerin biyolojik
etkilerinin degerlendirilebilmesi i¢in yeterli siire taninmasi, ¢calisma tasariminin bilimsel
gecerliligini artirmaktadir.

Aragtirma kapsaminda elde edilecek veriler, bobrek fonksiyonlarini yansitan
biyokimyasal parametreler, elektrolit diizeyleri, oksidatif stres gostergeleri ve bobrek
hasarma 0zgii biyobelirtecler lizerinden degerlendirilecektir. Bu yaklagim, sisplatin
kaynakli hasarin ¢ok yonlii olarak ortaya konulmasini ve uygulanan miidahalelerin
etkilerinin farkli biyolojik diizeylerde incelenmesini miimkiin kilmaktadir. Arastirma
tasarimi, yalnizca hasarin varligint gostermekle siirli kalmayip, olasi koruyucu
mekanizmalarin dolayli olarak yorumlanmasina da zemin hazirlamaktadir.

Sonug¢ olarak yiirlitilen bu deneyde, sisplatin ile indiiklenen deneysel
nefrotoksisite g¢alismasi kapsaminda saf likopen ile karpuz suyunun renoprotektif
etkilerini karsilastirmali olarak degerlendirmeye imkan saglayan, etik ilkelere uygun,
kontrollii ve sistematik bir deneysel yaklasim uygulandi. Elde edilen bulgular saf
likopen ile dogal bir kaynak olan karpuz suyunun renoprotektif ozelliklerinin

karsilastirmali olarak incelenmesine imkan saglamaktadir.
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3.2. Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullar:

Sprague Dawley sicanlarin bobrek fizyolojisi ve toksik cevaplart iyi
tanimlandigindan sisplatinle indiiklenen nefrotoksisite ¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilan bir soydur (5). Uysal karakterleri ile laboratuvar kosullarina kolay uyum
sagladiklar1 i¢in deneylerin teknik dogrulugunu artirmaktadir (78). Disi sicanlar renal
toksisite arastirmalarinda sik tercih edilmektedir ¢iinkii reaktif yiiklerin yol agtig1 stres
ve antioksidan koruma mekanizmalar1 lizerine yapilan ¢alismalarda daha diistik bireysel
varyasyon gosterirler, laboratuvar kosullarina hizli uyum saglarlar, sakin davranis
ozellikleri gosterirler ve fizyolojik cevaplari ayrintili sekilde belgelendi (79).

Hayvanlar ¢alisma boyunca Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uretim Merkezi biinyesinde kontrollii ¢evre kosullarina uygun olarak tutuldu. Oda
sicakligi 22+2°C, bagil nem oran1 % 55-60 ve aydinlatma siiresi 12 saat 151k/12 saat
karanlik periyodunda siirdiiriildii. Tiim siganlara standart laboratuvar yemi ve temiz
suya ad libitum erisim saglandi. Barinma sartlari, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi’nin
Etik Kurul yonergelerine uygun olarak diizenlendi ve hayvan refahi ¢alisma boyunca

korundu.

3.3. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Uygulama Plam

270-280 gr canli agirlikta, 28 adet Sprague-Dawley tiirii disi sican, her grupta 7
adet sican (n=7) olacak bicimde dort gruba ayrildi:

1.Grup (Kontrol): Sicanlara 10 giin boyunca yalnizca normal yem ve su
verilerek, calismanin baslangicinda 1 mL/kg dozunda izotonik salin intraperitoneal
yolla uygulandi; aynt zamanda 1 mL/kg zeytinyag1 gavaj yoluyla verildi. Uygulanan
izotonik salin ve zeytinyag1 ¢oziicli dozlari, giivenli intraperitoneal enjeksiyon sinirlar
temel alinarak belirlendi (80, 81). Bu grup, uygulanan ¢oziiciilerin (salin ve zeytinyagi)
biyolojik etkilerinden arindirilmig, deneysel miidahale yapilmayan fizyolojik referans
grubu olarak kullanildi, 11. giin hayvanlar ketamin (0,9 mL) + ksilazin (0,1 mL)
kombinasyonu ile anestezi altinda sakrifiye edildi ve kan ile bobrek doku ornekleri
toplandi (82).

2. Grup (Sisplatin): Ilk giin, 7 mg/kg sisplatin tek doz izotonik salin (%0,9
NaCl) i¢inde intraperitoneal yolla verildi. Bu doz, deneysel nefrotoksisite olusturmak
icin yaygin olarak kullanilmaktadir (40). Izotonik salin, sisplatinin stabilitesini

saglamak ve enjeksiyon sirasinda hiicre i¢i ve dis1 iyon dengesini korumak amaciyla
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yaygin olarak tercih edilmektedir (80, 83). Enjeksiyon kolaylig1 ve intraperitoneal yolla
uygulamada peritoneal irritasyonu azaltmak i¢in, izotonik NaCl (0,9% sodyum kloriir)
ile toplam hacim 2-2,5 mL’ye tamamlanarak uygulandi. Uygulama hacminin si¢anlarda
genellikle maksimum 10 mL/kg olmasi onerilmektedir (80). Bu nedenle uygulama
hacmi bu sinir igerisinde tutulmus, 11. giin hayvanlar ketamin (0,9 mL) +ksilazin (0,1
mL) kombinasyonu ile anestezi altinda sakrifiye edildi ve kan ile bobrek doku 6rnekleri
toplandi (82).

3.Grup (Sisplatin + Saf Likopen): Calismanin ilk giinii, tek doz 7 mg/kg
intraperitoneal yolla sisplatin uygulandi (40), ardindan 10 giin boyunca, 4 mg/kg/giin
dozunda saf likopen, uygulamadan hemen 6nce %100 zeytinyagi i¢inde ¢oziindiiriilerek
gavajla verildi (12). Zeytinyagi, likopenin ¢oziiniirliigiinii artirmak ve biyoyararlanimin
desteklemek amaciyla giivenli ve biyouyumlu bir tagtyici olarak tercih edildi (9, 40). Bu
grup, saf likopenin sisplatin kaynakli bobrek hasarma karsi olasi koruyucu etkilerini
degerlendirmek amaciyla olusturuldu. 11. giin hayvanlar ketamin (0,9 mL) + ksilazin
(0,1 mL) kombinasyonu ile anestezi altinda sakrifiye edildi ve kan ile bobrek doku
ornekleri topland (82).

4. Grup (Sisplatin + Karpuz Suyu): Siganlara, arastirma baslangicindan
itibaren 10 giin siireyle normal yem ve suya ilaveten, ilk giin tek doz halinde 7 mg/kg
intraperitoneal yolla sisplatin uygulandi (40). Buna ilaveten, HPLC ile miktar tayini
yapilan 4 mg/kg/giin likopene esdeger karpuz suyu 10 giin boyunca gavajla uygulandi,
11. giin hayvanlar ketamin (0,9 mL) + ksilazin (0,1 mL) kombinasyonu ile anestezi

altinda sakrifiye edildi ve kan ile bobrek doku 6rnekleri toplandi (82).
3.4. Kimyasal Maddeler ve Hazirlanisi

3.4.1. Sisplatin Hazirlanis1 ve Uygulamasi

7 mg/kg dozda kat1 formdaki sisplatin enjeksiyonluk serum fizyolojik igerisinde
coziindiiriilerek homojen bir dagilim saglanana kadar birka¢ dakika vortekslendi,
hazirlanan ¢dzelti intraperitoneal yolla siganlara uygulandi. ikinci, {igiincii ve dordiincii
gruplara ilk giin tek doz sisplatin enjeksiyonu yapildi, uygulama sirasinda her hayvanin
viicut agirhigr dikkate alinarak doz bireysellestirildi ve enjeksiyon hacmi fizyolojik
sinirlar igerisinde tutuldu. Uygulanan protokol, sisplatin kaynakli nefrotoksisite
modellerinde yaygin olarak kullanilan standart uygulama yontemleriyle uyumludur ve

deneyin hemen 6ncesinde hazirlanarak ilag stabilitesi korundu (40).
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3.4.2. Saf Likopen Hazirlanis1 ve Uygulamasi

Likopen uygulamasi i¢in gerekli doz, tartim sonrast %100 zeytinyag igerisinde
coziilerek 4 mg/kg konsantrasyonda hazirlandi, ¢ozeltinin homojenligini saglamak
amaciyla karisim 3 dakika boyunca vortexlendi ve 1s1ga duyarlilik nedeniyle her doz
uygulama Oncesinde giinliik olarak hazirlandi (12). Elde edilen likopen siispansiyonu,
ticiincli gruptaki sicanlara 10 giin boyunca oral gavalajla verildi. Uygulanan dozlar
hayvanlarin viicut agirligina gore bireysellestirildi ve karisimin stabilitesinin korunmasi
amactyla hazirlanmasini takiben kisa siirede uygulandi.

Likopen, lipofilik bir molekiil oldugundan suda az ¢6ziiniir ve biyoyararlanimi
simirhidir. Yag bazli tasiyict sistemler lipofilik bilesiklerin emilimini artirarak bagirsak
epitelinden daha etkin bir sekilde absorbe edilmesini saglar. Bu nedenle zeytinyag:
kullanimi, likopenin gastrointestinal sistemden emilimini optimize etmek ve sistemik
dolasima daha yliksek miktarda ulagmasini saglamak amaciyla tercih edildi. Ayrica
gavajla uygulama, bireysel doz kontrolii ve hayvanlar arasinda doz farkliliklarinin
onlenmesine imkan tanimaktadir. Bu hazirlama yontemi, lipofilik bilesiklerin yag bazli
tastyicilarla giinliik taze formda hazirlanmasinin biyoyararlanimi artirdigina dair

literatiirle uyumludur (84).

3.4.3. Karpuz Suyunun Standardizasyonu, Hazirlanisi ve Uygulamasi

Karpuzdaki likopen derisimleri, HPLC teknigiyle inénii Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali laboratuvarinda 6l¢iildii. Likopen
ekstraksiyonu, Fish ve ark. onerdigi yontemin bu ¢alismaya uyarlanmis versiyonu ile
gergeklestirildi (85). Karpuz meyvesinden alman 10 g’lik 6rnekler, 50 mL’lik falkon
tiiplere aktarildi, 6rneklere 5 mL distile su eklendi ve tam ¢oziinme saglanincaya kadar
(yaklasik 5 dakika) ¢alkalandi, ardindan biitil hidroksitoluen (BHT, %0.05 w/v) iceren
aseton, %95 etanol ve n-hekzan karisimindan olusan ¢oziicii sistemi (1:1:2; v/v/v)
toplam 20 mL olacak sekilde tiiplere ilave edildi. Bu karisim, 200 rpm’de calisan
calkalayicida 15 dakika siireyle karistirilmis olup sonrasinda ¢dzeltinin faz ayrimiin
gerceklesmesi icin yaklasik 5 dakika siireyle tiipler oda sicakliginda bekletildi. Ust fazi
olusturan hekzan tabakasi, likopeni iceren organik faz olarak dikkatlice pipetlenerek
temiz amber tiiplere aktarildi.

Hazirlanan hekzan ekstrakti, HPLC analizleri 6ncesinde 1518a duyarl oldugu i¢in

aliminyum folyo ile kaplanarak koyu ve serin bir ortamda saklandi. Bu siirecte,
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orneklerin oksidatif bozulmasini Onlemek ve analitik dogrulugu artirmak igin
antioksidan katki maddesi (BHT) kullanimi ve diisiik 1sikta saklama gibi Onlemler
titizlikle uygulandi. Ayrica ekstraksiyon siiresi ve ¢alkalama hizi gibi parametreler,
likopen verimini optimize etmek amaciyla standart protokollerle uyumlu olarak
belirlendi. Bu yaklasim, likopenin karpuz suyu ve diger meyve oOzleri igerisindeki

lipofilik dagiliminin dogru sekilde dl¢iilmesine imkan saglamaktadir (85).

HPLC ile Likopen Analizi

Likopen diizeyinin belirlenmesi, Agilent 1100 HPLC cihaziyla yapilmistir.
Analiz oncesinde Ornekler, 0,45 um por genisligine sahip poliviniliden floriir siringa
filtresinden gecirildi ve ardindan HPLC viallerine aktarildi. Bu adim, kolona partikiil
tasinmasimi  engelleyerek cihazin performansint  ve Ol¢limlerin  dogrulugunu
artirmaktadir.

Oncelikle likopen standart ¢dzeltisi hazirlandi. Analite ait stok standart, 1mg/mL
derisimde olacak sekilde %50 metanol ve %50 su karigimindan olusan ¢oziicii sistemi
kullanilarak hazirlandi ve analiz yapilana kadar drnekler -20°C’de muhafaza edildi. Her
bir analiz serisinde kullanilan ¢alisma standartlari, stok ¢dzeltinin ayni ¢oziicii
sistemiyle giinliik olarak seyreltilerek elde edildi. Bu sayede giinliik 6l¢iimlerde olasi
konsantrasyon degisiklikleri minimize edildi.

Kalibrasyon egrisi olusturmak amaciyla, stok standart c¢ozeltiden farkh
derisimlerde (1.0-10 pg/mL araliginda) bes noktali bir seri hazirlandi. Regresyon
analizi, s6z konusu ¢ozeltilerin pik alanlar1 kullanilarak gergeklestirildi ve likopene ait
kalibrasyon dogrusu olusturuldu (Sekil 3.1). Sonuglar pg/mL cinsinden degerlendirildi,
bilinmeyen Orneklerdeki likopen miktarlart ise ilgili kromatogramlardan hesaplanarak

kalibrasyon denklemi Y = 16024,83X — 325,17; R? = 0.9949 olarak bulundu.

Likopen Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 3.1. Likopen i¢in elde edilen temsili standart kalibrasyon egrisi
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Kromatografik analizlerde UV-Vis dedektor tercih edilerek ayirma islemi 250 x
4,6 mm boyutunda ve 5 pm partikiil bliylikliigiine sahip C18 ters faz kolon iizerinde
yapildi. Mobil faz olarak methanol, asetonitril ve diklormetanin sirasiyla %50, %40,
%10 hacim oraninlarinda olusturulan karisim kullanmildi. Akis hizi 1,0 mL/dk
seviyesinde tutuldu ve kolon 30 °C’de stabilize edildi. Orneklerin enjeksiyon hacmi 20
puL ayarlandi ve dedeksiyon, likopenin maksimum absorbsiyon dalgaboyu olan 503
nm’de gergeklestirildi. Toplam analiz siiresi 20 dk olarak uygulandi ve bu siire,
likopenin kolonda yeterli ayrismayi saglayacak sekilde optimize edildi.

Likopenin kromatografik pikleri, analitik safliktaki hazirlanan standart likopen
¢oOzeltisinin retansiyon siiresi ile karsilagtirilarak tanimlandi. Miktar tayini, bilinen
derisimlerde hazirlanan standart cozeltilerden elde edilen dis kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplandi (Sekil 3.2). Bu prosediir, lipofilik bir bilesik olan likopenin
dogru ve tekrarlanabilir bicimde kantitatif olarak belirlenmesini saglamaktadir. Ayrica,
ornek filtrasyonu, sicaklik kontrolii ve mobil faz bilesenlerinin se¢imi gibi metodolojik

detaylar, analizin hassasiyetini ve giivenilirligini artiran kritik adimlar olarak uygulandi.

0 2 4 6 8 10 12
Zaman (dakika)

Sekil 3.2. Likopen i¢in elde edilen standart kalibrasyon egrisi
Karpuz Suyunun Hazirlamisi

Hesaplanan verilerle 100 mL karpuz suyunda 8 mg likopen oldugu belirlenmis,
karpuz i¢ kismindan alinan pargalar kiip seklinde kesildikten sonra suyu c¢ikartilarak
elde edilen s1vi, siizme kagidi ile siiziiliip berraklastrilarak behere aktarildi, beherin agzi
parafinle kapatildiktan sonra 6rnekler -20°C'de donduruldu.

Depolama sonras1 ornekler liyofilizatore (Christ Alpha 1-2 LD plus, Almanya)
yerlestirildi ve 0,12 mbar'da 72 saat tutularak kurutuldu, kurutma sonrasi elde edilen bu
kat1, uygulama oncesinde uygun hacimde distile su ile sulandirilarak 4 mg/kg dozunda
siganlara gavajla verildi. Bu siireg, likopenin stabilitesinin korunmasi ve

biyoyararlaniminin maksimize edilmesini saglayacak sekilde planlandi.
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Ek olarak, liyofilizasyon yontemi sayesinde karpuz suyundaki likopen ve diger
bilesiklerin bozulmadan korunmasi saglandi, uygulama sirasinda homojen dagilim elde
etmek amaciyla ¢ozeltinin iyice karistirilmasi saglandi. Bu yontem, dogal kaynakli
likopenin saf likopenle karsilastirmali olarak deneysel modellerde giivenli ve kontrolli

bir sekilde uygulanmasina imkan tanimaktadir.
3.5. Sakrifiye Yontemi ve Ornekleme

3.5.1. Anestezi Protokolii, Sakrifiye, Kan ve Bobrek Orneklerinin Alinmasi

Deneyin 11. giinlinde sicanlara genel anestezi saglamak amaciyla intraperitoneal
yolla 10 mg/kg ksilazin ile 90 mg/kg ketamin uygulandi, derin anestezinin olustugu,
refleks kaybi ve solunumda yavaglama gibi fiziksel bulgular gozlemlenerek dogrulandi,
akabinde hayvanlar kardiyak ponksiyon yontemiyle sakrifiye edildi, kan ve bobrek
dokular1 alind1 (77). Alinan kan 6rnekleri 3000 rpm de 15 dk santrifiije edilerek elde
edilen serumlar dnce +4 °C’da daha sonra -24 °C’da muhafaza edildi ve bu serum
orneklerinden Cr, BUN, Na, Cl, K, Ca ve P degerleri 6l¢iildii.

Bobrek dokulari, hem histopatolojik hem de biyokimyasal analizler igin
kullanild1. Histopatolojik incelemeler icin alman bobrekler %10'luk formol ¢ozeltisi
icerisinde muhafaza edilerek histopatoloji laboratuvarina gonderildi daha sonra parafin
bloklarina gomiiliip kesit alinarak mikroskobik degerlendirmeye tabi tutuldu. Bu
dokularda histopatolojik olarak hiicresel hasar, nekroz, inflamasyon ve diger morfolojik
degisiklikler degerlendirildi. Bu histopatolojik incelemeler ve yorumlanmasi Firat
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda yiiriitiildii.

Diger bobrek biyokimyasal analizler icin kullanildi. Bu 6rnek, -20 °C’de
muhafaza edilerek oksidatif stres parametreleri Ol¢iildii. Bu kapsamda, SOD, MDA,
GSH ve CAT aktiviteleri spektrofotometrik yontemlerle belirlendi. Bu biyokimyasal
analizler Inonii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya AD’da yapildi ve

yorumlandi.

3.6. Biyokimyasal Analizler

Calisma boyunca gergeklestirilen tiim biyokimyasal degerlendirmelerde,
numunelerin protein diizeylerinin dogrulugunu saglamak i¢in Bradford yontemi temel
analiz teknigi olarak kullanildi (86). Bu yontem, proteinleri boyar bir bilesikle

etkilesime sokarak absorbansta degisiklik olusturmasi prensibine dayanmaktadir.
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Olgiilen absorbans degerleri, bilinen protein standartlar1 kullanilarak olusturulan
kalibrasyon egrisiyle karsilastirildi ve numunelerdeki toplam protein konsantrasyonu
mg/mL cinsinden hesaplandi. Bradford yontemi, basit uygulamasi ve kisa analiz siiresi

ile yiiksek hassasiyet sunmasi nedeniyle biyokimyasal ¢alismalar icin tercih edildi.

3.6.1. Bobrek Dokusunun Hazirlanmasi

pH7.4 olacak sekilde 50 mM P tampon hazirlamak i¢in, 6,059 g K.HPO. ile
2,07 g KH2POs, 800 mL distile suda ¢oziildii ve ¢ozeltinin pH’1 ayarlandiktan sonra,
distile su ilavesiyle toplam hacim 1 L’ye tamamlandi. Bu tampon, dokularin
homojenizasyonu sirasinda iyonik dengeyi koruyarak enzim aktivitelerinin stabil
kalmasina yardimci olmaktadir.

Biyokimyasal analizlerde kullanmak i¢in -80 °C’de muhafaza ettigimiz bobrek
dokularindan agirlik/hacim orami 1/10 olacak sekilde ornekler tartilarak, hazirlanan P
tampon tizerine eklendi. Bu karisim, 6000 rpm’de 5 dk boyunca homojenizatorde
islenerek dokularin tamamen pargalanmasi saglandi. Homojenatlar, 15 dk siiresince
+4 °C’de 15.000 g’de santrifiijlenmis ve iist fazdaki stipernatanlar dikkatlice ayrildi. Bu
siipernatanlar, SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile GSH ve KIM-1 ol¢limleri igin
kullanildi. Elde edilen homojenatlardan MDA 6l¢limii yapildi. Santrifiijleme ve
siipernatanin  dikkatlice ayrilmasi, numunelerde olasi mekanik bozulma veya
kontaminasyonu Onleyerek analitik sonuglarin dogrulugunu artirmaktadir. Bu yontem,
dokularin biyokimyasal parametreler acisindan korunmus ve homojen bir sekilde
hazirlanmasini saglayarak, hem oksidatif stress hem de bobrek fonksiyon belirteclerinin

giivenilir bi¢imde 6l¢lilmesine imkan tanimaktadir.

3.6.2. Serumda Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii

BUN, Cr, Na, K, Cl, Ca ve P diizeylerinin belirlenmesi amaciyla kan oérnekleri
analiz edildi. Olgiimler Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Merkez Biyokimya
Laboratuvarinda Beckman Coulter marka AUS5800 model cihaz kullanilarak
gerceklestirildi. Tiim OGlglimler iiretici firma tarafindan Onerilen standart prosediirler
dogrultusunda yapild.

Elde edilen sonuclar, bobrek fonksiyonunun cesitli biyokimyasal belirtecler
tizerinden degerlendirilmesini saglamak amaciyla kaydedilmis ve istatistiksel analiz i¢in
hazirlandi. Bu parametreler, bobreklerin filtrasyon ve elektrolit dengesi gibi temel

islevlerini yansitmasi nedeniyle, nefrotoksisite c¢alismalarinda giivenilir gostergeler
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olarak kabul edildi. Ayrica ol¢glim sirasinda cihazin kalibrasyon ve kontrol ornekleri

kullanilarak sonuglarin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi saglandi.

3.6.3. KIM-1 Ol¢iimii

Bobrek hasar belirteci olan KIM-1 diizeyleri, ticari olarak temin edilen Reed
Biotech firmasina ait ELISA kiti (Katalog No: RE2750R) kullanilarak belirlendi. Bu
amagla analizlerde bobrek doku homojenatlari santrifiij edilerek elde edilen supernatant
ornekleri kullanildi. Olgiim &ncesinde supernatant &rnekleri kit prosediiriine uygun
olarak 50 kat seyreltildi ve bu sayede absorbans degerlerinin standard egri aralifinda
kalmasi saglandi.

Reaksiyon sonunda olusan renk degisimi ELISA mikroplaka okuyucusunda
uygun dalga boyunda 6l¢iildii, elde edilen absorbans degerleri standart egri yardimiyla
konsantrasyonlara doniistiiriildii ve sonuglar pg/mL cinsinden ifade edildi.

Bu yontem, KIM-1’in bobrek tlibliler hasarmi hassas ve giivenilir bigimde
gostermesi nedeniyle nefrotoksisite calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Analiz sirasinda kit kontrolleri ve replikatlar kullanilarak ol¢iimlerin dogrulugu ve
tekrarlanabilirligi saglandi. Ayrica slipernatan orneklerin uygun sekilde seyreltilmesi ve
Olcim sirasinda kullanilan standard prosediirler, yiiksek duyarlilik ve spesifite elde

edilmesine katki saglamaktadir.
3.7. Oksidatif Stres Parametrelerinin Belirlenmesi

3.7.1. MDA Ol¢iimii

Bobrek doku homojenatlarinda MDA  diizeyleri, literatiirde tanimlanmis
tiyobarbitiirik asit (TBA) esasli spektrofotometrik yontemle belirlendi (87). Bobrek
dokularindan %10 (agirlik/hacim) oraninda homojenatlar, %1,15’lik KCI ¢ozeltisi ile
¢oziilerek dokularin tamemen dispersiyonunun saglanmasi amaglandi.

Elde edilen homojenata 1,5 mL %]1 fosforik asit ile 0,5 mL % 0.6 TBA ¢ozeltisi
eklenerek karisim vortex ile homojen hale getirildi. Hazirlanan 6rnekler kaynar su
banyosunda 45 dk inkiibe edildi, bu siireg¢ MDA ile TBA arasindaki renk reaksiyonunun
olusmasimi saglar. Inkiibasyonun ardindan numunelerin oda sicakliginda sogumasi
beklenerek ve iizerine 2 mL n-biitanol ilave edilerek tekrar karigtirildi. Karigimlar, n-

biitanol fazinin ayrilmasini saglamak amaciyla karanlik ortamda 24 saat bekletildi.
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Olusan organik fazin absorbansi, spektrofotometrik olarak 532 nm dalga
boyunda o6l¢iildii. MDA miktari, tetrametoksipropan stok ¢ozeltisinden hazirlanan 20,
40, 60, 80, 100 ve 200 nmol/L konsantrasyon noktalar1 kullanilarak olusturulan
kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplandi. Sonuglar, protein miktarina normalize
edilerek mmol / mg protein birimiyle raporlandi. Bu yaklasim, bobrek dokusundaki
lipid peroksidasyonunun hassas ve tekrarlanabilir bigimde degerlendirilmesini

saglamaktadir.

3.7.2. GSH Diizeyinin Olciilmesi

Omeklerdeki GSH diizeyleri, 5,5’-ditiobis- (2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
kullanilarak yapilan kolorimetrik reaksiyonla 412 nm’de oSlgiildi (88). Bu ydntem,
indirgenmis tiyol gruplarinin DTNB ile reaksiyona girerek sar1 renkli TNB kompleksini
olusturmasi prensibine dayanir.

Analiz oncesinde ornekler %10’luk triklorasetik asit (TCA) ile ¢oktiiriilmiis ve
1000xg’de 5 dk siireyle santrifiij edildi. Elde edilen silipernatanttan 0,5 mL alinarak 2
mL Tris-EDTA tampon (0,2 M , pH 8,9) ve 0,1 mL 0,01M DTNB ilave edildi. Karisim,
oda sicakliginda 5 dk siireyle bekletilerek renk degisimi saglandi.

Olusan TNB kompleksinin absorbansi, Shimadzu UV-1201 model
spektrofotometre kullanilarak 412 nm dalga boyunda &lgiildii. Olgiilen absorbans
degerleri, GSH standard c¢ozeltisinden elde edilen kalibrasyon egrisi yardimiyla
konsantrasyon birimlerine doniistiiriildii ve sonuglar mmol/mg protein olarak raporlandi.
Bu yontem, bobrek dokusundaki indirgenmis GSH miktarinin hassas ve gilivenilir

bigimde belirlenmesini saglamaktadir.

3.7.3. SOD Aktivitesinin Belirlenmesi

Hiicresel antioksidan savunmanin onemli bir enzimi olan SOD, siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve oksijen molekiiliine ¢evrilmesini saglar. Bobrek
dokusunda SOD aktivitesi, siiperoksit radikali liretimine ve nitroblue tetrazolyum
(NBT) indirgenmesinin inhibisyonuna dayali kolorimetrik yontem kullanilarak
belirlendi (89).

Bu kapsamda deney tiiplerine 100 pL supernatant eklendi ve ardindan ksantin
(0,3 mmol/L), yaklasik 0,6 mmol/L Na:EDTA, 150 mmol/L NBT, Na.COs (400
mmol/L) ve 1 g/LL bovin serum albiimini i¢eren 2,85 mL reaktif karisimi ilave edildi.

Reaksiyonun baslatilmast amaciyla, 2M (NH4)2SO4 kullanilarak ksantin oksidaz enzim
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cozeltisinden 167 U/L olacak bi¢imde hazirlanarak her tiipe 100 pL eklendi ve 6rnekler
20 dk boyunca karanlik ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyonun tamamlanmasinin
ardindan reaksiyon, tiiplere 0,8 mmol/L CuCl; ¢ozeltisinden 1 mL eklenerek durduruldu
ve 560 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. Numunelere ait SOD aktivitesi,
standart SOD enzimi kullanilarak olusturulan inhibisyon egrisi yardimiyla hesaplandi,

sonuglar doku protein miktarina normalize edilerek U/mg protein birimiyle ifade edildi.

3.7.4. CAT Aktivitesinin Belirlenmesi

CAT, aerobik metabolizma sirasinda hiicrelerde olusan H>O2’nin su ve
molekiiler oksijene ayrismasini katalize eden 6nemli bir antioksidan enzimdir. H2O> nin
ayrisma hizina dayanan spektrofotometrik yontem kullanilarak bobrek dokusundaki
CAT aktivitesi analiz edilmistir (90). Analizden 6nce 1/15 mmol/L konsantrasyonda ve
pH 7,0 degerinde P tampon hazirlandi. Bu amacgla KH:POs’den 3,522 g ve
Na;HPO4.2H>0O’dan 7,268 g alinarak distile suda ¢oziildii ve pH ayarlamasi yapildiktan
sonra ¢ozelti distile su ile 1L hacme tamamlandi. Hazirlanan P tamponuna %30’luk
H>0O> ¢ozeltisi ilave eklenerek 10 mmol/L konsantrasyonda hidrojen peroksit ¢ozeltisi
elde edildi ve spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda absorbans1 0,5 olacak sekilde
ayarlandi.

Olgiim sirasinda kiivete 950 pL H,O» ¢dzeltisi ve 50 pL bobrek siipernatani
eklendi, hizli bir sekilde karistirildiktan sonra cihazda alinan ilk okuma baslangi¢
absorbansi olarak kaydedildi. Absorbans degisimi 1 dk boyunca izlendi ve elde edilen
absorbans degeri kullanilarak fark hesaplandi. CAT aktivitesi, molar absorbsiyon
katsayis1 esas almarak hesaplandi. Olgiim siiresi boyunca kaydedilen absorbans
degisiminin 6l¢iim siiresine boliinmesiyle elde edilen degerin; toplam reaksiyon hacmi
ve moliin mikromole ¢evrilmesini saglayan garpan (10°) ile carpilmasi ve bu sonucun
molar absorpsiyon katsayisi, 151tk yolu uzunlugu ve kullanilan numune hacmine
boliinmesiyle hesaplandi ve sonuglar U/mg protein cinsinden ifade edildi. Bu yontem,
bobrek dokusundaki CAT aktivitesinin hassas bicimde Ol¢lilmesini saglamakta ve
dokuda olusan oksidatif stresin degerlendirilmesinde giivenilir bir biyobelirte¢ olarak

kullanilmaktadir.

33



3.8. Histolojik Orneklerin Hazirlanmasi
3.8.1. Bobrek Histoloji Orneginin Hazirlanmasi

Calismanin  11. giiniinde sakrifiye edilen siganlarin  bobrek dokulari
histopatolojik degerlendirme i¢in 6rneklendi. Doku 6rnekleri %10 formalin i¢inde en az
48 saat fikse edilerek fiksasyonun ardindan dokular rutin doku takip islemine alinip,
artan konsantrasyonlardaki alkol serileri ile dehidrate edilip, ksilen ile saydamlastirilip
parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan 4-5 pm kalinliginda kesitler hazirlanip
hematoksilen-eozin (H&E) yontemiyle boyandi. Boyanan kesitler 151k mikroskobunda
incelenerek histomorfolojik degisiklikler agisindan degerlendirildi. Histolojik
degerlendirmede glomertiler ve tiibiilointerstisyel hasar1 yansitan agagidaki parametreler

esas alinarak her parametre 0-3 arasinda derecelendirildi (Tablo 3.1) (91).

Tablo 3.1. Sisplatin nefrotoksisite ¢calismalari i¢in histopatolojik skorlama tablosu

Parametre 0 (Normal) 1 (Hafif) 2 (Orta) 3 (Siddetli)
Glomeriiler hasar Normal Minimal konjesyon  Belirgin mezangial Glomeriiler yap1
glomeriiler  veya hafif mezangial genisleme + bozulmast; kapiller
yapt genigleme Bowman araliginda liimenlerde belirgin

hafif genigleme daralma/¢dkme egilimi;
glomeriil kollapsi/kaybi
veya yaygin agir yapisal

bozulma
Tiibiiler Yok Hafif Dejenerasyon Cok belirgin
dejenerasyon vakuolizasyon/sisme; belirgin; fircams1  dejenerasyon; epitel
(vakuolizasyon/ sinirh firgamsi kenar  kenar kayb1 yaygin  bitiinliigiinde bozulma /
sisme) kayb1 diffliz agir dejenerasyon;
epitel biitiinligii ciddi
bozuk
Tiibiiler Yok Az sayida Nekrotik/apoptotik ~ Yaygin nekroz; belirgin
nekroz/apoptoz nekrotik/apoptotik hiicreler belirgin;  deskuamasyon; epitel
(deskuamasyon, hiicre; minimal limende hiicresel  siirekliliginde kayip /
niikleer deskuamasyon debris artist ¢ok yaygin nekroz;
degisiklikler) tiibiiler epitelin biiyiik
kisminda kayip/¢okme
Hiyalin Yok Nadir proteindz Cast ve debris Cok sayida cast; belirgin
Silindirleri materyal veya az belirgin; tikaniklik / yaygin
sayida cast liimenlerde sik tikaniklik; yogun debris
ile akim engeli
Interstisyel yang1 Yok Hafif infiltrasyon Orta derecede Siddetli infiltrasyon; yer
(lenfosit—-makrofaj infiltrasyon yer tiibiilit eslik edebilir /
agirhikl) yaygin ¢ok siddetli

infiltrasyon; belirgin
tiibiilit ve doku hasar1

Tiibiil bazal Kalinlasma Hafif kalinlasma; Belirgin Siddetli kalinlagma; ¢ok
membran yok; bazal ~ fokal/kisa kalinlagma; sayida tiibiilde belirgin;
kalinlasmasi membran segmentlerde multifokal; bazi yer yer laminasyon /
(TBMK) normal tiibiillerde duvar yaygin kalinlasma;
kalinlig: artisi atrofik tiibiillerle birlikte

ileri yapisal degisiklik
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4. BULGULAR

Elde edilen verilerin parametrik test varsayimlarimi karsilayip karsilamadigim
degerlendirmek amaciyla, oncelikle dagilim 6zellikleri Shapiro-Wilk normallik testi
kullanilarak analiz edildi. Yapilan degerlendirmeler sonucunda incelenen degisikliklerin
normal dagilim gosterdigi belirlendi. Normal dagilim sartin1 saglayan verilerde, deney
gruplar1 arasindaki farklarin istatistiksel agidan anlamliligi tek yonlii varyans analizi
olan One-Way ANOVA ile incelendi. ANOVA testi sonucunda anlamli farklilik
belirlenen parametrelerde, bu farkliliklarin hangi gruplardan kaynaklandigini ortaya
koymak amaciyla en kiiciik anlamli fark LSD Post Hoc c¢oklu karsilastirma testi
uygulandi. Yapilan tiim istatiksel analizlerde p < 0,05 anlamlilik sinir1 olarak kabul

edildi. Analiz sonuglar1 tablo 4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1. Bobrek dokusunun biyokimyasal parametrelerinin ortalama ve gruplar arasi
karsilastirmalari

Gruplar — Kontrol Sisplatin SisPlatin + Sisplatin + Karpuz
Parametreler | Ort+SD Ort+SD Likopen Suyu Ort+SD
Ort+SD

CAT (U/mg protein) 59965+5054 56600+9688 53610+£9057 48884+70082
SOD(U/mg protein) 782,3+452  690,4+61,12 670,2+712 525,5+33,5%b¢
GSH (mmol/mg protein)  4,42+0,65 5,96+0,46* 6,11+0,64° 17+1,66%b¢
MDA (mmol/mg protein)  6,17+0,78 6,87+0,71 5,76+0,79° 3,89+0,69%b¢
KIM-1 (pg/mL) 111,7£20 87,5+11,8? 90,8+12,22 59,944 88%b¢

SOD: Siiperoksit dismutaz, CAT: Katalaz, GSH: Glutatyon, MDA: Malondialdehit, KIM-1: Bobrek
Hasar Molekiil-1, a: p<0,05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: p<0,05 sisplatin grubu ile
karsilagtirildiginda, c: p<0,05 likopen grubu ile karsilastirildiginda.

Tablo 4.2. Serum biyokimya parametrelerinin ortalama ve gruplar arasi
karsilastirmalari

Gruplar— Kontrol Sisplatin Sisplatin + Likopen  Sisplatin + Karpuz Suyu
Parametreler| Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD

BUN (mg/dL) 22,66+1,74 19,68+2,81 24,14+5,52° 22,33+3,49

Cr (mg/dL) 0,254+0,03  0,331+0,01* 0,362+0,04* 0,35+0,082

Na (mmol/L) 134,5+3,68 135,3+£3,45 14042942 131,1+4,21b¢

K (mmol/L) 5,14+0,5 5,2+0,3 6,02+0,7%° 4,91+0,4¢

Cl (mmol/L) 99,243 .35 97,5+2,38 101+1,95° 97,4+2,57¢

Ca (mg/dL) 9,8+0,69 100,77 10,1+0,84 9,81+0,44

P (mg/dL) 6,58+0,69 6,68+0,9 6,31+0,8 6,05+0,52

BUN: Kan iire azotu a: p<0,05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: p<0,05 Sisplatin grubu ile
karsilastirildiginda, c: p<0,05 likopen grubu ile karsilastirildiginda.
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4.1. Biyokimyasal Bulgular

28 adet disi Sprague-Dawley sicandan elde edilen bobrek dokularinda oksidatif
stres ve antioksidan savunma sistemiyle iligkili biyokimyasal parametreler
degerlendirildi. Bu kapsamda SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile indirgenmis GSH ve
MDA diizeyleri daha once tanimlanmis spektrofotometrik yontemler esas alinarak
manuel olgiildii.

Bobrek  hasarinin  degerlendirilmesinde  kullanilan ~ erken ~ d6nem
biyobelirteglerinden biri olan KIM-1 diizeyi, ticari olarak temin edilen ELISA kiti
yardimiyla oOlciildi. Sistemik bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla ise
serumdan BUN, Cr, Na, K, Cl, Ca ve P gibi temel elektrolit diizeyleri, rutin klinik
analizlerde kullanilan biyokimya otoanalizatorii ve {iretici firma talimatlarina uygun

ticari kitler araciligiyla belirlendi.
4.1.1. Bobrek Dokusu Biyokimyasal Sonuc¢lari

CAT Aktivitesi Sonuclari

CAT enzim aktivitesi degerlendirildiginde, karpuz suyu verilen grupta kontrol

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir diisiis belirlendi (Sekil 4.1)
(p <0,05).

CAT
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50000 =
40000
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o

KONTROL SISPLATIN LIKOPEN + SISPLATIN KARPUZ SUYU + SISPLATIN

U/mg protein

Gruplar
(a: p<<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda)

Sekil 4.1. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin CAT aktivitesi
yoniinden karsilagtirilmasi
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SOD Aktivitesi Sonug¢lar:

SOD aktivitesi; kontrol grubuna kiyasla diger tiim gruplarda anlaml diizeyde
diisiik bulundu (p<0,05). Sisplatin ve likopen gruplarina gore karpuz suyu verilen grupta
SOD aktivitesinin istatistiksel olarak daha diisiik oldugu belirlendi (Sekil 4.2) (p <
0,05).
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(a: p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: p<0.05 cisplatin grubu ile karsilastirildiginda,
¢: p<0.05 likopen grubu ile karsilastirildiginda)

Sekil 4.2. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin SOD aktivitesi
yoniinden karsilagtirilmasi

GSH Diizeyi Sonuclar

Rediikte GSH diizeyleri incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla diger tiim
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme belirlendi (p<0.05). Bununla birlikte,
sisplatin ve likopen gruplariyla karsilastirildiginda, karpuz suyu grubunda GSH
diizeylerinin daha yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 4.3) (p < 0,05).
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(a: p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: p<0.05 cisplatin grubu ile karsilastirildiginda,
c: p<0.05 likopen grubu ile karsilastirildiginda)

Sekil 4.3. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin GSH diizeyi
yoniinden karsilagtiriimasi

MDA Diizeyi Sonuglar:

MDA diizeyleri degerlendirildiginde; Kontrol grubuna kiyasla karpuz suyu
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir diisis (p<0.05), sisplatin grubuyla
karsilagtirildiginda, likopen ve karpuz suyu gruplarinda artmis olan MDA diizeyinde
anlamli bir azalma gozlendi (Sekil 4.4) (p < 0,05).
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KONTROL SISPLATIN LIKOPEN + SISPLATIN KARPUZ SUYU + SISPLATIN
Gruplar

(a: p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: p<0.05 cisplatin grubu ile karsilastirildiginda,
c: p<0.05 likopen grubu ile karsilastirildiginda)

Sekil 4.4. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin MDA diizeyi
yoniinden karsilastirilmasi
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KIM-1 Diizeyinin Sonuclari

KIM-1 diizeyleri incelendiginde; Kontrol grubuna kiyasla diger tiim gruplarda
anlamli bir azalma (p < 0,05), sisplatin ve likopen gruplariyla karsilastirildiginda karpuz
suyu grubunda KIM-1diizeyinde istatiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi (Sekil 4.5)
(p < 0,05).
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KONTROL SISPLATIN LIKOPEN + SISPLATIN KARPUZ SUYU + SISPLATIN
Gruplar

(a: p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: p<<0.05 cisplatin grubu ile karsilastirildiginda,
¢: p<0.05 likopen grubu ile karsilastirildiginda)

Sekil 4.5. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin KIM-1 diizeyi
yoniinden karsilagtiriimasi

Serum Biyokimya Parametreleri Sonuglari

Serum BUN Diizeyi Sonuclar:
Serum BUN diizeyleri incelendiginde, likopen uygulanan grupta sisplatin

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli artis gézlendi (Sekil 4.6) (p < 0,05).
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(a: p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: p<0.05 cisplatin grubu ile karsilastinldigida,
c: p<0.05 likopen grubu ile karsilastirildiginda)

Sekil 4.6. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin BUN diizeyi
yoniinden karsilagtirilmasi

Serum Cr Diizeyi Sonuclari

Serum Cr degerleri incelendiginde; kontrol grubuna kiyasla diger gruplarda

anlamli diizeyde yiikselme belirlendi (Sekil 4.7) (p < 0,05).
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Gruplar

(a: p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: p<0.05 cisplatin grubu ile karsilastirildiginda,
c: p<0.05 likopen grubu ile karsilastirildiginda)

Sekil 4.7. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin Cr diizeyi
yoniinden karsilagtirilmasi
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Serum Na Diizeyi Sonuclar:

Serum Na diizeyleri, kontrol grubuyla karsilastirildiginda likopen grubunda
anlamli diizeyde bir artis (p < 0,05), ayrica hem sisplatin hem de likopen gruplarina
gore karpuz suyu grubunda anlamli bir azalma belirlendi (Sekil 4.8) (p < 0,05).
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KONTROL SISPLATIN LIKOPEN + SISPLATIN KARPUZ SUYU + SISPLATIN
Gruplar

(a: p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: p<0.05 cisplatin grubu ile karsilastirildiginda,
¢: p<0.05 likopen grubu ile karsilastirildiginda)

Sekil 4.8. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz su ruplarinin Na diizeyi
g p P arp yu grup y
yoniinden karsilagtirilmasi

Serum K Diizeyi Sonuglari

Serum K diizeyleri degerlendirildiginde; Likopen grubunda kontrol ve sisplatin
gruplarina kiyasla anlamli bir yiikselme (p < 0,05), buna karsilik karpuz suyu verilen
grupta K diizeyleri likopen grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik

bulundu (Sekil 4.9) (p < 0,05).

41



POTASYUM
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KONTROL SISPLATIN LIKOPEN + SISPLATIN KARPUZ SUYU + SISPLATIN

Gruplar

mmol/L

(a: p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: p<0.05 cisplatin grubu ile karsilastirnldiginda,
c: p<0.05 likopen grubu ile karsilastirldiginda)

Sekil 4.9. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin K diizeyi
yoniinden karsilagtirilmasi

Serum CI Diizeyi Sonuclari

Serum Cl diizeyleri; Sisplatin grubuna gore likopen grubunda istatiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p < 0,05). Bunun yaninda likopen grubuna gore
karpuz suyu grubunda CI diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde azaldigi

belirlendi (Sekil 4.10) (p < 0,05).
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mmol/L

Gruplar

(a: p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, b: p<0.05 cisplatin grubu ile karsilastirildiginda,
c¢: p<0.05 likopen grubu ile karsilastirildiginda)

Sekil 4.10. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin Cl diizeyi
yoniinden karsilagtirilmasi
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Serum Ca Diizeyi Sonuclari

Serum Ca diizeyleri degerlendirildiginde; gruplar arasinda istatiksel olarak

anlaml bir fark belirlenmedi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarimin Ca diizeyi
yoniinden karsilagtirilmasi

Serum P Diizeyi Sonuclari

Serum P sonuglar1 degerlendirildiginde; gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli

bir farklilik belirlenmedi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Kontrol grubu, sisplatin, likopen ve karpuz suyu gruplarinin P diizeyi
yoniinden karsilagtirilmasi
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Sisplatin uygulamasi, kontrol grubuna kiyasla glomeriiler hasar, tiibiiler
dejenerasyon, tiibiiler nekroz, liimen tikanikligi, interstisyel yangi ve Tiibiiler Bazal
Membran Kalinligi (TBMK) skorlarinda anlamli artisa yol acarak belirgin nefrotoksisite
olusturdu (Tablo 4.3).

Sisplatin ile birlikte karpuz suyu uygulanmasi, 6zellikle tiibiiler nekroz, liimen
tikaniklig, interstisyel yangi ve TBMK degerlerinde medyan skorlar sisplatin grubuna
gore diistirme egilimi gosterdi; ancak c¢oklu karsilagtirmalarda Bonferroni diizeltmesi
sonrast sisplatin grubuna gore istatistiksel olarak dogrulanmis bir azalma belirlenmedi
(p < 0,05). Sisplatin ile birlikte likopen uygulanmasi ise genel olarak tiibiiler hasar ve
yangi gostergelerinde skorlart diigiirme egilimi olusturdu ve bu iyilestirici etkinin liimen
tikaniklig1 parametresinde sisplatin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeye
ulastigi gorildi (p < 0,05). Bununla birlikte glomeriiler hasar skoru, sisplatin verilen
tim gruplarda kontrol grubuna kiyasla yiiksek seyrederek, uygulanan desteklerin
glomeriiler komponent {iizerinde yetersiz koruma sagladigi izlendi. Genel olarak
bulgular, karpuz suyu ve Ozellikle likopenin sisplatine bagli bobrek hasarinda tiibiiler
diizeyde kismi bir iyilesme potansiyeli tasidigini ancak istatistiksel olarak en net etkinin

likopen grubunda liimen tikanikliginin azaltilmasi seklinde ortaya ¢iktigini diistindiirdii.

Tablo 4.3. Deney gruplarinda bobrek histopatolojik bulgularinin kargilastirilmasi

Gruplar| Glomeriiler Tiibiiler Tiibiiler  Liimen Interstisyel TBMK
Hasar cesitleri— Hasar Dejenerasyon Nekroz/  Tikamikh@  Yangi
Apoptoz

Kontrol 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Sisplatin 1 (1-1)* 2 (2-2)* 2 (2-2)° 2 (2-2) 2 (1-2) 3(3-3)°
Sisplatin+likopen 1 (1-1)* 1(1-2) 1(1-1) 1 (1-1)® 0.5 (0-1) 2(2-3)
Sisplatin+karpuz 1(1-1)® 2 (1-2)* 1(1-2)* 1(1-1) 0.5 (0-1) 2(2-2)
suyu

Degerler median (minimum-maksimum) olarak verildi. a Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek
(p <0,05), b Sisplatin grubuna gore istatistiksel olarak diisiik (p < 0,05).

Sisplatin uygulanan grupta glomeriiler hasar, tiibiiler dejenerasyon, tiibiiler
nekroz, hiyalin silindirleri, interstisyel yangi ve TBMK skorlar1 kontrol grubuna kiyasla
anlaml diizeyde artt1 (p < 0,05). Sisplatin + karpuz suyu grubunda, 6zellikle interstisyel
yangt ve limen tikamikligi skorlarinda kontrol degerlerine yaklasma egilimi
gozlenmekle birlikte, glomeriiler hasar ile tiibliler dejenerasyon ve nekroz/apoptoz
skorlar1 kontrol grubuna gore yliksek kaldi. Sisplatint+likopen grubunda tiibiiler hasari

yansitan parametrelerde (tiibiiler dejenerasyon, tiibiiler nekroz ve interstisyel yangi)
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skorlarin genel olarak daha diisiik seyrettigi izlendi. Liimen tikaniklig1 skoru, sisplatin
grubuna gore yalnizca sisplatint+likopen grubunda anlamli olarak azaldi (p < 0,05).
Tiibiiler bazal membran skorlar1 sisplatin grubunda en yliksek diizeyde belirlenirken,
karpuz suyu ve likopen uygulanan gruplarda daha diisiik medyan degerler elde edildi,
ancak bu azalma her iki grup i¢in sisplatine karst istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Likopen uygulanan grupta tiibiiler hasar1 yansitan skorlarin genel olarak daha
diisiik seyretmesi ve Ozellikle hiyalin silindirlerinin olusumu sisplatine goére anlamli
azalmasi, likopenin giiglii antioksidan ve membran stabilizan 6zellikleri {izerinden
tiibiiler epitel kaybini ve luminal debris birikimini azaltabilecegine isaret etmektedir.
Tiibiiler bazal membran skorlarinin tedavi gruplarinda daha diisiik egilim gdstermesine
ragmen istatistiksel anlamliliga ulasmamasi, bazal membran diizeyindeki yeniden
yapilanmanin daha uzun zaman gerektiren bir siire¢ olabilecegini veya bu parametrenin
degisimini yakalamak ic¢in daha genis Orneklem ve wuzun takip gerektigini
distindiirmektedir.

Bu c¢alismanin bulgulari, likopenin sisplatin kaynakli bobrek hasarinda 6zellikle
tiibtiler liimen tikanmasi tizerinden sekillenen patolojiyi azaltmada daha belirgin katki
saglayabilecegini, karpuz suyunun ise daha ¢ok yangisal bilesenlerde sinirli bir iyilesme
egilimi olusturabilecegini diistindiirmektedir. Burada “karpuz suyu” ile “likopen”
arasindaki farkin, aktif bilesenin hedef dokuya ulasma diizeyi ve standardizasyonu (saf
bilesik vs. matriks icinde degisken konsantrasyon) ile iligkili olmasi beklenir.
Dolayisiyla, ayni1 antioksidan hatti hedefleseler bile, biyoyararlanim ve doz
standardizasyonu farkliliklar1 histopatolojik ¢iktilarda ayrigsmaya yol acabilir.

Sonug olarak, sisplatin nefrotoksisitesinde karpuz suyu ve likopenin hasari
azaltma yoOniinde etkiler gosterebilecegi, ancak istatistiksel olarak en net iyilestirici
etkinin likopen grubunda liimen tikamikliginin azalmasi seklinde ortaya ¢iktigt

degerlendirilmistir.

4.2.1. Kontrol Grubunun Histopatolojik Goriintii Bulgular

Kontrol grubunda bobrek dokusunun genel mimarisi korunmus olup glomeriiller
ve tiibililer yapilar normal goriiniimdeydi. Glomeriiler hasar ya da bazal membranda
belirgin bir bozulma belirlenmedi, tubiiler atrofi ve liimen tikanmikligi gézlenmedi.
Interstisyumda belirgin ddem veya hiicresel infiltrasyon goriilmedi. Tiibiiler epitelde
nekroz/apoptoz bulgusu yoktu ve interstisyel alanda lenfosit—makrofaj agirlikli

inflamasyon izlenmedi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Kontrol grubunda normal histolojik yapidaki glomerulus ve tiibiiller, H-E,
x40.

4.2.2. Sisplatin Uygulanan Grubun Histopatolojik Goriintii Bulgular:

Sisplatin uygulanan sicanlarin bobrek dokularinda lezyonlarin baskin olarak
tiibiiler kompartmanda yer aldigi, Ozellikle korteks ve kortikomediiller bileskede
belirgin oldugu gozlendi. Proksimal tiibiil epitelinde belirgin hidropik/vakuoler

dejenerasyon, sitoplazmik eozinofilide artig belirlendi (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Proksimal ve distal tiibiillerde yaygin ve siddetli hidropik dejenerasyon, H-
E, x40.
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Ayrica, tliblil epitelinde belirgin epitel hiicre dokiilmesi/nekroz odaklar1 ve
liimende proteindz-debris birikimi ile karakterize akut tiibiiler hasar dikkati ¢ekti (Sekil
4.15).

Sekil 4.15. Tubiil epitel hiicrelerinde nekroz ve deskuamasyon, H-E, x40.

Tiibiil limenlerinde nekrotik hiicre kalintilar1 ve proteindz materyale bagh
hiyalin silindir olusumlar1 belirlendi (Sekil 4.16). Bazi alanlarda tiibiiler dilatasyon ile

birlikte, yer yer tiibiiler atrofiyle uyumlu histomorfolojik diizensizlikler gozlendi.

Sekil 4.16. Medullar tiibiillerde hiyalin silindirleri (oklar). H-E, x40.
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Interstisyel alanda belirgin 6dem ve damar yapilarinda konjesyon ile birlikte
interstisyumda cogunlukla lenfosit-makrofaj agirlikli yangisal hiicre infiltrasyonu

belirlendi (Sekil 4.17).

-

Sekil 4.17. Medullar bolgede lenfohistiositik infiltrasyon(oklar) ve tiibiiler dilatasyon.
H-E, x40.
Ayrica Ozellikle hasarli/atrofik tiibiillerde tlibil bazal membranlarinda
kalinlasma dikkat ¢ekti (Sekil 4.18).

s & r R B
A - - .

Sekil 4.18. Medullar tiibiillerde hiyalin silindirleri (oklar). H-E, x40.

Glomertiler yapilarda primer hedefe yonelik agir lezyon izlenmemekle birlikte

baz1 olgularda hafif glomeriiler konjesyon ve siirli mezangial genisleme gozlendi.
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Tiibiillerin bir kisminda bazofilik rejeneratif epitel, epitelin yassilasmasi ve yer yer

mitotik figiirler ile uyumlu rejenerasyon bulgular1 da mevcuttur.

4.2.3. Sisplatin ve Likopen Uygulanan Gruptaki Histopatolojik Goriintii
Bulgular:

Likopen verilen grupta sisplatine bagli bobrek hasarinin siddetinde belirgin
azalma izlendi. Glomeriillerde genisleme/konjesyon bulgular1 daha sinirli olup yapisal
bozulma minimal diizeyde kaldi. Tiibiiler yapilarda atrofi ve liimen tikanikliklar
sisplatin grubuna kiyasla daha hafif ve daha sinirl alanlarda izlendi. Kistik degisiklikler
nadir/fokal diizeyde goriilmiis veya belirgin degildi. Iki olguda tiibiiler liimende hiyalin

silindirleri belirlendi. (Sekil 4.19). Interstisyel infiltrasyon incelenen 6 olgunun

hi¢birinde mevcut degildi ve glomeruluslarda kayda deger bir bulguya rastlanmadi
(Sekil 4.20).

Sekil 4.19. Tibiiler liimende hiyalin silindirleri (oklar), H-E, x40.
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x40.

4.2.4. Sisplatin ve Karpuz Suyu Uygulanan Gruptaki Histopatolojik

Goriintii Bulgulan

Karpuz suyu verilen grupta da sisplatine bagli lezyonlarin siddetinde azalma
tespit edildi. Glomeriillerdeki degisiklikler genellikle hafif diizeyde kaldi, belirgin
yapisal bozulmanin siirli oldugu gozlendi. Tiibiiler epitelde hidropik dejenerasyon
(Sekil 4.21), atrofi ve limen tikanikliklari sisplatin grubuna gore daha diisiik siddette
gdzlendi, kistik degisiklikler gogunlukla minimal diizeyde izlendi. Interstisyel 6dem ve
hiicresel infiltrasyon azalarak tiibiiler epiteldeki nekroz/apoptoz bulgulari belirgin
sekilde hafifledi.
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5. TARTISMA

Bu calismada sisplatin uygulamasina bagli gelisen bobrek hasari {izerinde,
likopen ve likopen igerigi ayni olacak sekilde hazirlanan karpuz suyunun etkileri
karsilastirilmistir. Karpuz suyundaki likopen miktarinin HPLC ile belirlenerek saf
likopen ile esdeger dozda uygulanmasi, elde edilen bulgularin sadece doz kaynakl
degil, uygulanan formun igerigine bagl olarak yorumlanmasina imkan saglamaktadir.

Calismada elde edilen bulgular degerlendirildiginde; sisplatin uygulanan gruba
kiyasla likopen verilen grupta serum BUN seviyesinin belirgin diizeyde daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bu sonug, saf likopenin sisplatin kaynakli bobrek fonksiyon
bozuklugu iizerinde beklenen renoprotektif etkiyi bu parametre agisindan ortaya
koyamadigint  diisiindiirmektedir. Siplatin nefrotoksisitesi, oksidatif stres artisi,
inflamatuvar cevap ve tilibliler hasar ile iliskilendirilmekte olup, bu siiregler GFH
azalmasi ve azotlu metabolitlerin kanda birikimi ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle BUN
diizeylerindeki artis, bobrek fonsiyon bozuklugunun 6nemli bir biyokimyasal gostergesi
olarak kabul edilmektedir (3).

Literatiirde likopenin sisplatin kaynakli bobrek hasar1 tizerindeki etkileri
incelendiginde, cogu c¢alismanin likopenin lipid peroksidasyonunu azalttigini ve
antioksidan savunma sistemlerini destekledigini bildirdigi goriilmektedir. Atessahin ve
ark. sisplatin nefrotoksisitesi modelinde likopen uygulamasinin BUN diizeyinde her
zaman belirgin bir iyilesme saglayamadigini (40), Mahmoodnia ve ark. likopen
takviyesinin oksidatif stres belirtegleri lizerinde olumlu etkiler olusturmasina ragmen,
BUN ve Cr gibi klasik parametrelerde smirli ve degisken sonuclar elde edildigini
bildirmektedirler. Bu durum, likopenin antioksidan etkilerinin fonksiyonel biyokimyasal
parametrelere dogrudan ve kisa silirede yansimayabilecegi ihtimalini diisiindiirmektedir
(92). Bu veriler birlikte degerlendirildiginde, ¢alismamizda likopen grubunda BUN
diizeylerinin yiiksek seyretmesi literatiirle uyumlu olup, sisplatin nefrotoksisitesinin
yalnizca oksidatif stres mekanizmalari {izerinden degil, ayn1 zamanda hemodinamik ve
tiibiiler fonksiyonlar1 iizerinden de sekillendigini gostermektedir. Dolayisiyla saf
likopen uygulamasinin, bobrek fonksiyon testleri agisindan tek basina yeterli bir koruma
saglamayabilecegi sonucuna varilabilir.

Calismamizda Cr diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla tim deney gruplarinda

belirgin diizeyde artmis olmasi, sisplatin uygulamasiin bobrek fonksiyonlar tizerinde
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belirgin bir bozulmaya yol agtigini gostermektedir. Cr, GFH degisimlerini yansitan
temel parametrelerden biri olup, sisplatin ile olusturulan deneysel nefrotoksisite
modellerinde siklikla artis gosterdigi bildirilen parametrelerdendir. Pabla ve arka.
sisplatinin renal tiibiiler hiicrelerde hasara neden olarak Cr diizeylerinde yiikselmeye yol
actigimmi belirtmistir (3). Likopen uygulamasinin Cr diizeyleri {izerindeki etkileri
incelendiginde, literatiirde fakli sonuglarin bildirildigi goriilmektedir. Atessahin ve ark.
likopenin oksidatif stres parametrelerini belirgin sekilde 1iyilestirdigini ancak Cr
diizeylerinde tam bir normalizasyon saglayamadigini rapor etmistir (40). Benzer
sekilde, Peres ve ark. Cr’in bobrek hasarina cevabin daha geg siirede ortaya ¢iktigini ve
erken donemde uygulanan antioksidan tedavilere her zaman duyarli olmayabilecegini
vurgulamistir (8). Bu baglamda c¢alismamizda likopen ve karpuz suyu uygulanan
gruplarda Cr diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek seyretmesi, s6z konusu
uygulamalarin GFH gostergeleri ilizerinde kisa siirede belirgin bir koruyucu etki
olusturmadigini diigiindiirmektedir. Elde edilen bulgular, sisplatin nefrotoksisitesinde Cr
artisinin yalnizca oksidatif stresle sinirli olmayip, hemodinamik degisiklikler, tiibiiler
hasar ve inflamatuvar siiregler gibi ¢ok faktorlii patofizyolojik mekanizmalarin birlikte
etkisiyle ortaya cikabilecegini desteklemektedir.

Serum Na degerleri incelendiginde, kontrol ve sisplatin gruplarina kiyasla
likopen grubunda anlamli bir artig gozlenmistir. Sisplatin uygulamasinin renal tiibiiler
hiicrelerde hasara yol agarak Na geri emilim mekanizmalarin1 bozdugu, bu nedenle
serum Na diizeylerinde diizensizliklere neden olabilecegini diistindiirmektedir. Pabla ve
ark. sisplatinin Na*/K*-ATPaz aktivitesini baskilayarak tiibiiler iyon tasinmasini
olumsuz etkiledigini belirtmistir (3). Sisplatinin 6zellikle proksimal tiibiiler hiicrelerde
Na geri emilimini bozarak serum Na diizeylerinde artisa neden olabildigi, Minzi ve ark.
sisplatin iligkili nefrotoksisite calismasinda da vurgulanmistir (93). Calismamizda
likopen grubunda gozlenen Na artisi, literatiirde bildirilen sisplatin kaynakli tiibiiler
disfonksiyon bulgulariyla uyum gostermektedir. Buna karsilik karpuz suyu uygulanan
grupta Na diizeylerinin hem sisplatin hem de likopen grubuna gore daha diisiik
seyretmesi, bu uygulanan tiibiiler iyon taginimi iizerinde daha diizenleyici bir etki
olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Tolouian ve ark. ¢ok bilesenli dogal iiriinlerin tek
basina uygulanan antioksianlara kiyasla hiicre membrani stabilitesi ve iyon kanallari
tizerinde daha dengeli etkiler olusturabilecegini bildirmistir. Calismamizda karpuz suyu

grubunda elde edilen bulgular bu goriisii desteklemektedir.
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K parametresi incelendiginde, likopen grubunda kontrol ve sisplatin gruplarina
gore anlamli bir artis gozlenmesi, K dengesinin yeterince saglanamadigini
gostermektedir. Sisplatin nefrotoksisitesinde distal tiibiiler hasarin ve hiicresel membran
biitlinliigiindeki bozulmanin K regiilasyonunu olumsuz etkileyebilecegi, Pabla ve ark.
deneysel c¢alismalarinda ayrintili olarak ortaya konmustur (3). Bu baglamda,
calismamizda likopen grubunda K diizeylerinin yiikselmis olmasi, sisplatinin
olusturdugu tiibiiler hasarin antioksidan uygulamaya ragmen tam olarak diizelmedigini
diisiindiirmektedir. Ayrica, karpuz suyu grubunda K diizeylerinin likopen grubuna
kiyasla daha diisiik ve dengeli seyretmesi, bu uygulamanin homeostazini korumada
daha etkili olabilecegine isaret etmektedir. Bu durum, karpuz suyunun icerdigi
likopenin yani sira biyoaktif bilesenlerin birlikte etki gostererek tiibiiler fonksiyonlari
destekleyebilecegi goriisiiyle ortiismektedir.

Cl diizeyleri agisindan degerlendirildiginde, likopen grubunda sisplatin grubuna
kiyasla gozlenen anlamli artis, asit-baz dengesi ve tiibiiler reabsorpsiyon siireclerinin
tam olarak normale donmedigini gostermektedir. Ozkok ve ark. sisplatin
nefrotoksisitesinde Cl tasiniminin 6zellikle tiibiiler hasara duyarli parametrelerden biri
oldugunu ve antioksidan miidahalelere her zaman paralel cevap vermedigini bildirmistir
(4). Calismamizda likopen grubunda elde edilen Cl sonuglari, bu literatiir bilgileriyle
uyumlu bulunmustur. Buna karsin karpuz suyu grubunda CI diizeylerinin daha dengeli
seyretmesi, bu uygulamanin tiibiiler fonksiyonlar {izerindeki diizenleyici etkisinin daha
belirgin olabilecegini diisiindiirmektedir. Miller ve ark. sisplatin iliskili elektrolit
dengesizliklerini ele alan calismalarinda da, tiibiiler diizeydeki iyilesmenin yalnizca
oksidatif stresin azalmasiyla degil, hiicresel fonksiyonlarin biitiinciil olarak
desteklenmesiyle saglanabilecegi vurgulanmistir (94).

Serum Ca ve P diizeylerinde gruplarda anlamli bir fark belirlenmedi. Bu sonug,
sisplatin ile olusturulan nefrotoksisite modelinde mineral dengesinin kisa stireli
uygulamalarda serumda degismeyebilecegini diisiindiirmektedir. Ca ve P gibi
mineraller, bobrek fonksiyonlarinin yani sira sistemik hormonal regiilasyon
mekanizmalariyla da siki bicimde kontrol edilmektedir. Bu nedenle akut nefrotoksisite
modellerinde serum Ca ve P degerlerinde belirgin farkliliklarin ortaya g¢ikmamasi
biyolojik olarak tutarli bir bulgu olarak degerlendirilebilir. Literatiirde, sisplatin tedavisi
goren hastalarda serum elektrolitleri ve minerallerle ilgili yapilan ¢aligmalarda benzer
karmagik egilimler bildirilmistrir. Arankumar ve ark. bes siklus sisplatin tedavisi

sonrasinda serum Ca ve P diizeylerinde azalmalar gozlenmis olmakla birlikte, bu
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degisimler her birey icin tutarli bir sekilde anlamli fark yaratmamistir (95). Bu tip
bulgular, mineral iyonlarmin sadece bdbrek hasarina dogrudan cevap vermekle
kalmayip ayni zamanda paratiroid hormonu, vitamin D metabolizmas1 ve hiicresel
transport mekanizmalarima bagli olarak diizenlendigini gostermektedir. Ayrica
giiniimiize kadar gelen caligmalarda, serum elektrolit dengesizliklerinin sisplatin
tedavisinde sik goriilebilecegini ancak bu degisikliklerin mineral parametrelerinde
belirgin farkliliklar olusturmadan da seyredebilecegini rapor etmistir. Bu bulgular,
serum Ca ve P diizeylerinin kisa vadeli nefrotoksisite modellerinde stabilize olabildigini
ve homeostatik mekanizmalar tarafindan korundugunu diistindiirmektedir (96).
Dolayisiyla, g¢alismamizda serum Ca ve P diizeyleri arasinda anlamli bir farkin
olmamasi, sisplatin nefrotoksisitesinin mineral metabolizmas1 {izerinde kisa donemde
belirgin bir etki olusturmadigini ortaya koymaktadir.

Calismamizda CAT aktivitesi degerledirildiginde, karpuz suyu verilen grubun
kontrol grubuna gore anlamli diisiis sergiledigi tespit edilmistir. Ozellikle sisplatin
uygulanan dokularda CAT aktivitesinin inhibe edildigi, bunun sonucunda oksidatif stres
yiikiiniin arttig1 ve hiicresel savunma kapasitesinin zayifladigi bildirilmistir (97). Bu
bulgu, calismamizda karpuz suyu grubunda gozlenen CAT aktivitesi diisiisii ile temel
mekanizmalar agisindan ortiismektedir. Buna ek olarak, dogal antioksidan igerigi zengin
bilesiklerin sisplatin kaynakli oksidatif stres parametrelerini iyilestirebildigi bircok
calismada gosterilmis olmasina ragmen, CAT aktivitesinin her durumda korunmasinin
garanti olmadig1 da bildirilmistir. Ornegin baz1 bitkisel antioksidan uygulamalarinda
enzimatik antioksidan aktivitelerinde artis gozlenmesine karsin, CAT aktivitesinin
belirli doz veya uygulama siirelerinde yetersiz cevap verdigi bildirilmektedir (98). Bu
durum, antioksidan takviyenin yalnizca ROS {iretimini azaltmakla kalmayip ayni
zamanda enzimatik savunma sistemlerinin diizenlenmesinde de kompleks etkiler
gosterebilecegini diistindiirmektedir. Sonug olarak, karpuz suyu uygulanan grupta CAT
aktivitesinde belirlenen azalma, sisplatin nefrotoksisitesine eslik eden oksidatif stres
yiikiiniin ve enzimatik antioksidan sistemdeki denge kaybinin bir yansimasi olabilir.
Mevcut literatiir, CAT gibi kritik antioksidan enzimlerin diizenlenmesinin hem oksidatif
hem de antioksidan metabolik aglarla etkilesim i¢inde oldugunu gostermektedir; bu
baglamda caligmamizin bulgular literatiirle uyumludur (97, 98).

Calismamizda SOD enzim aktivitesi incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla
sisplatin, likopen ve karpuz suyu uygulanan tiim gruplarda anlamli bir disiis oldugu

belirlendi. Bu bulgu, sisplatin nefrotoksisitesinin oksidatif stres diizeyini yiikselterek
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antioksidan  enzim savunma mekanizmalarmin  kapasitesini  azaltabildigini
gostermektedir. SOD, siiperoksit radikalini daha az zararl tiirevler haline doniistiirerek
hiicreleri oksidatif hasardan koruyan birincil savunma mekanizmalarindan biridir, bu
enzimin aktivitesindeki azalma, hiicre i¢i ROS birikimini ve buna bagli doku hasarini
artirabilir. Giincel ¢aligmalar, sisplatinle olusturulan akut bobrek hasart modellerinde
SOD aktivitesindeki azalmanin ortak bir oksidatif stres gostergesi oldugunu rapor
etmistir. Rosinidin’in sisplatin nefrotoksisitesine karsi koruyucu etkilerini arastiran bir
calisma, sisplatinin renal dokularda SOD aktivitesini baskiladigini ve bu durumun
oksidatif stres seviyeleriyle iliskili oldugunu gostermistir (99). Bu c¢alisma, SOD
aktivitesindeki diislisiin sisplatin uygulamasinin onemli bir patofizyolojik etkisi
olduguna dair destek saglamaktadir. Benzer sekilde, diosminin sisplatin kaynakli bobrek
hasarinda antioksidan enzim aktivitelerini diizenledigi bir preklinik modelde, SOD dahil
olmak tizere enzimatik antioksidan savunmanin sisplatin ile baskilandig1 ve diosmin
uygulamasiyla bu etkinin kismen geri dondiirtilebildigi gosterilmistir (100). Bu bulgu,
antioksidan tedavilerin SOD aktivitelerini artirma potansiyeline sahip oldugunu ortaya
koyarken, ayn1 zamanda her antioksidan miidahalenin SOD’u tamamen koruyamadigin
da gostermektedir. Ayrica, sisplatin nefrotoksisitesi ile iligkili oksidatif stres ve
antioksidan cevap iizerine yapilan sistematik bir calismada da, SOD’un sisplatin
tedavisi sonrasinda belirgin sekilde diistiigli ve bu diislisin ABH’in 6nemli bir
biyokimyasal gostergesi oldugu ifade edilmistir (101). Bu veriler, calismamizda
gozlenen SOD aktivitesi diisiisliniin literatiirde de sik¢ca dogrulandigini gostermektedir.
Dogal iirtinlerin ve fito-bilesiklerin etkilerini inceleyen yakin tarihli modellerde SOD
gibi enzimatik antioksidan aktivitelerinin dahi bazen beklenen diizeltmeyi gostermedigi,
bunun ise doz, uygulama siiresi ve molekiiler hedef farkliliklar1 sebebiyle olabilecegi
belirtilmistir (102). Bu baglamda, karpuz suyu uygulanan grupta gozlenen SOD
aktivitesi disiisii, likopen veya diger bioaktif bilesenlerin antioksidan etkilerinin tiim
enzimatik savunma sistemlerini esit sekilde artirmadigini diisiindiirmektedir.
Calismamizdaki GSH seviyeleri kontrol grubuna kiyasla sisplatin, likopen ve
karpuz suyu uygulanan tiim gruplarda anlamli sekilde artmistir. Karpuz suyu grubunda
sisplatin ve likopen gruplarina gére GSH artisi daha belirgindir. Sisplatin
nefrotoksisitesinde GSH’in korunmasi veya artmasi, hiicresel savunmanin aktif
oldugunu diisiindiirmektedir. Giincel literatiirde de sisplatin uygulanan modellerde GSH
metabolizmasinin bozuldugu, GSH diizeylerinin ¢ogu durumda azaldigi ve bunun

dokularda oksidatif hasarla dogrudan iliskili oldugu gosterilmistir. Liu ve ark.
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calismasinda, sisplatin tedavisinin renal hiicrelerde GSH metabolizmasin1 bozdugu,
bunun sonucunda aktif antioksidan/oksitlenmis oksidan oraninin azaldigir ve durumun
hem apoptosis hem de ferroptik hiicre oliiminii tetikledigi belirtilmistir (103). Bu
bulgular, sisplatin nefrotoksisitesinin GSH cevaplarin1 zorladigin1 ve metabolik yollarda
belirgin degisimlere neden oldugunu ortaya koyar. Buna karsin literatiirde, bazi
antioksidan uygulamalarinin GSH seviyelerini ylikselttigi ve bu artigin renoprotektif
etkiyle iliskili oldugu da rapor edilmistir. Rosinidin gibi flavonoid tiirevlerinin sisplatin
kaynakli bobrek hasarinda GSH dahil olmak {izere antioksidan parametreleri
tyilestirdigi ve bu ekilerin hiicreyi oksidatif strese karst korudugu bildirilmistir (99). Bu
da GSH diizeylerindeki artisin sadece bir cevap degil ayni zamanda antioksidan
sistemin modiilasyonunun da bir gostergesi oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica
literatirde GSH takviyesinin sisplatin nefrotoksisitesine karsi koruyucu etkiler
olusturdugu, BUN ve Cr gibi fonksiyonel parametreleri iyilestirdigi ve genel dokusal
hasar1 azalttigr bildirilmistir (104). Calismamizda karpuz suyu verilen grupta GSH
diizeylerinin diger tedavi gruplarina gore daha yiiksek olmasi, karpuzun likopen ve
sitriilin gibi dogal bilesenlerinin birlikte GSH havuzunun (rediikte GSH +oksitlenmis
GSH) korunmast veya artirilmasi iizerinde olumlu etkiler olusturabilecegini
gostermektedir. Bu bulgu, hiicresel antioksian cevabin tek bir molekiil ya da yolakla
siirli kalmayip, birden fazla biyokimyasal mekanizmanin etkilesimiyle sekillendigini
gostermektedir.

Calismamizda bobrek dokusundaki MDA diizeyleri agisindan bakildiginda,
kontrol grubuna kiyasla karpuz suyu uygulanan grupta anlaml bir diislis gézlenmistir.
Ayrica sisplatin grubuyla karsilastirildiginda hem likopen hem de karpuz suyu
gruplarinda MDA diizeylerinde belirgin azalma oldugu; likopen grubuna gore karpuz
suyu verilen grupta MDA diizeyinin daha da anlamli sekilde diistiigli tespit edilmistir.
Literatiirde sisplatin uygulanan deneysel nefrotoksisite arastirmalarinda MDA
diizeylerindeki artis yaygin sekilde rapor edilmistir. Punicalagin’in sisplatin ile
indiiklenen bobrek hasarini arastirdiginda, sisplatin tedavisinin doku MDA seviyelerini
belirgin sekilde artirdigi ve bu artigin antioksidan savunma sisteminin bozulmasiyla
iliskili oldugu gosterilmistir; Punicalagin uygulamasinin MDA’y1 diistirdiigii ve
oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir (105). Bu c¢alisma, sisplatinle artmis lipid
peroksidasyonunun antioksidan uygulamalarla tersine ¢evrilebilecegini gostermektedir.
Benzer sekilde rosmanirik asidin sisplatinle olusturulan akut bobrek hasarinda etkilerini

degerlendiren modelde de, sisplatin uygulamasinin MDA seviyelerini yiikselttigi;
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antioksidan tedavi ile bu yiikselmenin belirgin sekilde baskilandigi1 gosterilmistir (106).
Bu bulgular, lipid peroksidasyonuna bagli MDA artisinin sisplatin nefrotoksisitesinin
onemli bir bileseni oldugunu ve antioksidan destekle bu etkinin azaltilabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica baz1 ¢alismalar MDA artisinin sisplatin ile birlikte oksidatif
stres ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile iliskili oldugunu ortaya koymustur; bu
calismalar, antioksidan uygulamalarin ROS iretimini disiirerek MDA seviyelerini
azaltabilecegini ileri stirmiistiir (107). Bu literatlir ¢cer¢evesinde, ¢alismamizda karpuz
suyu ve likopen uygulamasi ile MDA diizeylerinin anlamli sekilde diismesinin, oksidatif
stres ylikiinlin azaltilmas1 ve lipid peroksidasyonunun engellenmesi yoluyla saglandigi
sOylenebilir. Bu sonuglar, karpuz suyu gibi kompleks dogal bilesiklerin antioksidan
kapasitesinin sisplatin ile artan MDA diizeyini kontrol altina almada etkili olabilecegini
gostermektedir.

Calismamizda bobrek dokusundaki KIM-1 diizeyleri kontrol grubuna kiyasla
sisplatin ve likopen gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artis gostermis, karpuz suyu
verilen grupta ise belirgin diisiis gozlenmistir. Sisplatin nefrotoksisitesine bagli ABH
modellerinde KIM-1 seviyelerinin yiikseldigi ve bu artisin geleneksel parametrelerden
once ortaya ciktig1 giincel klinik ve deneysel ¢aligmalarda raporlanmistir (108, 109). Bu
baglamda, calismamizda karpuz suyu grubunda KIM-1 diizeyindeki anlamli azalis,
tiibiiler hiicrelerin korunmasina ydnelik bir antioksidan veya renoprotektif etkinin
gostergesi olarak yorumlanabilir. Giincel klinik verilerde, sisplatin tedavisi goren kanser
hastalarinda KIM-1’in idrar veya serum diizeylerinde artisin ABH’n1 erken ve gizli
donemde tespit etmede geleneksel parametrelere gore daha duyarli oldugu belirtilmistir
(109). Bu ¢alismalar, KIM-1’in heniiz Cr veya BUN diizeylerinde anlamli degisim
olmadan once bile bobrek hasarini yansitabilecegini gostermektedir. Bu nedenle
calismamizda KIM-1 diizeylerindeki azalmanin, sisplatin kaynakli bobrek hasarinin
sinirlanmastyla iliskili olabilecegi ve bunun bilimsel acidan anlamli oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica KIM-1 yalnizca hasar gostergesi degil aym1 zamanda doku
iyilesme siireclerine de isaret edebilen bir parametre olarak degerlendirilmistir. Sisplatin
modelinde KIM-1’in yonetimi ve tiibiiler hiicre cevaplarinin modiilasyonu ile ilgili
yaklasimlar, bu molekiiliin bobrek onarim silireglerinde potansiyel bir rol
oynayabilecegini diislindiirmektedir (110). Dolayisiyla KIM-1 diizeylerindeki azalis,
yalnizca hasarin azalmasi degil ayn1 zamanda doku onarim mekanizmalarinin aktive
olmasinin bir yansimast olabilir. Sonu¢ olarak, calismamizda KIM-1 diizeylerinde

kaydedilen anlamli azalig, karpuz suyunun antioksidan ve renoprotektif etkileri ile
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sisplatin nefrotoksisitesinde tiibiiler hasarin belirgin sekilde azaltilmasiyla uyumlu
goriinmektedir. Bu gozlem, KIM-1’in sadece bdbrek fonksiyon bozukluklarini degil,
tiilbiiler biitiinliglin - korunmasimni  da yansitan duyarli bir biyobelirteg olarak
kullanilabilecegini desteklemektedir (108-110).

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda sisplatin uygulamasinin bobrek
dokusunda belirgin bir hasar paterni olusturdugu ve lezyonlarin agirlikli olarak tiibiiler
kompartmanda yogunlastifi gosterilmistir. Kontrol grubunda renal doku diizeninin
korunmus olmasi, gozlenen degisikliklerin deneysel nefrotoksisiteye bagli gelistigini
desteklemektedir. Sisplatin grubunda glomeriiler hasar, tiibiiler dejenerasyon, tiibiiler
nekroz, limen tikanikligi, hiyalin silindir olusumu ve interstisyel yangi skorlarinin
kontrol grubuna goére anlamli derecede arttig1 belirlenmistir. Giincel literatiirde sisplatin
nefrotoksisitesinin temel olarak proksimal tiibiiler hiicrelerde ilag birikimi sonucu
gelistigi; DNA hasar1, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres artis1 ve inflamatuvar
cevabin aktivasyonu ile akut tlibiiler hasara yol actigi bildirilmektedir (111, 112).
Calismamizda oOzellikle korteks ve kortikomediiller bileskede belirginlesen hidropik
dejenerasyon, epitel dokiilmesi ve nekroz odaklar1 bu mekanizmalarla uyumludur.

Sisplatin grubunda liimen igerisinde proteindz debris ve hiyalin silindir olusumu
dikkat ¢cekmistir. Literatiirde tiibiiler epitel kayb1 sonrasi intraliiminal protein birikimi ve
hiicresel kalintilarin silindir formasyonu olusturdugu ve bunun tiibiiler obstriiksiyona
katkida bulundugu belirtilmektedir (111). Bu durum ¢aligmamizda liimen tikaniklig
skorlarinin yiiksek bulunmasini agiklamaktadir.

Likopen uygulanan grupta tiibliler dejenerasyon, nekroz ve interstisyel yangi
skorlarmin genel olarak daha diisiik seyretmesi ve Ozellikle limen tikaniklig
parametresinde sisplatin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma belirlenmesi,
likopenin koruyucu etkisini diisiindiirmektedir. Giincel ¢aligmalar likopenin giiglii bir
lipofilik antioksidan oldugunu, hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu azalttigini
ve oksidatif hasar1 smirlayabildigini bildirmektedir (113). Oksidatif stresin sisplatin
nefrotoksisitesinde merkezi rol oynadigi géz Oniine alindiginda likopenin ozellikle
tiibiiler epitel biitiinliiglinli koruyarak luminal debris olusumunu azaltmis olabilecegi
distiniilmektedir (111, 112).

Karpuz suyu grubunda bazi histopatolojik gostergelerde iyilesme egilimleri
izlenmis olsa da, coklu karsilastirmalarin ardindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik tespit edilememistir. Bu durum, karpuz suyunda bulunan aktif bilesenlerin

dogal matriks i¢indeki dagiliminin ve hedef dokuda ulasabildigi etkin konsantrasyonun
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saf likopene kiyasla degisken olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde,
literatlirde dogal antioksidanlarin farmakokinetik davranislarinin saf, standartlagtirilmis
bilesiklerle karsilastirildiginda farklilik gosterebilecegi belirtilmektedir (112).

Glomeriiler hasar skorlarinin sisplatin uygulanan gruplarda kontrol grubuna
kiyasla yiliksek seyretmesi, sisplatinin esas olarak tiibiiler yapilar1 hedefledigini,
glomeriiler degisikliklerin ise daha smurli ve ikincil mekanizmalar sonucu ortaya
ciktigini gosteren glincel literatiirle uyumludur (111). Ayrica glomeriiler komponentteki
yapisal degisikliklerin geri doniisiinlin daha uzun siire gerektirebilecegi de géz oniinde
bulundurulmalidir.

Sonug olarak, histopatolojik bulgular sisplatin kaynakli nefrotoksisitenin agirlikli
olarak tiibiiler yapilar1 etkiledigini dogrulamaktadir. Likopen uygulamasi, ozellikle
tibiiler limen tikanikliginin azaltilmasinda belirgin bir koruyucu etki gosterirken,
karpuz suyu sinirl bir iyilesme egilimi ortaya koymustur. Bu bulgular, sisplatinin neden
oldugu oksidatif stress ve inflamasyonun bdbrek hasarindaki temel roliini
desteklemekte ve likopenin bu patolojide potansiyel bir koruyucu olabilecegini

diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligma kapsaminda, sisplatin ile nefrotoksisite olusturulan hayvan deneyi
modelinde saf likopen ve esdeger miktarda likopen iceren karpuz suyu uygulamalarinin
bobrek fonksiyonlari, elektrolit dengesi, oksidatif stres parametreleri ve bobrek hasar
belirtecleri tizerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular, 6zellikle karpuz suyu
uygulamasmin bdbreklerdeki oksidatif stres belirteclerini  diizenleyerek hiicresel
antioksidan savunmay gili¢lendirdigini ortaya koymaktadir. Bu kapsamda SOD ve CAT
aktivitelerinde gozlenen degisimler, rediikte GSH seviyelerinin korunmasi ve MDA
diizeylerinde saglanan diislis dogal antioksidanlarin lipid peroksidasyonunu sinirlayarak
hiicresel savunma mekanizmalarini destekledigini géstermektedir (40, 107, 114).

Calismamizdaki elektrolit sonuglari, karpuz suyu uygulamasinin Na, K ve Cl
diizeylerini likopen ve sisplatin gruplarmma kiyasla daha dengeli bir sekilde
sirdliirdiigini ortaya koymustur. Bu bulgular, literatiirde dogal antioksidan
uygulamalarinin elektrolit dengesini destekledigini ve bobrek tiibiiler fonksiyonlarin
koruyabilecegini belirten giincel ¢alismalar1 destekler niteliktedir (107, 115). Buna
karsin, kandaki Ca ve P diizeylerinde belirgin bir degisiklik gdzlenmemis olup bu
durum, antioksidan uygulamalarinin mineral homeostaz1 iizerindeki etkisinin sirl
olabilecegini diisiindiirmektedir (107, 116).

BUN ve Cr degerleri incelendiginde, likopen ve karpuz suyu uygulanan
gruplarda kontrol grubuna gore yiiksek seviyeler korunmus, buna karsin karpuz suyu
grubunda elektrolit dengesi agisindan daha stabil bir goriinlim goézlemlenmistir. Bu
durum, literatiirde bildirilen, antioksidan uygulamalarinin oksidatif stres gostergelerini
tyilestirebilmesine ragmen klasik bobrek fonksiyon testlerinde erken donemde her
zaman anlamli diizelme saglamadigi bulgulariyla uyumludur (40, 92).

Bobrek hasar belirteci KIM-1 seviyeleri, karpuz suyu uygulanan grupta diger
gruplara gore daha diisiik bulunmus ve renoprotektif potansiyelini ortaya koymustur. Bu
bulgu, karpuz suyunun yalnizca likopen igerigine degil, ayn1 zamanda igerdigi farkl
biyoaktif ve antioksidan bilesenlerin birlikte etkisine bagli olarak daha kapsamli bir
koruyuculuk saglayabilecegini diisiindiirmektedir (114, 115).

Tiim bu verilerden yola ¢ikarak; 7 mg/kg/giin sisplatin uygulamasinin bobrek
fonksiyonlarinda bozulma ve oksidatif stres artis1 ile karakterize belirgin nefrotoksisite

olusturdugu; 4 mg/kg/glin likopen uygulamasinin bazi biyokimyasal ve oksidatif stres
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parametrelerinde diizenleyici etki gosterdigi, ancak bu etkinin tiim parametreler i¢in
yeterli diizeyde olmadigi belirlenmistir. Buna karsilik, karpuz suyu verilen grupta hem
bobrek fonksiyon parametrelerinde hem de antioksidan savunma ve lipid peroksidasyon
gostergelerinde belirgin olumlu etkiler gozlemlenmistir.

SOD ve CAT aktivitelerindeki degisimler, rediikte GSH diizeylerinde gdzlenen
artis ve MDA diizeylerindeki azalma, karpuz suyunun lipid peroksidasyonunu
azaltigint ve hiicresel savunmayi1 destekledigini ortaya koymaktadir. KIM-1
diizeylerindeki diisiis ve elektrolit dengesinin korunmasi, karpuz suyunun renoprotektif
potansiyelini desteklemektedir. Elde edilen veriler, giincel literatiirde bildirilen dogal
antioksidanlarin sisplatin kaynakli oksidatif hasar1 sinirladig1 ve bazi bobrek fonksiyon
parametrelerini olumlu yonde etkileyebildigi bulgulariyla uyumludur (40, 92, 107, 114-
116).

Bu calismada elde edilen histopatolojik veriler, sisplatinin bobrek dokusunda
ozellikle proksimal tiibiiler yapilarda belirgin dejenerasyon, nekroz, liimen tikaniklig1 ve
interstisyel inflamasyon olusturarak akut nefrotoksisiteye yol actigini ortaya koymustur.
Bu bulgular, sisplatinin tiibiiler hiicrelerde birikerek oksidatif stres artigi, mitokondriyal
disfonksiyon ve inflamatuvar cevap aktivasyonu lizerinden hasar olusturdugunu bildiren
giincel literatiirle uyumludur (111, 112). Likopen uygulanan grupta o6zellikle tiibiiler
limen tikanikliginda istatistiksel olarak anlamli azalma belirlenmesi likopenin giiclii
antioksidan Ozellikleri sayesinde lipid peroksidasyonunu azaltarak tiibiiler epitel
biitlinliigiinii koruyabilecegini diisiindiirmektedir (113). Karpuz suyu uygulamasinda ise
histopatolojik parametrelerde iyilesme egilimi gozlenmekle birlikte, bu etkinin
istatistiksel olarak sinirli  kalmasi dogal matriks igindeki aktif bilesenlerin
biyoyararlanim ve doz standardizasyonu farkliliklariyla iligkili olabilir.

Sonu¢ olarak; Sisplatin nefrotoksisitesinde hasarin agirlikli olarak tiibiiler
diizeyde gelistigini dogrulamaktadir. Bu baglamda, karpuz suyu ve likopen gibi dogal
antioksidanlarin sisplatin tedavisine eslik eden nefrotoksisiteyi 6nleme veya azaltmada
potansiyel bir destekleyici olarak degerlendirilmesi Onerilmektedir. Gelecek
calismalarda, karpuz suyunun igerdigi farkli biyoaktif bilesenlerin arastirilmasi ve klinik
caligmalara temel olusturabilmesi amaciyla, farkli hayvan modellerinde uzun siireli

degerlendirilmesi de 6nerilebilir.
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