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OZET

Timokinonun Sicanlarda Metotreksat ile Indiiklenen Bébrek Hasar
Uzerine Etkisinin Biyokimyasal ve Histopatolojik Olarak Incelenmesi.

Giris ve Amac: Metotreksat hiicre boliinmesini inhibe etmesi nedeniyle yaygin olarak
kullanilan antimetabolit kemoterapdtiklerden biridir. Yiiksek dozda kullanilan metotreksatin
akut bobrek hasarina neden oldugu bilinmektedir. Timokinonun antioksidan antiinflamatuar,
ilag yan etkilerini azaltici etkileri bildirilmistir. Bu calismanin amaci sicanlarda metotreksat
ile olusturulan akut bobrek hasart modelinde giiclii bir antioksidan olan timokinonun etkisinin
biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: Calismamizda, Wistar albino cinsi erkek si¢anlar kullanildi.
Siganlar her grupta 6 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Gruplar; I.Kontrol, II. MTX, IIL
MTX + TQ (20 mg/kg) ve IV. MTX + TQ (50 mg/kg) seklindedir. Kontrol grubu sicanlara 20
mg/kg gavaj yoluyla 5 giin boyunca tek doz musir yagi verildi. II, III ve IV. gruba deneyin 2.
giinii tek doz 20 mg/kg i.p. olarak MTX verildi. III. Gruba 20 mg/kg ve IV. Gruba 50 mg/kg
TQ 5 giin boyunca gavaj yoluyla verildi. Tiim hayvanlar 6. giin sonunda sakrifiye edilerek
alman bobrek dokusu ve kan 6rnekleri biyokimyasal ve histopatolojik olarak incelendi.

Bulgular: Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda oOlgiilen bobrek dokusunda
KIM-1, MIOX ve serum Orneklerinde iire, kreatinin, KIM-1 ve MIOX degerlerinde MTX
grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir artis gozlendigi ve bu artisin TQ kullanimina bagl
olarak azaldig1 gozlendi. Bobrek dokusu ve serum GSH degerlerinde MTX grubunda kontrol
grubuna gore anlaml olarak azalirken, TQ kullaniminin GSH degerini arttirdigi gozlendi.
Histopatolojik incelemelerde MTX grubuna ait bobrek dokularinda oksidatif hasarin
gostergesi olabilecek bulgular gozlendi. MTX ve kontrol grubu karsilastirildiginda her iki
grupta bu bulgular anlamli (p<0.05) iken, TQ alan gruplarda bu histopatolojik degisikliklerin
anlamli 6l¢iide azaldig1 goriildii.

Sonug: Sicanlarda metotreksatin olusturdugu bdbrek hasarina kargi timokinon
kullaniminin antioksidan ve diger 6zellikleri ile koruyucu olarak bu hasar1 6nledigi saptandi.
Buna bagli olarak timokinonun kemotropik ilaglarla birlikte kullanimi i¢in klinik olarak daha

ileri diizey ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Akut Bobrek Hasar1, KIM-1, MIOX, Metotreksat, Timokinon.
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ABSTRACT

Biochemical and Histopathological Investigation of the Effect of
Thymoquinone on Methotrexate-Induced Kidney Injury in Rats.

Introduction and Aim: Methotrexate is one of the most widely used antimetabolite
chemotherapeutics because it inhibits cell division. High doses of methotrexate are known to
cause acute kidney injury. Antioxidant, anti-inflammatory and reducing effects of drug side
effects of thymoquinone have been reported. The aim of this study is to biochemically and
histopathologically investigate the effect of thymoquinone, a powerful antioxidant, in the acute
kidney injury model induced by methotrexate in rats.

Materials and Methods: In our study, male Wistar albino rats were used. The rats
were divided into 4 groups, 6 in each group. Groups; I.Control, II. MTX, III. MTX + TQ (20
mg/kg) and IV. It is MTX + TQ (50 mg/kg). A single dose of corn oil was given to rats in the
control group by gavage at 20 mg/kg for 5 days. A single dose of 20 mg/kg i.p. as MTX was
given to secont, third and fourth group on the secont day of the experiment. 20 mg/kg TQ was
given to the third group and 50 mg/kg TQ was given to the fourth group by gavage for five
days. All animals were sacrificed at the end of the 6th day, and kidney tissue and blood samples
were examined biochemically and histopathologically.

Results: As a result of the biochemical analyses, it was observed that there was a
significant increase in the urea, creatinine, KIM-1 and MIOX values in the KIM-1, MIOX and
serum samples of the kindey tissue of the MTX group compared to the control group, and this
increase decreased due to the use of TQ. While kidney tissue and serum GSH values decreased
significantly in the MTX group compared to the control group, it was observed that the use of
TQ increased the GSH value. Histopathological examinations revealed findings that may
indicate oxidative damage in the kidney tissues of the MTX group. When the MTX and control
groups were compared while these findings were significant (p<0.05) in both groups, it was
observed that these histopathological changes significantly reduced in the groups receiving

TQ.

Conclusion: It was determined that the use of thymoquinone against kidney damage
caused by methotrexate in rats prevented this damage with its antioxidant and other properties.
Accordingly, clinically advanced studies are needed for the use of thymoquinone with
chemotropic drugs.

Keywords: Acute Kidney Injury, KIM-1, MIOX, Methotrexate, Thymoquinone.
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1. GIRIS

Metotreksat DNA sentezi icin gerekli folik asiti antagonize eden ve tiimor
tedavilerinde kullanilan bir ajandir (1). Hiicre dongiisiiniin S doneminde sitotoksik etki
yaparak, hiicre boliinmesini inhibe eder. Yapilan ¢alismalar metotreksatin, antioksidan
enzim sisteminin etkinligini azaltarak, hiicreleri reaktif oksijen radikalleri (ROS)’a
kars1 hassas duruma getirip hasara neden oldugunu gostermektedir (2). Metotreksat
kullanimini takiben basta nefrotoksisite ve hepatoksisite olmak {izere bir¢ok yan etki
meydana gelmektedir. Bu ilacin nefrotoksisite ve hepatotoksisite yan etkisinde
cogunlukla ROS’un meydana getirdigi oksidatif stres hasar1 sorumlu tutulmaktadir.
Bu da ilacin ya kesilmesi ya da simirlandirilmast yoniinde kullanimina sebep

olmaktadir. (3).

Corek otunda (Nigella sativa L.) bulunan, farmakolojik olarak en aktif bilesen
olan timokinonun, igerik olarak diger bilesenlerden daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi ¢ok sayida bulgularla desteklenmistir (4). Yapilan calismaya gore ratlara
cisplatinin tek doz olarak verilmesinden 5 giin 6nce ve 5 giin sonra verilen
timokinonun serum iire ve kreatinin diizeylerinde 6énemli bir azalmaya ve kreatinin
klirensi ve poliiiride belirgin iyilesmeyi sagladig1 boylece timokinonun nefrotoksiteyi
tyilestirdigi belirlenmistir (5). Ayrica ¢esitli deneysel patolojik kosullar altinda
timokinonun, siiperoksit dismutaz (SOD)’un aktivitesini arttirdigi ve glutatyon

(GSH)’1 indiikleyerek hiicresel oksidatif stresi azalttig1 goriilmiistiir (6-7).

Bobrek hasar molekiilii- 1 (KIM-1), yapilan calismalarda, iskemik sican
bobreklerinde belirgin olarak artmis bir gen olarak tanimlanmistir (8). Sabbisetti ve

ark. yaptig1 ¢alismada ratlarda iskemik bobrek hasar1 olusturularak plazma ve idrar



KIM-1 diizeyleri 6l¢iilmiis, 3. saatte KIM-1’in plazma diizeylerinde anlamli olarak
arttig1 ve 96. saate kadar yiiksek kaldig1 goriilmiistiir. Bobrek hasari olan bireylerde
plazma KIM-1 diizeyinin idrar KIM-1 diizeyi ile korele oldugu, saglikli bireylerle

kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (9).

Bobrek proksimal tiibiillerden salinan Miyo-inositol oksijenaz (MIOX)
molekiiliiniin Gaut ve ark. yaptiklar1 deneysel ¢alismalarda bobrek hasar1 agisindan
belirte¢ olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir (10). Benzer bir ¢alismada bunu
desteklemigstir. Buna gére MIOX molekiiliiniin akut bobrek hasarmni gostermekte
tanisal duyarlilig1 ve 6zgiilliigii sirastyla % 53.8 ve % 81.5 oldugu acgiklanmistir. Buna
gore MIOX molekiiliiniin akut bobrek hasarinda belirte¢ olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir (11).

Bu tezin amaci ratlarda metotreksat ile olusturulan akut bdbrek hasari
modelinde antioksidan bir molekiil olan timokinonun etkisinin biyokimyasal ve
histopatolojik olarak arastirilmasidir. Calismamizda, literatiir bilgilerine dayanilarak
metotreksatin  bobrek hasarini oksidatif hasar ile olusturdugu ve timokinon

kullaniminin ise bu hasar1 antioksidan 6zelligi ile giderebilecegi ongoriilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobrek Anatomisi Ve Fizyolojisi

Bobrekler, retroperitoneal bolgede bulunan karin arka duvarina yaslanmis olup
kolumna vertebralisin iki yaninda ve psoas kasinin lateralinde yerlesen biiyiik kuru
fasulye seklinde kahverengi goriiniimde olan organlardir ‘(Sekil 2.1.) (12).” Sag
bobrek, iist komsulugunda bulunan karaciger nedeniyle 12mm biraz daha asagi
yerlesimlidir (13,14). Bobrekler bazi durumlarda bir miktar hareket edebilir ve yer
degistirebilirler. Capsula fibrosa denilen saglam yapili bir kapsiil ile kusatilmistir.
Bobregin  yetiskin  bir insandaki boyutlar1 kisinin viicut yiizey alamyla
degisebilmektedir ve her biri yaklagik olarak 4.5 in¢ (11 cm) uzunlugunda, 2.5 ing (6

cm) genisliginde ve 1.5 in¢ (4 cm) kalinligindadir (14).
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Bobreklerin ¢aligan yapilart nefronlar ve nefronlarin dokildigi toplayici
tiibiilislerdir. Her bobrek yaklasik bir milyon nefron igerir. Nefron glomeriil,
proksimal tiibiilus, distal tiibiilus, henle kulpu, kollektor kanallardan meydana
gelmektedir. Kan glomerulusa aferent arteriol ile gelir ve eferent arteriol ile de
ayrilmaktadir. Glomerulusta kapiller ag bowman kapsiilii ile ¢evrelenmistir. Kanin
filtrasyonu glomerulusta olur. Saglikli bir insanda glomerulusta olusan filtratta su,
suda ¢oziinen maddeler plazmada bulunan diger kii¢iik molekiiller bulunur. Plazma
proteinlerin filtrata gecememesinin nedeni glomeruler kapiller duvarin plazma
proteinlerinin gegisini onleyen bir bariyer olusturmasidir. Bobrek hasari durumunda
glomeruler membran yapist bozulur. Bunun sonucunda filtrata ve idrara protein ve
hiicreler geger. Filtrasyon, kandaki su ve soliitlerin glomertiler kilcal damardan terk
edip Bowman kapsiiliine siiziilmesidir. Salgilama, glomerulustan bowman kapsiiliine
gecemeyen maddelerin nefronun duvarlarini olusturan epitel hiicrelerin sitozollerinden
tiibiiler liimene dogru aktif tasima ile olan hareketidir. Salgilama ¢ogunlukla distal
tiipte olmakla birlikte proksimal tiipte de bir miktar olur. Geri emilim, bowman
kapsiiliine gegen siiziintlinlin nefron kanalciklarinda ilerlerken burada bulunan yararh
maddelerin epitel hiicre tabakasini gegerek ¢evreleyen interstisyuma dogru hareketidir.
Geri emilen maddeler interstisyumdan ¢evredeki kan damarlarina dogru ilerleyerek
tekrar dolagima katilir. Geri emilim kanaldan uzaklasma ve sonrasinda kana gecisten
olusan iki basamakli bir olaydir. Atilim, bobrekler tarafindan iiretilen maddelerin
viicuttan disar1 atilmasidir “‘(Sekil 2.2.) (15).” Herhangi bir maddenin bobrekte
tutulumu yukarida belirtilen olaylarin bazi birlesimlerinden olusur. Herhangi bir
maddenin viicuttaki miktar1 normalin lizerinde veya altinda ise filtrasyon, geri emilim

ve atilim hizlar1 degisir, bu mekanizmalar ile atilim ayarlanir boylece viicutta denge



korunur. Hormonal ve nétral sinyaller ve bobrek ici kimyasal mesaj ileticileri viicudun

ihtiyaclaria gore temel bobrek islevlerini ayarlarlar (16,17).
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Sekil 2.2. Idrar olusumu

Bobrekler kanda bulunan metabolik atiklarin ve yabanci maddelerin
atilmasinin yani sira bobrekler viicudun su-elektrolit ve kan asit-baz dengesinin ayrica
glutamik asitten glutamin iireterek hidrojen iyon homeostazisinin olusmasini saglar.
Ayrica kan basincini diizenleyen renin, alyuvar iiretiminde gorev alan eritropoetin ve
vitamin D’nin en aktif formu olan 1.25-dihidroksi vitamin D3 hormonlar1 gibi hormon
ve plastoglandinlerin salgilanmasini saglayan ¢ok dnemli fonksiyonlari olan, karmagik

yapili bir organdir (16,18).



2.2. Akut Bobrek Hasan

Akut bobrek hasar1 (ABH), bobregin hasar gérmesi sonucu viicudun sivi ve
elektrolit dengesini bozacak ve azotlu atiklarin (iire) viicuttan atilmasini engelleyecek
kadar bobrek fonksiyonlarinin aniden kaybi olayidir. Bu durumda idrar atimi
basarisizlikla sonuglanir ve buna bagli olarak serum kreatinin miktar1 ve kan {ire azotu
(BUN) da artar. Yetigkin bir insanda giinliik idrar miktar1 en az 400 mL olmalidir.
Ayrica, ABH giinliik idrar miktarinin aniden 400 ml’nin altina diigmesi ve kandaki {ire
miktar1 ile serum kreatinin artmasi, bobregin glomeriiler filtrasyon hizindaki (GFH)
ani diisme, olarak da tanimlanir (19). GFH’deki diisiis, kronik bobrek yetmezliginde
aylar hatta yillar igerisinde gergeklesmekte, ABH’de ise giinler ile haftalar iceriside
gelismektedir (20).

Genel olarak ABH nedenleri 3 baslik altinda incelenebilir;

1. Pre-renal akut bobrek hasari: ABH’ nin yaklasik % 60-70’ini olusturan pre-
renal faktorler, bobregin yeterince kanlanmasini engelleyip filtrasyon hasarina sebep
olarak pre-renal akut hasarina neden olmaktadir. Pre-renal faktorlerin olusturdugu
ABH’de, aferent arteriyoler daralma-genisleme, glomeriiler hidrostatik basincin
diismesi, renal perflizyon basincinin diismesine bagli kanamalar, kusmalar, akut
pankreatit, yaniklar, peritonit, glukoziiri, kardiyovaskiiler yetersizlik, hipotansiyon,
sepsisler, kanin pompalama giiciinde yetersizlik gibi durumlar ortaya ¢ikabilmektedir.

2. Renal akut bobrek hasar1: Bobrek dokusunun cesitli bobrek hastaliklart veya
nefrotoksik nedenlerle hasarlanmasidir. Bu hasara neden olan faktorler arasinda
glumerulonefrit, nefrotoksinler, anestezikler, kiiciik ve biiylikk damarlarin

iltihaplanmasi, agir metaller, antibiyotikler, travma ateroskleroz bulunmaktadir.



3. Postrenal akut bobrek hasari: Bobrekte proteinlerin veya coziilemeyen
kristal maddelerin tiibiillerde ¢Okmesi, intratiibiiler iyon hizinin diismesine sebep
olmaktadir. Bundan dolay1 renal pelvis, iireter ve iiretrada olusan tikanmalar post-renal
ABH’na sebep olur. Postrenal akut bobrek hasar1 nedenleri arasinda; iiretra tikanmast,
prostat hipertrofisi, iiretra agzinin tikanmasina sebep olan mesane tiimori, bilateral
bobrek ve lireter taglarini sayabiliriz (19).

ABH hastanede yatan hastalarin %5’inde, yogun bakim hastalarinin ise %30-
50’sinde goriilebilmekte ve ABH olusan yogun bakim hastalarinin mortalitesi
olusmayan hastalara gore 5 kat daha fazladir. Bundan dolay1 ABH’ nin erken evrede
teshisi ¢ok Onemlidir (21). ABH tanisinda zorluk yasanan noktalardan biri artmis
serum kreatinin ya da kan {ire azot degerinin bobrek hasarinin kronik ya da akut olup
olmadig1 konusunda bilgi vermemesidir. Boyle durumda yapilmasi gereken hastanin
daha onceki kayitlarinin gozden gegirilmesidir. Onceki kayitlarin bulunmamasi
halinde ise akut ve kronik bdbrek hasarini belirleyen bazi kriterlere bakilmasi
uygundur. Serum kalsiyum, fosfor diizeyleri, hemogram, idrar sedimeti gibi. ABH
tanisinda en 6nemli faktorlerden biri bobregin GFH diismeden 6nce bobrekte meydana
gelen hasarin belirlenebilmesidir. Bundan dolay1 erken hasar belirtecleri adi verilen
biyobelirtegler kullanilmaktadir (22). Bunlardan idrar ve plazmada bulunanlardan
bazilar1 notrofil jelatinaz iliskili lipokalin (NGAL), KIM-1, Interlokin-6 (IL-6), IL- 18,
karaciger - yag asiti baglayict protein (L-FABP),  Sistatin-C, N-asetil-p-
glukozaminidaz (NAG) ve o/m glutatyon S transferaz (GST). Son zamanlarda, doku
metalloproteinaz inhibitorii-2 (TIMP-2) ve idrar insiilin benzeri biiylime faktorii
baglanma proteini-7 (IGFBP-7) de 6n plana ¢ikan hiicre dongli proteinleridir (23).

Ozellikle NGAL diizeyleri bébrek hasarinin olusumundan 2 saat sonra, IL-18 diizeyi



ise 12 saat sonra idrarda artar ve ABH’nin erken tespit edilmesini saglar (24,25). Bu
biyobelirteglerden serum Sistatin C 13-kD biiytikliigiinde endojen sistein proteinazi
“housekeeping” bir proteindir. Sistatin C’ye dayali bulgular, serum kreatininin
diizeyinde olusan degisikliklerin monitarizasyonu ile karsilastirildiginda 1-2 giin daha
once ABH olusum riskinin belirlenmesini saglamaktadir (26,27).

Elbette bu biyobelirteglerin bazi1 dezavantajlari da bulunmaktadir. Bu
dezavantajlar yeterli validasyonlarin yapilmamis olmasi, standardize edilmis
analizlerin bulunmamasi, farklt ABH igin biyobelirteclerin 6zellestirilememis olmast,
tek merkezde, kiiglik hasta gruplarinda ve daha c¢ok dondurulan Orneklerde
calisilmasidir. Bu biyobelirteclerle ilgili yapilan ¢alismalar devam etmekte bdylece
ABH tanis1 i¢in gelecek vaat etmektedir (22,28).

2.3. Bobrek Fonksiyon Testleri

Cagimizda teknolojinin gelismesi ile birlikte tip alaninda da birgok test ve tani
araci geligsmistir. Bu yeni araglar yardimiyla hekimler karmasik tibbi sorunlardan kesin
tantya ulasabilmektedir. Bobrek fonksiyon testleri bobrek hastaliginin siddetini
degerlendirme ve ilerlemesini izleme agisindan yararhidir. Boylece hekimlerin tedavi
etkinlikleri artmaktadir (29). Bobrek hastaliklarinin  teshisinde  kullanilan
belirteclerden bazilari; iire, kreatin, KIM-1, MIOX degerleridir.

2.3.1. Kan Ure Azotu

Kandaki iire, kan iire azotu (BUN) olarak adlandirilir. Ure karacigerdeki
protein katabolizmasinin son {iriinii olan 60 dalton agirliginda bir molekiildiir “(Sekil

2.3.) (30).”
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Sekil 2.3. Urenin Kimyasal Formiilii

Ure, glomeriillerden serbestge filtre olur, proksimal ve distal tiibiilden pasif
geri emilime ugrar. Atilimi temel olarak bobrekler tarafindan yapilir ve serum diizeyi
GFH i¢in ana degerlerden biridir. Kullanimini kisitlayan iki ana faktor; {ire yapim
hizinin ve tiibiiler emilim oraninin GFH’dan bagimsiz degiskenligidir. Protein
sindirimi sonucu olustugundan BUN; asir1 protein ile beslenme, gastrointestinal
kanama sonrasi artarken aksine enfeksiyon, malniitrisyon, malignite gibi katabolik
durum veya karaciger hastaliginda azalir. Serum degeri degiskenlik gosterir. Yiiksek
protein igeren beslenme sonrasinda artmaktadir. Proksimal tiibiilden geri emilerek elde
edilen tre filtre edilen iirenin yaklasik %40-50" sini olusturur. Bundan dolay1 sodyum
ve suyun bobrekte geri emilimini arttiran her tiirlii uyar1 BUN’u arttiracaktir. Bu
durum da serum kreatinin ve GFH’de fazla bir degisiklik olmadan {ire artti§indan
dolay1 bu durum iire/kreatinin oraninin artmasi ile tanisal olarak desteklenen bobrek
perfiizyon defektinin belirtisidir (31).

2.3.2 Kreatinin

Kreatin arginin, glisin ve metiyonin amino asitlerinden olusan viicudun biitiin
hiicrelerinde bulunan borek, karaciger, beyin ve pankreasta iiretilen dogal bir
molekiildir ‘(Sekil 2.4.) (32).” Et ve balik yiyen kisilerde diyet yoluyla da viicuda

kreatin alir (33,34). Molekiiler agirlig1 113 dalton olan kreatin, kaslarin oncelikle
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kullandig1 metabolik yakittir. Kaslar kreatin fosfat icerirler. Kreatinin (Cre), kas
hiicrelerinde kreatin molekiiliiniin par¢alanmasiyla olugan biyolojik bir atik iiriindiir
(Sekil 2.4.). Kan yoluyla bobreklere tasimnir ve idrarla viicuttan atilir. Serum Cre
seviyeleri kas hastalig1 yoklugunda bobrek fonksiyonlarinin bir gostergesi olarak
kullanilabilir. Serum kreatinin, glomeriillerden filtre edilir ve tiibiillerden
reabsorbsiyonu yoktur, klirensi GFH ile ters orantilidir. Bu sebeple liretimi ve
metabolizmas1 goézoniine alindiginda serum kreatinin klirensi GFH nin yararli bir
gostergesidir. Her giin kas kreatinin % 20 kadar1 dehidrate olup dolagima girer ve
kreatinin atik Urliniinii olusturur. Bu sebeple Cre diizeyleri kas kiitlesine gore
degisebilir ve kas kiitlesinde degisiklik oluncaya kadar yaklasik olarak ayni diizeyde
kalir. GFH’si normal erkeklerde serum Cre klirensinin {ist sinir1 1.2 mg/dL (110

umol/L), kadinlarda 1 mg/dL (90 pmol/L)’dir (35).
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Serum kreatinin degerleri akut bobrek hasarinda kullanilan yaygin biyobelirteclerden
biridir. Fakat plazma kreatinini, hasardan giinler sonrasina kadar ve bobrek fonksiyonunun %
50'si kayboluncaya kadar artmayabilir. Bu da akut bobrek hasarina erken doénemde
miidahalesini geciktirmektedir. Bundan dolay1 kreatinin artist ABH’nin gecikmis ve
giivenilmez  bir gostergesidir  (36). Plazma kreatinini GFH‘n1t  dogru olarak
belirleyememektedir. En 6nemli kisitlama, glomeriiler filtrasyon hizindaki reel azalmadan
sonra olan gecikmis serum kreatinin yilikselmesidir (37). Ayrica plazma kreatinini; ilag
kullanimi, kas kitlesi, hidrasyon durumu, karaciger fonksiyonlari, yas, cinsiyet, protein alimi
gibi faktorlerden etkilenmektedir. ABH'nin erken tanisi i¢in kreatinden daha giivenilir

biyobelirteglerin kullanilmasi gerekmektedir (22).

2.3.3 Bobrek Hasar1 Molekiil-1 (KIM-1)

KIM-1, akut ve kronik bobrek hasarinda proksimal tiibiiler epitelde en yiiksek
oranda yukari regiile edilen apoptotik hiicreleri tantyan ve onlar1 lizozoma yonlendiren
fosfatidil serin ¢opcii reseptoriidiir (38).

Cesitli bobrek hastaliklarinin teshisi i¢in geleneksel kan ve idrar belirtecleri
duyarsizdir ve spesifik degildir. KIM-1, bir immiinoglobulin ve miisin alanina sahip
bir tip 1 transmembran proteinidir ve ekspresyonu normal proksimal tiibiil
hiicrelerinde 6lciilemez fakat iskemik sonrasi sican bobreginde proksimal tiibiilde
belirgin sekilde yukari regiile edilir. KIM-1 ektodomain hiicrelerden dokiiliir (39).
KIM-1, idrarda bobrek hasar1 belirteci olarak kullanilmakla beraber, bobrek hasarini
tespit etmek i¢in KIM-1’1n kanda da saptanabilecegi belirtilmistir (40).

KIM-1'in siganlarda bobrek hasarinin olaganiistii bir gostergesi oldugu
kanitlanmistir. Birgok toksik maddeye veya patofizyolojik duruma yanit olarak
proksimal tiibiildeki histopatolojik degisikliklerin dngoriiciileri olarak BUN ve serum
kreatinininden daha iistiindiir. insanlarda yapilan ¢alismalar, KIM-1'in ektodomaninin

11



doku ekspresyonunun ve idrarla atiliminin, sonucun tahmin edicileri kadar hassas ve
spesifik yaralanma belirte¢leri oldugunu gostermektedir (41).

2.3.4 Miyo-inositol oksijenaz (MIOX)

MIOX, miyo-inositol (MI)'un d-glukuronik aside oksidatif doniisiimiini
katalize eden 33-kDa hema igcermeyen bir demir proteinidir (42). Miyo-inositol
oksijenaz enzimi, miyo-inositolii glukuronik aside katalize eder. Bir proksimal tiibiiler
enzim olan miyo-inositol oksijenazin asir1 ekspresyonu, akut bobrek hasari hiicresel
redoks hasarini siddetlendirir (43).

Muhtemelen, MIOX, mitokondriyal dinamikleri bozan ve siirdiiriiliirse
nihayetinde kronik bobrek hastaligi (KBH)'na neden olan metabolik sensdrlerin
ekspresyonunu/aktivitesini azaltarak bobrek hasarini vurgular (44).

MIOX'un akut tiibiiler yaralanmadaki yukar1 regiilasyonuna oksidan ve ER
stresinin aracilik ettigini gostermektedir (45).

Ferroptoz, lipid hidroperoksidasyonu ile iliskilendirilen yeni bir terimdir ve
ABH’nin patogenezinde kritik bir rol oynamaktadir. Sisplatin kaynakli ABH
patogenezinde ayrilmaz bir silire¢ olan ferroptozun, MIOX'un ekspresyon profili
tarafindan diizenlendigini gostermektedir (46).

MIOX geni, 22q13.3 bandinda 22. kromozomun iizerinde bulunan ve 858
niikleotidinli bir DNA kodlama sekansindan (CDS) olusur. Gaut ve ark. MIOX'un
proksimal renal tiibiillere 6zgiilliiglinli Western blot teknigi kullanilarak dogrulamis
ve ilk kez bu enzimin bir marker olarak ABH erken teshisi i¢in kullanilabilecegini
belirtmislerdir (47,48). Serum kreatinin diizeyindeki ylikselmeden plazma MIOX’un
yukselmesi yaklasik 2 giin 6nce olusmaktadir ve bundan dolay1 ABH i¢in potansiyel

bir erken tani isareti olarak kullanilabilecegini ortaya koymuslardir (49).
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2.4. Glutatyon
Diisiik molekiiler agirlikli tiyol igeren bilesikler, oksitlenmelerinin kolay
olmast ve yeniden olusturulabilmelerinin hizi nedeniyle bircok biyokimyasal ve
farmakolojik reaksiyonda dnemli bir role sahiptir (50).
Glutatyon (GSH), ¢ok kiiclik molekiil agirligina sahip bir tiyol bilesigidir (51).

Glisin, glutamat ve sisteinden tliremistir ‘(52) (Sekil 2.5.) (53).
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Sekil 2.5. Glutatyonun yapist

GSH; detoksifikasyon, antioksidan savunma, tiyol durumunun korunmasi ve
hiicre proliferasyonunun modiilasyonunu igeren ¢esitli fonksiyonlara sahip her yerde
bulunan bir hiicre i¢i tripeptittir. GSH, tiim memeli hiicrelerinin sitozoliinde siki bir
sekilde diizenlenmis bir sekilde sentezlenir. GSH sentezinin diizensizliginin, birgok
patolojik durumun patogenezine katkida bulundugu giderek daha fazla kabul
edilmektedir (54).

Rediikte GSH antioksidan 6zelligi olan formdur. Serbest radikalleri ortamdan
uzaklastirarak kendisi ylikseltgenir ve okside forma donisir (GSSG). GSSG;
glutatyonun antioksidan 06zelligini yitirmis formudur. Okside glutatyon kendini

yenileyerek tekrar rediikte forma dontisebilir. Redoks dongiisii dedigimiz bu dongiiniin
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6l¢iimii yani GSH/GSSG oran1 6l¢timii hiicrenin savunma ve yenilenme kapasitesini
yansitan ¢ok iyi bir gostergedir. Glutatyon rediiktaz enzimi indirgenmis yiikseltgenmis

GSH oranini korur “(Sekil 2.6.) (52).
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Sekil 2.6. Glutatyon dongiisii

2.5. Bobrek Toksisitesi

Bobrekler hem fonksiyonlar1 hem de fizyolojisi nedeniyle toksik riski en fazla
olan organlardan biridir. Nefrotoksisite bobrekte toksik kimyasal maddeler ve ilaglarin
neden oldugu zehirli etki olarak tanimlanir (55). Kanser ilaglarinin c¢esitine ve
miktarina bagli olarak serum kreatinin degerlerinin hafif artmasindan ileri derece
bobrek yetmezligine kadar bobrek hasari ciddi boyutta olusabilmektedir (56).

Kanser ilaglar1 viicutta patolojik olarak ¢ogalan kanser hiicrelerini 61diiriir ayn
zamanda hizla ¢ogalan normal hiicreleri de 6ldiiriirler. Bundan dolay1 ¢cogu kanser
ilacinin hizli ¢ogalan hiicreler, kan hiicreleri ve kemik iligi lizerine de yan etkileri
bulunmaktadir. Bobrek hiicrelerinin boliinme hizi yiiksek degildir fakat toksinleri
konsantre etme 0zelligi ve ¢ok 0zel tastyicilara sahip olmasi ayrica kan akiminin
yiiksek olmas1 nedeniyle bobregin toksik zedelenmeye duyarlilig1 yiiksektir (57).
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2.6. Metotreksat

Bir folik asit “(Sekil 2.7.) (58).” antogonisti olan metotreksat “(Sekil 2.8.)
(58).” kemoterapik tedavilerde yaygin olarak kullanilan baglica antimetabolitlerden
olup; dihidrofolik asit “(Sekil 2.9.) (59)”analogudur (60). ilk kez ¢ocuk 16semisi

tedavisinde 1948 yilinda kullanilmistir (61).
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Sekil 2.7. Folik Asitin Kimyasal Yapisi
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Sekil 2.8. Metotreksatin Kimyasal Yapisi
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Sekil 2.9. Dihidrofolatin molekiil yapisi

2.6.1. Metotreksatin Etki Mekanizmasi

Bir folik asit analogu olan metotreksat (MTX) dihidrofolat rediiktaza
baglanarak “(Sekil 2.10.) (58).” enzimi geri doniislii bir sekilde inhibe ederek timidilat,
purin sentezini ve hiicre proliferasyonu azaltir. Bu maddelerin azalmasi nedeniyle
DNA, RNA ve ATP yapimi inhibe olur (62). Ayn1 zamanda 5-aminoimidazole4-
karboksiamide riboniikleotide transformilaz gibi folat bagimli diger enzimleride
baskilayarak adenozin birikimi ile lenfosit proliferasyonu, IL-1, interferon-y ve timor
nekrozu faktori-a  (TNF-o) gibi  enflamatuvar sitokinlerin  sekrasyonu,
polimorfoniikleer hiicrelerden serbest radikal olusumu, bu hiicrelerin nétrofil
kemotaksisini ve adezyonunu inhibe ederek anti-enflamatuvar etkiye neden olur.
Ayrica IL-22 diizeylerini diislirerek keratinosit proliferasyonu ve dermal enflamatuvar
infiltrasyonu inhibe eder. Doku hasarina sebep olan poliaminlerin (spermin ve
spermidin) inhibisyonu da anti-enflamatuvar nedenden sorumlu olan bagka bir

isleyistir (63).
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Folik Asid R4z & yihidrofolik asid 2drofolatRedikiaz | rotrahidrofolat(THF)
-)
MTX

Sekil 2.10. Folik asitin tetrahidrofolata (FH4)’e doniigiimii

MTX’in bobrek toksikasyonunun mekanizmasi; ilacin direk toksikasyonu,
notrofil infiltrasyonu, DNA sentezi aksakliginin getirdigi enzim inhibisyonlari, ve
oksidatif strestir “(Sekil 2.11.) (64).” Notrofillerin kiimelesmesi ve ayni zamanda
aktiflesmesi miyeloperoksidaz (MPO) ve serbest radikallerin olusumunu

saglamaktadir (65).

Yiiksek metabolik hizlar ve hiicrelerin is yiki

Yiiksek ilag dagitima:
(RBF = kalp debisinin %25'i)

(o} Anti-Oksidan
(o]

© — ROS
Oksidan

20,-» H,0, + 0, —» OH*

Hiicresel toksin ahm

flaglarin bobrek biyotransformasyonu:
(o) 1 toksik metabolitler ve reaktif ara iiriinler
oS0

Mediiller
hiicrelerde/interstisyumda lokal

Sekil.2.11. ilaca bagl nefrotoksisite riskini artiran bobrek faktorleri

Ratlarla yapilan ¢aligmalarda intraperitonal (i.p) MTX uygulamasi sonucu
malondialdehid (MDA), MPO artis1 ile birlikte GSH diizeyinde azalma ve oksidatif
stres ile ilgili anlamli sonuglar elde edilmistir (66). Ayrica, MTX’in sebep oldugu

bobrek hasarinin, adenozin plazma konsantrasyonunun indiiklenmesi ve ardindan
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bobrek parankimindeki A1 reseptdrlerinin aktivasyonu ile bobrek kan akisini azaltarak
ve bundan dolay1 bobrek fonksiyonunu azaltarak olabilecegi dngoriilmiistiir (67).

2.6.2. Metotreksatin Farmakokinetik Ozellikleri

Metotreksat oral, intramuskuler, intravendz veya subkutan yolla kullanilir.
Hastalarin bir¢ogu tarafindan oral kullanim alim1 kolay oldugu i¢in tercih edilir. MTX
gastrointestinal sistemden emilimi hizli olur. Oral ve parenteral kullanimin
biyoyararliligi esdegerdir. Gastrointestinal sistemde intolerans olustugunda ya da
tedaviye uyum saglanamadiginda kolay tolere edilebilen parenteral uygulamaya
gecilir. Oral alimdan 45 dakika 2 saat sonra maksimum kan seviyesine ulagir. Serum
yarilanma omrii 6-8 saattir. Dolagimda albiimine baglanarak ilk 12 saat i¢inde % 65-
80 oraninda idrarla atilir. MTX eritrosit ve hepatositlerde birikir. Klinik etki 2-3
haftada baglayarak, 8. haftada maksimum degere ulasir (68,69).

MTX ile bircok ilag etkilesime girebilir. Boylece yapisi, emilimi ve viicuttan
uzaklastinlmas1  etkilenmektedir. ~ Antifolat ajanlardan olan trimetoprim-
sulfametoksazol ile kullanimi1 asir1 folat yetersizligine, salisilatlarla kullanimi ise kan
serumundaki serbest ilag oranimi artirdigindan dolay1 toksik etkilerde yiikselmeye
sebep olabilmektedir. Ayrica non-steroid antiinflamatuvar ilaglarla birlikte alindiginda
bobreklerle atiliminin etkilendigi dogrultuda geliskili yayilar mevcuttur, fakat renal
fonksiyonlar1 iyi olan hastalarda rahatlikla kombine edilebilmektedir (70,71).

2.6.3. Metotreksatin Endikasyonlari

Metotreksat, otoimmiin hastaliklar, kemoterapi ve immiinosupresanda en sik
kullanilan bir anti-metabolittir (72). Losemi, lenfoma, osteosarkom, bas ve boyun

tiimorleri, akciger kanseri, meme kanseri gibi kanser tiplerinde kemoterapdtik ajan
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olarak kullanildig1 gibi psoriasis, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi
bazi inflamatuvar hastaliklarda da kullanimi yaygindir (73) .

2.6.4. Metotreksatin Yan Etkileri

MTX’in hepatoksiste, nefrotoksisite, kemik iligi siipresyonu, pulmoner
degisiklikler, enfeksiyon lenfoproliferatif hastaliklar ciddi yan etkiler olup en sik
goriilen yan etkiler ise gastrointestinal sistem bozukluklari, ates, karaciger
fonksiyonlarinda bozukluk, santral sinir sistemi bozukluklari, agizda yara,
ekstremitelerde dokiintli, sackiran, hemotolojik degisiklikler sayilabilir. MTX’in
kullaniminda ciddi yan etkilerden olan hepatik ve renal toksik etki MTX kullanimini
kisitlamaktadir. Calismalar sonucunda, ilacin basta hepatotoksisite ve nefrotoksisite
olmak tizere gelisen yan etkilerinde, ¢ogunlukla ROS’un meydana getirdigi oksidatif
hasarin sebep oldugu belirtilmistir. Ratlarla yapilan ¢alismalarda MTX verilmesinin;
kan, karaciger, bobrek ve ince barsakta glutatyon degerlerini azalttigi, inflamatuvar
yanitin gostergesi olan myeloperoksidaz aktivitesini ve lipid peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA, serum iire ve kreatinin degerlerinde artisa ve hematiiriye sebep
olmaktadir (74-76,79). Yiksek doz MTX kullanimimmin ABH’ne sebep oldugu
bilinmektedir (77). Metotreksat, bobrek ile viicuttan uzaklastirilir ve uygulanan dozun
% 60-90°1 degismeden idrarla atilir (78).

Diisiik dozlarda (0.5-1 gr/m?) MTX’e bagh renal toksisite goriilmez. Yiiksek
doz (1-15gr/m?) tedavide ise; Uygunsuz anti diiiretik hormon (ADH) sendromu,
afferent arteriolde konstriikksiyon sonucu glomeriiler kapiller perfiizyonda diisme,
tiibiillerde ¢cokerek renal tiibiiler hasar goriilebilir (47).

Kose ve ark. Yaptiklari ¢alismada metotreksata bagli olarak proksimal

tiibiillerde fircamsi1 kenar hasari, tiibiillerde deskuamasyon olustugunu, Vardi ve ark.
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yaptiklari caligmada ise metotreksatin apoptozis ve bobreklerde glomeruloskleroz gibi
Oonemli yapisal hasara neden oldugunu bildirmislerdir (80,81).

Renal fizyolojide meydana gelen hasarlar nedeniyle metotreksat kullaniminin
endike oldugu vakalarda doz ayarlamasmin dikkatli ve kontrollii yapilmasi
gerekmektedir (82).

2.7. Oksidatif Stres

Oksijenli solunum yapan canlilarda antioksidan savunma sistemleri serbest
radikal olusumunu kontrol altinda tutmak ve bu molekiillerin zararli etkilerine engel
olmak i¢in gelismistir. Ancak bazi durumlarda serbest radikallerin etkisini antioksidan
savunma sistemi tamamen Onleyemez ve oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir “(Sekil
2.12.) (83).”

Serbest radikal olusumu bir¢ok nedene bagli olarak olusmaktadir. Sigara,
alkol, UV isinlari, radyasyon, ilaglar, immunolojik reaksiyonlar, yag oksidasyonu,

stres ve biyokimyasal redoks reaksiyonlari bu nedenlerden bazilaridir (84).

OKSIDATIF STRES

HUCRE SERBEST RADIKALLERIN OKSIDATIF
HUCREYE SALDIRISI STRES

Sekil 2.12. Oksidatif Stres
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2.7.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulunduran atom, molekiil veya iyonlardir. Bu eslesmemis elektronlar genelde son
derece reaktivite gosterirler (85). Serbest radikaller, radyasyona, ¢evresel kirleticilere
ve metabolize ilaglarin yan irilinlerine maruz kalma nedeniyle iretilir, dogada
antioksidan olan molekiiller tarafindan da antagonize edilir (86).

Serbest radikaller oksijen (Tablo 2.1.) ve nitrojen kaynakli olabilir (Tablo 2.2.).
Oksijen kaynakli olanlar reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrojen kaynakli olanlar
reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak isimlendirilir.

ROS arasinda hidroksil (OH. ), siiperoksit (O2 .- ), lipit peroksil (LOO.),
peroksil (ROO. ), alkoksil (RO. ) ve hidroperoksi (HOO.) radikallerini sayabiliriz.
Oksidanlar olarak genelde adlandirilan hidrojen peroksit (H202), ozon (O3), singlet
oksijen ('0O,), hipokloréz asit (HOCI), lipit peroksit (LOOH), serbest radikaller
arasinda gosterilmez. RNS ise nitrik oksit (NO. ) ve nitrojen dioksit (NOy.) tiirlerinden
olusur. Nitrik asit (HNO2), dinitrojen trioksit (N203), peroksinitrit (ONOO- ),
dinitrojen tetraoksit (N20Os), nitril klorid (NO2Cl), alkilperoksi nitritler (ROONO ),
serbest radikaller arasinda gosterilmezler. ROS ve RNS nonradikal reaktif tiirlere
kolayca doniisebilmektedir Nonradikal tiirleri patolojik ve fizyolojik durumlarda
canlilar tarafindan iiretilir ve canlida kolaylikla serbest radikal reaksiyonlarina sebep

olabilirler (87).
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Tablo 2.1. Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Formiili Nonradikaller Formiili
Stiperoksit 0 .- Hidrojen peroksit H>0>
Hidroksil OH. Ozon O3
Peroksil ROO. Singlet oksijen '0,

Lipit peroksil LOO. Hipoklordz asit HOCI

Alkoksil RO. Lipit peroksit LOOH

Hidroperoksi HOO.

Tablo 2.2. Reaktif nitrojen tiirleri

Radikaller Formiilii Nonradikaller Formiili

Nitrik oksit NO. Nitrik asit HNO:

Nitrojen dioksit NOz. Peroksinitrit ONOO-
Peroksinitroz asit ONOOH
Dinitrojen trioksit N>O3
Dinitrojen tetraoksit N2O4
Nitrozil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO-
Nitronyum katyonu NO>*
Alkilperoksi nitritler ROONO
Nitril klorid NO-ClI
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Asirt serbest radikal olusumu oksidatif strese neden olarak molekiiler ve
hiicresel diizeyde hasara neden olur. Viicutta hiicreleri parcalayip, hiicrelerde biiyiik
degisimlere neden olan, tahrip eden bu molekiiller ¢ok saldirgandir. Reaktif oksijen
tirleri in vitro kimyasal modifikasyonlarin yani sira proteinler (agregasyon,
denatiirasyon), lipidler (peroksidasyon), karbonhidratlar ve niikleotidler (DNA
yapisindaki degisiklikler) {izerinde zararl etkilere neden olur. Bu degisiklikler, bircok
serbest radikal kaynakli hastaligin gelisimine sebep olmaktadir (88).

Olusan serbest radikaller, aralarinda ateroskleroz, kalp, kanser, serebrovaskiiler
ve norodejeneratif hastaliklar, diyabet, akut bobrek hasari, akciger ve alkolik karaciger
hastaliklari, anfizem, bronsit gibi yaslanma sonucu olusan dejeneratif bozukluklarin
da i¢inde oldugu patolojik durumlarin olusumuna neden olurlar (83).

Serbest radikal olusumu bir¢ok nedene bagli olusabilir. Bunlar eksojen ve
endojen kaynaklardir.

Ekzojen kaynaklar: dogal zararli gazlar (oksijen, hiperbarik oksijen ve ozon),
iyonize ve non-iyonize radyasyon, patojenik bakteri, ilaclar, viriisler, alkoldiir (89).

Endojen kaynaklar ise arasidonik asit metabolizmasi siklooksijenaz (COX)
sistemi, mitokondrial elektron transport sistemi, redoks dongiisii, ER fonksiyonlari,
fagositik hiicreler (monosit, makrofajlar, nétrofil, eozinofil), otooksidasyon ve
endotelyal hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, XO, NOX gibi oksidan enzimlerdir

(90).

2.7.2.Antioksidanlar
Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyen, bu maddelerin olusturdugu

hasarlar1 onleyen veya geciktirebilen maddelere “antioksidan savunma sistemleri”
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veya “antioksidanlar” denir. Antioksidanlar, radikallerle ¢ok hizli reaksiyona girerek

otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini engelleyen maddelerdir.

Antioksidanlarin etkileri arasinda, serbest radikallerin toksik etkilerinden hiicreleri

korumak, serbest radikallerin fazlasini etkisiz hale getirmek ve hastaliklar1 6nlemek

sayilabilir (90) “(Tablo 2.3.) (91)”.

Antioksidanlar eksojen ve endojen kaynaklidir “(Tablo 2.4.)(92)”.

Tablo 2.3. Antioksidanlarin Islevleri

Antioksidanlarin

Islevleri

Primer Antioksidanlar

Sekonder Antioksidanlar

Tersiyer Antioksidanlar

Yeni ROS olusumunu 6nler

Zincir kiric1  reaksiyonlariyla

serbest radikalleri uzaklastirir

Serbest radikaller tarafindan

hasar goren biyomolekiilleri

onarir.
Ferritin Vitamin C
Seriiloplazmin Vitamin E
Haptoglobulin Bilirubin B
Hemopeksin karoten
gibi Urik asit gibi

Tablo 2.4. Antioksidan Sistemleri

Antioksidan

Sistemler
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Endojen Antioksidanlar Eksojen Antioksidanlar
Enzimatik Non enzimatik
-Glutatyon transferaz -Bilirubin -C vitamini
-Glutatyon rediiktaz -Albumin -E vitamini
-Mitokondriyal oksidaz -Urik asit -Folik asit
sistemi -a-tokoferol -Asetilsistein
-Sertiloplazmin -Allopurinol
-Transferrin -Mannitol
-Ferritin -Demir selatorleri
-Glutatyon

2.8. Timokinon

2.8.1. Corek Otu Tohumu ve Geleneksel Kullanimi

Nigella sativa L., Ranunculaceae ailesinin bir tiirii olup iilkemizde de
yetistirilen bir bitkidir “(Sekil 2.13.) (93).” Tibbi kullaniminin yaninda kozmetik, gida,
boya endiistrisinde 2000 y1l1 agkin siiredir kullanilmaktadir (94-95). Viicut yapi tasini
bozmadan kimyasal bilesenleri sayesinde viicuttaki toksinleri atarak diinyada tiim
kiltiirlerde saglikli yasam i¢in kulanilmaktadir. Etken olarak %38 karbonhidrat, %23
protein, %35 bitkisel yaglardan olusur. Timokinon (TQ), nigellon, linoleik asit, oleik
asit, kalsiyum, palmitik asit, sodyum, fosfor, ¢inko, potasyum, selenyum, demir,
magnezyum, bakir, A vitamin, B vitamini ve C vitamini igerir. (96-97). Klinik
calismalarda, N. sativa ve bilesenlerinde, antikanser, antiinflamatuar, antimikrobial ve
analjezik, antioksidan, antifungal, gastroprotektif, hepatoprotektif, antidiyabetik
Ozelliklerinin yan1 sira metabolik sendrom ve gastrointestinal, noronal,

kardiyovaskiiler, solunum, iiriner ve lireme bozukluklari tizerindeki terapotik etkileri
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bulunmustur (95,98,99). Corek otunda esansiyel yaginda en ¢ok bulunan bilesenin
timokinon oldugu ve faydali etkilerinde en aktif bilesen oldugu gosterilmistir. N.
sativa'nin kanser hiicrelerine karsi dogal o6ldiiriici (NK) hiicrelerin sitotoksik
aktivitesini arttirdig1 rapor edilerek vurgulanmistir (100).

Sekil 2.13. Nigella sativa L. bitkisi ve tohumu

2.8.2. Timokinonun Fizikokimyasal Etkileri

Meyveler, otlar, baharatlar ve sebzeler biyoaktif bilesiklerin varligi nedeniyle
insan kanserlerini tedavi etmek i¢in ¢ok fazla tiiketilmektedir (101). TQ, Nigella
sativa'dan izole edilen aktif bir bilesendir ve ilk olarak 1959'da sentezlenmis ve rapor
edilmistir (102). Ilk ekstraksiyonundan bu yana hem in vitro hem de in vivo
modellerde antioksidan, antienflamatuar ve antikanser aktiviteleri arastirilmaktadir
(103).

Timokinon (Ci0Hi1202, 2-izopropil-5-metil 1, 4-benzokinon), N. Sativa’nin
esansiyel yaginda % 18.4-24 oraninda bulunan fenol halkas1 tasiyan ve kinon yapisi
barindiran “(Sekil 2.14.) (104)” en onemli biyoaktif iceriktir (105,106). Ilag
formiilasyonlarinda kullanim1 ve biyoyararlanimi hidrofobik 6zelligi nedeniyle
kisitlamaktadir (107). Oral, Intravendz, subkiitan ve intraperitonal olarak uygulanabilir

(108). Timokinonun, yapilan ¢alismalarda oral yoldan aliman 10-100 mg/kg
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araliginindaki doz miktarinin giivenli, toksik etkisinin olmadig1 bildirilmektedir (109).

O CHgs
CH,;

HsC
O

Sekil 2.14. Timokinon’un Kimyasal Yapist

2.8.3. Timokinonun Farmokolojik Etkileri

Timokinonun oksidatif stresi azaltarak, antioksidan savunmay1 artirip
bagisiklik sistemini giiglendirdigi belirlenmistir (110). Cesitli calismalarin sonuglari,
N. sativa’daki yagin, 6zlerin ve bunlarin aktif bilesenlerinin, 6zellikle timokinonun,
antinosiseptif ve anti-inflamatuar etkilere sahip oldugunu ve N. sativa'min giiclii bir
analjezik ve anti-inflamatuar ajan olarak halk arasindaki algisin1 destekledigini
gostermistir. Koruyucu birgok 6zelligi, yeniden iiretilebilir radikal siipiiriicii aktiviteye
sahip olmasi1 ayrica proinflamatuar enzimler ve sitokinler dahil olmak {iizere
inflamasyonda yer alan c¢ok sayida molekiiler hedefle etkilesime girmesi olarak
belirlenmigtir (111).

Timokinonun antioksidan etkisinin timokinonun fizyolojik bariyerlerden ve
subseliiler kompartmanlara kolay gegmesi ayrica molekiil yapisindaki kinonun redoks
ozellikleriyle iliskili olabilecegi ileri siiriilmektedir (108). Timokinonun antioksidan
ozellikleri 6zetle su sekilde siralanabilir; toplam tiyol bileseni ve GSH seviyesini artirmasi,
demir iligkili lipit peroksidasyonunu engellemesi, radikal siipiiricii olmasi, iNOS
ekspresyonunu engellemesi, karaciger CYP1A1/A2 izozimlerinin aktivitesini engellemesi,

hepatositlerde lipogenezi engellemesi, kinon rediiktaz, CAT, SOD ve glutatyon transferaz

aktivitelerini artirmasidir (112) “(Sekil 2.15.) (113).”
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Sekil 2.15. Timokinonun biyotransformasyonu

Klinik 6ncesi ¢alismalar, timokinonun kanser hiicreleri iizerindeki etkilerini

uyguladigi sayisiz etki mekanizmasini gostermistir (114), “(Sekil 2.16.) (115).”
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Sekil 2.16. Timokinonun kansere karsi mekanizmalari

Yapilan c¢alismalar, TQ'nun hayvan modellerinde ve kiiltiir tiimorlerinde
antikanser etkisine/etkilerine, anti-proliferasyon, apoptoz indiiksiyonu, hiicre dongisii
durmasi, ROS {iretimi ve anti-metastaz/anti-anjiyogenez dahil olmak tizere farkli etki
modlar1 aracilik eder (116,117). Ek olarak, bu kinonun, STAT3, p53, p73, PPAR-y,
PTEN, kaspazlarin aktivasyonu ve ROS {iretimi dahil olmak tizere ¢oklu molekiiler
hedeflerin modiilasyonu yoluyla antikanser aktivite sergiledigi bulundu (118).

Karaciger hastaliklarinin tedavisi i¢in uzun siiredir TQ ile ilgili ¢aligsmalar
yapilmaktadir. Karaciger hastaliklarin1 baskilamak i¢in TQmun hepatositlerde yag
asidi birikimini Onleyen hipolipidik etkiler gosterdigi, boylece hepato-koruyucu
ozelligi vurgulanmistir (118).

TQ, hastalardan izole edilen bir SARS-CoV-2 susuna kars1 kayda deger bir
antiviral aktivite gostermistir. Boylece TQ'nun reseptoér baglama alanina baglanarak

COVID-19 gelisimini potansiyel olarak engelleyebilecegini gostermistir (119).
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Timokinon, beyin patolojilerinin akut ve kronik formlarinin olumsuz etkilerini
azaltmistir (120).

Timokinon, alkol kullanim bozukluklar1 (AUD) tedavisi i¢in potansiyel bir ilag
aday1 olarak kabul edilebilir. Diizensiz molekiiler mekanizmay1 kontrol etmek, AUD
terapotiklerinin 6nemli bir 6zelligidir. Timokinonun tiim bu potansiyele sahip oldugu
bildirilmektedir (121).

Hayvanlar iizerinde yapilan bir arastirmada kemoterapinin neden oldugu
nefrotoksisite (sisplatin kaynakli nefrotoksisite 8; metotreksat kaynakli nefrotoksisite
1; doksorubisin kaynakli nefrotoksisite 2; ifosfamide bagl nefrotoksisite 1) {lizerinde
TQ'nun koruyucu etkisine bakilmis ve hayvanlarin bobrek dokusunda lipid
peroksidasyonunun azalmasi ve antioksidan enzimlerin aktivitesinin artmast
kaydedilmistir (122).

Raghep A. ve ark. yaptig1 ¢alismada farkli hayvan modellerinde Cispalatinin
neden oldugu nefrotoksisiteyi hafifletmek icin TQ'nun klinik etkileri, Vitamin E,
vitamin C, selenyum, kurkumin, likopen gibi bilinen antioksidan ajanlarla
karsilastirilarak antioksidanlarla tedavi kullanilmis ve TQ verilen hayvan modelinde
nefrotoksisitenin ortaya ¢ikan en iyi klinik etkilere ulastigini gozlenmistir. Ayrica bu
grupta iire ve kreatininde en yiiksek azalma yiizdesi ve kreatinin klirensinde artis
saglanmistir. Sonu¢ olarak TQ’un oksijen radikallerini nétralize eden bir anyon
temizleyici gérevi gordiigii ROS olusumu yoluyla olumsuz etkilerini gosteren ilaglarin

neden oldugu nefrotoksisiteyi iyilestirmede TQmun yararliligini kanitlamistir. (123).

3.MATERYAL VE METOT
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Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 29.12.2020
tarihli ve 14/198-2020 sayili onay alindi, tiim ¢aligmalar etik kurul ilkelerine uygun
olarak gerceklestirildi.

Arastirmamiz Erzincan Binali Yildirim Universitesi Bilimsel Arastirmalar

Projesi Komitesi tarafindan desteklenmistir (Proje No: TYL-2021-774).

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen 24 adet, agirliklar1 350-400 gr arasinda degisen, Wistar
albino cinsi erkek sicanlar kullanildi. Bir hafta siiresince siganlarin deney ortamina ve
calismay1 yapan arastirictya alismalart saglandi. Hayvanlar 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik ortamda, 1s1 (21-23°C) kontrollii odalarda uygun kafeslerde barindirilarak
serbestce beslenip su igmeleri saglandi. Tiim hayvanlar deney siiresince standart sigan
yemi ve yeteri kadar su (ad libitium) ile beslendi. Giin asir1 kafes temizligi yapildi ve
igme sular1 degistirildi. Tiim hayvanlarin ¢aligma baslangicinda ve sakrifiye edilmeden
once tartilarak agirliklar: kayit edildi.

3.2. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

3.2.1. Deney Plani

Calismamiz 6’sar adet rat iceren 4 gruptan olusturuldu. Gruplara yapilan
uygulamalar asagidaki tabloda (Tablo 3.1.) ilgili basliklar altinda ayrintili olarak
verildi.

Gruplar; I. Saglikli (kontrol), II. Metotreksat (MTX), IIl. Metotreksat +
Timokinon 20 mg/kg (MTX+TQ 20 mg/kg) ve IV. Metotreksat + Timokinon 50 mg/kg
(MTX+TQ 50 mg/kg) seklindedir.

Tablo 3.1. Deney plan1
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Deney 1. GON 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN
Gruplar
I Misir yagt  Misiryagt  Misir yagt  Misir yagr  Misir yagi
(Kontrol)
I 20 mg/kg,
(MTX) - ip, tek - ] )
doz MTX
I 20 mg/kg, 20 mg/kg, 20 mg/kg, 20 mg/kg, 20 mg/kg,
MTX+TQ oral TQ i.p, tek oral TQ oral TQ oral TQ
(20mg/kg) doz MTX
+
20 mg/kg,
oral TQ
IV 50 mg/kg, 20 mg/kg, 50 mg/kg, 50 mg/kg, 50 mg/kg,
MTX+TQ oral TQ ip, tek oral TQ oral TQ oral TQ
(50mg/kg) doz MTX
+
50 mg/kg,
oral TQ

Grup I (kontrol): MTX+TQ gruplarina TQ verildigi zaman kontrol grubu

siganlara da 20 mg/kg 5 giin boyunca tek doz misir yagi gavaj yoluyla verildi (124).
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Grup IT (MTX): Hazir sivi formda olan metotreksat, calismanin ikinci giinii,
20mg/kg olacak sekilde i.p olarak tek doz insiilin enjektorii kullanarak uygulandi
(125).

Grup III MTX+TQ 20 mg/kg): Timokinonun stok ¢ozeltileri misir yaginda
¢oziilerek hazirlandi. Hayvan bagina 20 mg/kg olacak sekilde TQ 1. giinden itibaren 5
giin gavajla uygulandi. Metotreksat uygulanmasi ise sadece ¢alismanin 2. giin grup II’
deki gibi uygulandi (126).

Grup IV MTX+TQ 50 mg/kg): Timokinonun stok ¢ozeltileri misir yaginda
¢oziilerek hazirlandi. Hayvan bagina 50 mg/kg olacak sekilde TQ 1. giinden itibaren 5
giin gavajla uygulandi Metotreksat uygulanmasi ise sadece galismanin 2. giin grup
II’deki gibi uygulandi (127).

Tiim hayvanlar 6. giin sonunda i.p. olarak uygulanan ketamin (90 mg/kg) +
ksilazin (10 mg/kg) anestezi uygulanarak kan Ornegi ve iki bobrekleri alinarak
sakrifiye edildi. Hayvanlarin bobrekleri tartildi ve komsu dokulardan temizlendi.
Hayvanlarin sag bobrekleri 151k mikroskobik inceleme i¢in %10’luk formaldehit
fiksasyon soliisyonu igine atildi. Sol bobrekten elde edilen dokular -80 °C’de
biyokimyasal analizler yapincaya kadar saklandi. Vena kava inferior dan alinan kan
ornekleri (3 cc) 4000 rpm’de 10 dakika 4 °C’de santrifiij edilerek serumlar ayrildi ve
biyokimyasal incelemeler yapilincaya kadar -80°C’de saklandi.

3.2.2. Doku Homojenizasyonu

Sican bobrek dokulart GSH, MIOX ve KIM-1 analizi i¢in s1v1 nitrojen ile hizli
bir sekilde dondurulup havanda havaneli ile homojenize edildi ve 2-8 °C’de bekletildi.
PBS (fosfat tamponu); NaxHPO4 (14.4 gr), NaClI (80 gr), KCI (2 gr), KH2PO4 (2.4 gr)

ultra saf suda ¢ozdiiriiliip 11t’ye tamamlanip pH: 7,4’e¢ ayarlanarak hazirlandi.
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Parcalanan dokular tartilarak (0.3 gr) iizerine 1/10 (agirlik/voliim) oraninda PBS
eklendi. Homojenatlar 10 saniye vortekslendi ve 10 dk 4000 rpm’de 4 °C’de santrifiij
edilerek siipernatantlar1 ayrildi. Sipernatant kismi ependorflara alinarak -20°C’de

analiz edilecek zamana kadar saklandi.

3.3. Kullanilan Aletler, Cihazlar Ve Kimyasal Maddeler

3.3.1.Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Deney esnasinda kullanilan tiim cihazlar asagida gdsterilmistir.

Kullanmilan Cihazlar
Mikroplaka Okuyucu
Mikroplaka Yikayici
Manyetik Karistirici

Derin Dondurucu (-80°C)
Sogutmali Santrifiij
Doku Homojenizatorii
Hassas Terazi

Vorteks

Etuv

Pipet seti

Otomatik Multikanal Pipet

Otoanalizor

Biyokimya Tiipleri (sar1 kapak)

Modeli ve Firmasi

Epoch Microplate Spectrophotometer,
USA

Stat Fax 2600 Microplate Washer, USA

Heidolph Titramax 1000

Haier

Beckman Coulter Allegra x-12
Tissue Lyser II Qiagen, Germany
Shimadzu ATX224,USA
IKA-MS 3 basic, USA

Memmert WNB 7-45, Germany
Epperdorf Research Plus
Epperdorf Research Pro, 20-300pn

Beckman Coulter au5800
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Intragastrik gavaj
Steril Enjektorler

Filtre Kagitlar

Cam Malzeme (Erlen, huni, mezir,

balon vs.)

3.3.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Uygulamalarda kullanilan kimyasallar analitik diizeyde olup

verilmigtir.

Kimyasal Maddeler

Timokinon
Metotreksat
MIOX ELISA kiti
KIM-1 ELISA kiti
GSH ELISA kiti
Ketamin

Ksilazin

% 10’luk Formaldehit
KH>POq4

NaCl

Na;HPO4

KCI

S1v1 nitrojen

Serum fizyolojik

Firma

Sigma

Med-ilag
CK-bio-15027, Cin
CK-bio-14897, Cin
CK-bio-14708, Cin
Sigma

Sigma

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

asagida
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Saf su

3.4. Biyokimyasal Analizler
3.4.1. Serum Ure Analizi
Ure 6l¢iimleri Beckman Coulter au5800 otoanalizériinde Beckman Coulter test

kitleri kullanilarak spektrofotometrik olarak saptandi.

3.4.2. Serum Kreatinin Analizi
Kreatinin 0l¢limleri Beckman Coulter au5800 otoanalizoriinde Beckman

Coulter test kitleri kullanilarak spektrofotometrik olarak saptandi.

3.4.3. Serum ve Doku GSH Analizi

Deneyimizdeki rat GSH kiti (CK-bio-14708) ¢ift-antikor sandwich ELISA
metodu kullanilarak yapildi. Rat GSH ELISA (enzime bagli immiinosorbent testi) kiti
96 kuyucuklu plaklardan olusmaktadir. ELISA kitinde bulunan standart diliisyon
tamponu, standart, 96 kuyucuklu ELISA plagi, plazma ve doku ornekleri, ¢alismaya
baslamadan en az 1 saat dnce dolaptan ¢ikartilarak oda sicakligina gelmeleri saglandi
ve deney oda sicakhiginda gerceklestirildi. Deney ELISA kitinde bulunan deney
prosediiriine uygun olarak yapilmistir. Rat GSH ELISA kit i¢in, sensitivite 1.0 mmol /

L, ol¢tim aralig1 10 - 400 mmol / L ve CV < %10 olarak belirtilmistir.

Deney prosediirii:
1. Standart ¢6zelti kuyusu hazirlamak i¢in 50puL standart ve 100uL streptavidin-

Horseradish Peroksidaz (HRP) eklendi.
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2. Test edilecek numune kuyucuklarina 10uL. numune ve daha sonra 40uL
numune diliisyon ¢ozeltisi, 100uL streptavidin-HRP eklendi.

3. Plak sizdirmazlik plakasi membrani ile kaplanip, 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi.

4. 1 saatlik inkiibasyon asamasini takiben plagin yikama asamasina gegildi.
Plak, yikama soliisyonu (20x + 380 mL saf su) ile 5 kez yikandu. (x: yikama soliisyonu)

5. Her kuyucuga 6nce 50uL kromojen A soliisyonu ve sonra 50uL. kromojen B
soliisyonu eklendi. Karistirmak i¢in hafifce sallandi.

6. Karanlik ortamda 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi.

7. Plakta her kuyucuga reaksiyonu durdurmak i¢in 50uL durdurma soliisyonu
eklenip reaksiyon durduruldu.

8. Plak Optik dansite (OD) 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucusunda

okundu.

3.4.4. Serum ve Doku KIM-1 Analizi

Deneyimizdeki rat KIM-1 kiti (CK-bio-14897) ¢ift-antikor sandwich ELISA
metodu kullanilarak yapildi. Rat ELISA KIM-1 kiti 96 kuyucuklu plaklardan
olusmaktadir. ELISA kitinde bulunan standart diliisyon tamponu, standart, 96
kuyucuklu ELISA plagi, plazma ve doku 6rnekleri, ¢alismaya baslamadan en az 1 saat
once dolaptan c¢ikartilarak oda sicakligina gelmeleri saglandi ve deney oda
sicakliginda gerceklestirildi. Deney ELISA kitinde bulunan deney prosediiriine uygun
olarak yapilmistir. Rat KIM-1 ELISA kit i¢in, sensitivite 1.0 pg / mL, 6l¢iim aralig1 10

- 400 pg / mL ve CV < %10 olarak belirtilmistir.

Deney prosediirii:
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1. Standart ¢6zelti kuyusu hazirlamak i¢in 50puL standart ve 100uL streptavidin-
HRP eklendi.

2. Test edilecek numune kuyucuklarina 10uL. numune ve daha sonra 40uL
numune diliisyon ¢dzeltisi, 100uL streptavidin-HRP eklendi.

3. Plak, s1izdirmazlik plakast membrani ile kaplanip, 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi.

4. 1 saatlik inkiibasyon asamasini takiben plagin yikama asamasina geg¢ildi.
Plak, yikama soliisyonu (20x + 380 mL saf su) ile 5 kez yikand. (x: yikama soliisyonu)

5. Her kuyucuga 6nce 50uL kromojen A soliisyonu ve sonra 50uL. kromojen B
soliisyonu eklendi. Karistirmak i¢in hafifce sallandi.

6. Karanlik ortamda 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi.

7. Plakta her kuyucuga reaksiyonu durdurmak i¢in 50puL. durdurma soliisyonu
eklenip reaksiyon durduruldu.

8. Plak OD 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucusunda okundu.

3.4.5. Serum ve Doku MIOX Analizi

Deneyimizdeki rat MIOX kiti (CK-bio-15027, CIN) cift-antikor sandwich
ELISA metodu kullanilarak yapildi. Rat MIOX ELISA kiti 96 kuyucuklu plaklardan
olusmaktadir. ELISA kitinde bulunan standart diliisyon tamponu, standart, 96
kuyucuklu ELISA plagi, plazma ve doku 6rnekleri, ¢alismaya baslamadan en az 1 saat
once dolaptan c¢ikartilarak oda sicakligina gelmeleri saglandi ve deney oda
sicakliginda gerceklestirildi. Deney ELISA kitinde bulunan deney prosediiriine uygun
olarak yapilmistir. Rat MIOX ELISA kit i¢in, sensitivite 1.0 pg / mL, 8l¢iim aralig1 50
- 1200 pg / mL ve CV < %10 olarak belirtilmistir.

Deney prosediirii:
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1. Standart ¢ozelti kuyusu hazirlamak i¢in 50pL standart ve 100uL streptavidin-
HRP eklendi.

2. Test edilecek numune kuyucuklarina 10uL. numune ve daha sonra 40uL
numune diliisyon ¢ozeltisi, 100uL streptavidin-HRP eklendi.

3. Plak s1izdirmazlik plakast membrani ile kaplanip, 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi.

4. 1 saatlik inkiibasyon asamasini takiben plagin yikama asamasina gegildi.
Plak, yikama soliisyonu (20x + 380 mL saf su) ile 5 kez yikandi (x: yikama soliisyonu).

5. Her kuyucuga 6nce 50uL kromojen A soliisyonu ve sonra 50uL. kromojen B
soliisyonu eklendi. Karistirmak i¢in hafifce sallandi.

6. Karanlik ortamda 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi.

7. Plakta her kuyucuga reaksiyonu durdurmak i¢in 50puL durdurma soliisyonu
eklenip reaksiyon durduruldu.

8. Plak OD 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucusunda okundu.

3.5. Histopatolojik Yontem

Siganlarin nekropsileri yapilarak alman bobrek dokulart %10’luk notral
formalin soliisyonunda tespit edildi. Dokular rutin alkol-ksilol takip islemlerinden
gecirilerek parafin bloklara alindi. Lamlara alinan 4 pum’ lik kesitler hematoksilen-
eosin ile boyanarak tiibliler dejenerasyon, hemoraji ve intersitisyel nefritis yoniinden
yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Biyokimyasak analizlerden elde edilen sonuclarda "ortalama deger + standart
sapma" (x = St S) olarak ifade edildi. Grup ortalamalar karsilastirilirken oncelikle

parametrik testlerin varsayimlar1 kontrol edildi. Normallik varsayimi Shapiro-wilk
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testi ile varyanslarin homojenligi ise Levene testi ile incelendi. Varsayimlar1 saglayan
grup karsilagtirmalarinda gruplar arasindaki farklar tek yonlii ANOVA testi
kullanilarak belirlendi. Varsayimlarin saglanamadigi grup karsilastirmalarinda gruplar
arasindaki farklar ise Kruskall-wallis testi ile incelendi. Anlamli farkin hangi gruptan
kaynaklandiginin belirlenmesi i¢in Tukey ve Dunnet post-hoc testleri kullanildi. Post-
hoc testleri sonucunda gruplar arasindaki farkliliklar harfler ile simgelendi. Ayni harf/
harflere sahip gruplar arasinda fark yokken farkli harf/harflere sahip gruplar arasinda
anlamli fark goriilmiistiir. Tiim istatistik hesaplamalarda p < 0.05 anlamli kabul edildi.
Verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS (versiyon 20.0, SPSS Inc, Chicago) programi

kullanildi.
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4.BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Serum Ure Ol¢iim Bulgulari

Tablo 4.1 incelendiginde, biyokimyasal analiz sonucunda gruplarin ortalama
serum tUre degerleri arasinda anlamli farklilik bulundu (p=0.000). Kontrol grubuna
gore, MTX, MTX+TQ (20 mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg) gruplarinin serum iire
degerleri anlamli olarak degisti. MTX grubunun serum iire degeri ortalamasi, kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu. Ayrica, MTX grubuna gore,
MTX+TQ (20 mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg) gruplarinda artan TQ dozu ortalama
iire degerini azalttig1 goriildi (Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Siganlarin gruplarina gore serum tire degerleri (mg/dL)

Gruplar Ortalama StS Median (IQ)

Kontrol 37.500% 1.652 35.750 (34.750- 37.000)

MTX 45.750° 1.041 45.750 (45.000- 46.500)
Ure MTX+TQ(20) 43.200° 909 43.400 (42.500- 43.900)

MTX+TQ(50) 40.675° 538 40.750 (40.250- 41.100)
*p .000

St S: Standart Sapma; IQ: Ceyreklikler; *p <0.05 6nemli kabul edildi. Gruplar arasi
anlaml farklar kiiclik harfler ile simgelendi. Farkli harfler ile simgelenen gruplar

arasinda fark dnemli bulundu.
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Ure (mg/dL)

50 1,8
45 1,6
40 1,4
35
1,2
30
1
25
0,8
20
15 0,6
10 0,4
5 0,2
0 0
KONTROL MTX MTX+TQ(20mg/kg)  MTX+TQ(50mg/kg)

Sekil 4.1. Sicanlarin gruplarina gore serum iire degerleri grafigi

Standart Sapma

4.1.2. Serum Kreatinin Ol¢iim Bulgulari

Tablo 4.2 incelendiginde, biyokimyasal analiz sonucunda gruplarin ortalama
serum kreatinin degerleri arasinda anlamli farklilik bulundu (p=0.003). Kontrol
grubuna gore, MTX, MTX + TQ (20 mg/kg) ve MTX +TQ(50 mg/kg) gruplarinin
serum kreatinin degerleri anlamli olarak degisti. Kontrol grubuna goére, MTX
grubunda serum kreatinin degerinin anlamli olarak arttig1 goriildii. Ayrica, TQ verilen
gruplarda MTX grubuna gore serum kreatinin degerinin anlamli olarak azaldigi
goriildii. Ancak, MTX + TQ (20 mg/kg) ve MTX + TQ (50 mg/kg) gruplarinin serum

kreatinin degerleri arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi (Sekil 4.2).

Tablo 4.2. Sicanlarin gruplarina gore serum kreatinin degerleri (mg/dL)
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Gruplar Ortalama StS Median (IQR)

Kontrol 3834 .005 .380 (.380 - .385)

MTX 450° 018 450 (.435 - .465)
Kreatinin

MTX+TQ(20) 425 .004 426 (1423 - .428)

MTX+TQ(50) 411° .008 413 (405 - .417)
*p .003

St S: Standart Sapma; IQ: Ceyreklikler; *p <0.05 6nemli kabul edildi. Gruplar arasi
anlaml farklar kiiciik harfler ile simgelendi. Aym kiiciik harf/harfler ile simgelenen
gruplar arasinda fark 6nemli bulunmazken, farkli harfler ile simgelenen gruplar

arasinda fark 6nemli bulundu.

Kreatinin mg/dL

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

KONTROL MTX MTX+TQ (20mg/kg) MTX+TQ (50mg/kg)

Sekil 4.2. Sicanlarin gruplarina gore serum kreatinin degerleri grafigi

Standart Sapma
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4.1.3. GSH Ol¢iim Bulgular

Tablo 4.3 incelendiginde, biyokimyasal analiz sonucunda gruplarin ortalama
bobrek dokusu GSH degerleri arasinda anlamli farklilik bulundu (p=0.046). Bobrek
dokusu GSH degerleri kontrol grubuna goére, MTX grubunda anlamli olarak
degisirken, MTX +TQ (20 mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg) gruplarinda anlaml
olarak degismedigi goriildi. Kontrol grubuna gore, MTX grubunda bobrek dokusu
GSH degerinin anlamli olarak azaldig1 goriildi. Ayrica, TQ verilen gruplarda MTX
grubuna gore bobrek dokusu GSH degerinin anlamli olarak arttig1 goriildii (Sekil 4.3).

Tablo 4.3. Siganlarin gruplarina gore bobrek dokusu GSH degerleri (mg/g)

Gruplar Ortalama StS Median (IQR)

Kontrol 2392 .036 226 (1217 - .261)

MTX 177° .005 178 ((173 - .181)
GSH

MTX+TQ(20) 2342 .009 234 (.228 - .240)

MTX+TQ(50) 237 .056 209 (.201 - .302)
*p .046

St S: Standart Sapma; IQ: Ceyreklikler; *p <0.05 6nemli kabul edildi. Gruplar arasi
anlaml farklar kiiciik harfler ile simgelendi. Ay kii¢iik harf/harfler ile simgelenen
gruplar arasinda fark 6nemli bulunmazken, farkli harfler ile simgelenen gruplar

arasinda fark 6nemli bulundu.
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Bobrek Dokusu GSH (mg/g)
0,4

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

KONTROL MTX MTX+TQ (20mg/kg) MTX+TQ (50mg/kg)

Sekil 4.3. Sicanlarin gruplaria gore bobrek dokusu GSH degerleri grafigi

Standart Sapma

Tablo 4.4 incelendiginde, biyokimyasal analiz sonucunda gruplarin ortalama
serum GSH degerleri arasinda anlamli farklilik bulundu (p=0.029). Kontrol grubuna
gore, MTX ve MTX +TQ (20 mg/kg) gruplarinin serum GSH degerleri anlaml1 olarak
degisirken, MTX+TQ (50 mg/kg) grubunda anlamli degismedigi goriildii. Kontrol
grubuna goére, MTX grubunda serum GSH degerinin anlamli olarak azaldig1 goriildii.
MTX +TQ (20 mg/kg) grubunun serum GSH degeri MTX grubuna gore artmis
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli goriilmedi. MTX+TQ (50 mg/kg)
grubunda MTX ve MTX +TQ (20 mg/kg) grubuna gore serum GSH degerinin anlaml

olarak artt1g1 goriildii (Sekil 4.4).
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Tablo 4.4. Siganlarin gruplarina gore serum GSH degerleri (mg/ml)

Gruplar Ortalama StS Median (IQR)
Kontrol 2728 022 266 (.257 - .288)
GSH MTX 2340 .003 245 (1222 - .247)
MTX+TQ(20) .250° 004 249 (.247 - .253)
MTX+TQ(50) .253? .007 254 (.248 - .258)

*p 029

St S: Standart Sapma; 1Q: Ceyreklikler; *p <0.05 6nemli kabul edildi. Gruplar arasi

anlaml farklar kiigiik harfler ile simgelendi. Aym kiigiik harf/harfler ile simgelenen

gruplar arasinda fark 6nemli bulunmazken, farkli harfler ile simgelenen gruplar

arasinda fark 6nemli bulundu.

Serum GSH mg/ml

0,3

0,25

Kontrol

0,2
0,15
0,1
0,05
0

MTX+TQ (20 mg/kg)

Sekil 4.4. Sicanlarin gruplarina gore serum GSH degerleri grafigi

Standart Sapma

MTX+TQ (50 mg/kg)
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4.1.4. MIOX Ol¢iim Bulgular1

Tablo 4.5 incelendiginde, biyokimyasal analiz sonucunda gruplarin ortalama
bobrek dokusu MIOX degerleri arasinda anlamli farklilik bulundu (p=0.000). Bébrek
dokusu MIOX degerleri kontrol grubuna goére, MTX grubunda anlamli olarak
degisirken, MTX +TQ (20 mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg) gruplarinda anlaml
olarak degismedigi goriildii. Kontrol grubuna gore, bobrek dokusu MIOX degerinin
en yiksek MTX grubunda oldugu goriildii. Ayrica, TQ verilen gruplarda MTX
grubuna gore bobrek dokusu MIOX degerinin anlamli olarak azaldig: goriildii. Ancak,
MTX + TQ (20 mg/kg) ve MTX + TQ (50 mg/kg) gruplarinin bébrek dokusu MIOX
degerleri arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4.5).

Tablo 4.5. Siganlarin gruplarina gore bobrek dokusu MIOX degerleri (ng/g)

Gruplar Ortalama StS Median (IQR)

Kontrol .663% 031 .670 (.640 - .685)

MTX .882° .040 .886 (.856 - .909)
MIOX

MTX+TQ(20) .632% .036 .638 (.607 - .656)

MTX+TQ(50) .618* .053 .622 (.584 - .652)
*p .000

St S: Standart Sapma; IQ: Ceyreklikler; *p <0.05 6nemli kabul edildi. Gruplar arasi
anlaml farklar kiiciik harfler ile simgelendi. Aym kii¢iik harf/harfler ile simgelenen
gruplar arasinda fark 6nemli bulunmazken, farkli harfler ile simgelenen gruplar

arasinda fark 6nemli bulundu.

47
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Sekil 4.5. Sicanlarin gruplarina gére bobrek dokusu MIOX degerleri grafigi

Standart Sapma

Tablo 4.6 incelendiginde, biyokimyasal analiz sonucunda gruplarin ortalama
serum MIOX degerleri arasinda anlamli farklilik bulundu (p=0.000). Serum MIOX
degerleri kontrol grubuna gore, MTX, MTX +TQ (20 mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg)
gruplarinda anlamli olarak fark oldugu goriildii. Ayrica kontrol grubu ile MTX+TQ
(50 mg/kg) gruplarinin serum MIOX degerleri arasinda anlamli fark goriilmedi.
Kontrol grubuna gore, MTX grubunda serum MIOX degerinin anlamli olarak arttig1
goriildii. MTX grubuna gore, MTX+TQ (20 mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg)
gruplarinda TQ dozuna bagli olarak bobrek dokusu serum MIOX degerlerinin anlamli
olarak azaldig1 goriildi. Ancak, MTX +TQ (20 mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg)

gruplarinin serum MIOX degerleri arasinda anlamli fark goriilmedi (Sekil 4.6).

Tablo 4.6. Sicanlarin gruplarina gore serum MIOX degerleri (ng/ml)
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Gruplar Ortalama StS Median (IQR)

Kontrol .998? .058 1.013 (.957- 1.038)

MTX 1.618° .193 1.679 (1.482- 1.755)
MIOX

MTX+TQ(20) 1.352° .009 1.353 (1.345- 1.358)

MTX+TQ(50) 1.185% .058 1.190 (1.145- 1.225)
p .000

St S: Standart Sapma; 1Q: Ceyreklikler; *p <0.05 6nemli kabul edildi. Gruplar arasi

anlaml farklar kiiciik harfler ile simgelendi. Ayni kiiciik harf/harfler ile simgelenen

gruplar arasinda fark 6nemli bulunmazken, farkli harfler ile simgelenen gruplar

arasinda fark dnemli bulundu.
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Sekil 4.6. Sicanlarin gruplarina gére serum MIOX degerleri grafigi

Standart Sapma

49



4.1.5. KIM-1 Ol¢iim Bulgular:

Tablo 4.7 incelendiginde, biyokimyasal analiz sonucunda gruplarin ortalama
bobrek dokusu KIM-1 degerleri arasinda anlamli farklilik bulundu (p=0.001). Bobrek
dokusu KIM-1 degerleri kontrol grubuna gore, MTX, MTX +TQ (20 mg/kg) ve
MTX+TQ (50 mg/kg) gruplarinda anlamli olarak degistigi goriildii. Ayrica kontrol
grubu ile MTX+TQ (50 mg/kg) gruplarn arasinda ve MTX +TQ (20 mg/kg) ve
MTX+TQ (50 mg/kg) gruplar arasinda ortalama bobrek dokusu KIM-1 degerlerinde
anlaml olarak fark olmadig1 goriildi. MTX grubunun bobrek dokusu KIM-1 degeri
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu. MTX grubuna gore,
MTX+TQ (20 mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg) gruplarinda TQ alimina bagli olarak
ortalama bdbrek dokusu KIM-1 degerlerinin anlamli olarak azaldigi goriildii (Sekil

4.7).

Tablo 4.7. Siganlarin gruplarina gére bobrek dokusu KIM-1 degerleri (ng/g)

Gruplar Ortalama StS Median (IQR)

Kontrol 1642 012 162 (156 - .172)

MTX 207¢ .007 207 (1202 - .212)
KIM-1

MTX+TQ(20) .185° .005 .184 (.182 - .188)

MTX+TQ(50) 181 .009 183 (.174 - .189)
*p .001

St S: Standart Sapma; IQ: Ceyreklikler; *p <0.05 6nemli kabul edildi. Gruplar arasi
anlaml farklar kiiciik harfler ile simgelendi. Ay kii¢iik harf/harfler ile simgelenen
gruplar arasinda fark 6nemli bulunmazken, farkli harfler ile simgelenen gruplar

arasinda fark 6nemli bulundu.
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Sekil 4.7. Sicanlarin gruplarina gore bobrek dokusu KIM-1 degerleri grafigi

Standart Sapma

Tablo 4.8 incelendiginde, biyokimyasal analiz sonucunda gruplarin ortalama
serum KIM-1 degerleri arasinda anlamli farklilik bulundu (p=0.001). Serum KIM-1
degerleri kontrol grubuna gore, MTX, MTX + TQ (20 mg/kg) ve MTX +TQ(50
mg/kg) gruplarinda anlamli olarak degisti. MTX grubunun serum KIM-1 degeri
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu MTX grubuna gore, MTX
+ TQ (20 mg/kg) ve MTX +TQ(50 mg/kg) gruplarinda TQ alimina bagl olarak serum
KIM-1 degerlerinde anlamli azalma goriildii. MTX + TQ (20 mg/kg) ve MTX + TQ
(50 mg/kg) gruplarinda ortalama serum KIM-1 degerlerinde anlamli fark goriilmedi

(Sekil 4.8).
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Tablo 4.8. Siganlarin gruplarina gore serum KIM-1 degerleri (ng/ml)

Gruplar Ortalama StS Median (IQR)

Kontrol 138 .009 139 (131 - .144)

MTX .161° .008 162 (155 - .167)
KIM-1

MTX+TQ(0) .151¢ .001 151 (151 - .152)

MTX+TQ(50) .148° .001 148 (.148 - .149)
*p .001

St S: Standart Sapma; 1Q: Ceyreklikler; *p <0.05 6nemli kabul edildi. Gruplar arasi
anlamh farklar kiiciik harfler ile simgelendi. Ay kii¢iik harf/harfler ile simgelenen
gruplar arasinda fark 6nemli bulunmazken, farkli harfler ile simgelenen gruplar

arasinda fark onemli bulundu.
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Sekil 4.8. Sicanlarin gruplarina gore serum KIM-1 degerleri grafigi

Standart Sapma
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik incelemelerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklar tespit edildi (Tablo 4.9, *p <0,05).

Tablo 4.9. Sigcanlarda gruplara gore histopatoloji degerleri

Gruplar Tiibiiler Hiyalin Hemoraji  Intersitisyel

dejenerasyon birikimi nefritis
Kontrol 0.16+0.40* 0.00£0.00*  0.33+0.40*  0.16+0.40"
MTX 1.83+0.40° 2.83+0.40°  2.66+0.51°  2.83+0.40°
MTX+TQ (20mg/kg) 1.16+0.40° 1.66+0.51° 1.66+0.51°  1.00+0.63¢
MTX+TQ (50mg/kg) 1.00+0.63¢ 0.33+0.40°  0.83+0.40¢  1.00+0.00°
*p 0.044 0.026 0.034 0.016

Kontrol grubu normal histolojik goériiniimdeydi. Tiibiiler dejenerasyon MTX
grubunda orta diizeyde iken, MTX- TQ (20mg/kg) ve MTX- TQ (50mg/kg)
gruplarinda hafif diizeyde tiibiiler dejenerasyon goriildii. Tibiiliislerin liimenlerinde
hiyalin birikim MTX grubunda siddetli, MTX- TQ (20mg/kg) grubunda orta diizeyde,
MTX- TQ (50mg/kg) grubunda ise 6nemli diizeyde goriilemedi. Tespit edilen diger
histopatolojik bulgulardan hemoraji ise MTX grubunda siddetli, MTX- TQ (20mg/kg)
grubunda orta, MTX- TQ (50mg/kg) grubunda ise hafif diizeyde gériildii. intersitisyel
nefritis MTX grubunda siddetli diizeyde iken, MTX- TQ (20mg/kg) ve MTX- TQ

(50mg/kg) gruplarinda hafif olarak belirlendi. (Sekil 4. 9-10).
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Sekil 4.9. A. Kontrol Group. Normal histolojik goriiniim. B. MTX grubu. Orta

diizeyde dejeneratif tiibiil (O) ile tiibiiliis epitellerinde nekroz (—) ve siddetli diizeyde
hiyalin birikimi (okbasi), C. MTX- TQ (20mg/kg) grubu. Hafif diizeyde dejeneratif
tiibiil (o) ile tibiilis epitellerinde nekroz (—) ve hafif diizeyde hiyalin birikimi
(okbasi), D. MTX- TQ (50mg/kg) grubu. Hafif diizeyde dejeneratif tiibiil (O) ile

tiibiiliis epitellerinde nekroz (—). H-E
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Sekil 4.10. A. MTX grubu. Siddetli diizeyde hemoraji (*), B. MTX- TQ (20mg/kg)

grubu. Orta diizeyde hemoraji (okbasi), C. MTX- TQ (50mg/kg) grubu. Hafif
diizeyde hemoraji (okbasi), D. MTX grubu. Siddetli diizeyde mononiikleer hiicre
infiltrasyonu (okbasi), E. MTX- TQ (20mg/kg) grubu. Hafif diizeyde mononiikleer
hiicre infiltrasyonu (okbasi), F. MTX- TQ (50mg/kg) grubu. Hafif diizeyde

mononiikleer hiicre infiltrasyonu (okbas1), H-E.
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5. TARTISMA

Kemoterapi, tiimor hiicrelerinin biiylimesini, ¢ogalmasini durdurmak veya
timor hiicrelerini yok etme esasina dayanan kanser tedavisinde kullanilan
yontemlerden biridir. Kemoterapi i¢in kullanilan ilaglarin kanser hiicresine karsi
selektiflikleri az oldugundan bu ilaglar viicutta kanser hiicrelerini yok ederken hizli
cogalan normal hiicreleri de yok etmektedir. Bundan dolayr ¢esitli yan etkiler
olugsmaktadir. Bobrek hiicrelerinin ¢gogalmasi hizli degildir fakat, yiiksek kan akimi
olmasi, mediiller interstisyumda toksinleri konsantre etmesi ve tiibiiler epitelde
spesifik tastyicilara sahip olmasiyla bobregin toksik zedelenmeye duyarlilig1 oldukca
fazladir ve bu sebeple sitotoksik ilaglara bagli nefrotoksisite kemoterapide en sik
goriilen ciddi yan etkilerden birisidir. Nefrotoksisiteye sebep olan ilaglardan
antimetabolitler, antrasiklinler ve alkilleyici ilaclar basta gelmektedir (128).

Metotreksat folik asit analogudur ve piirin, pirimidin sentezini inhibe eden
kanser tedavisinde kullanilan en yaygin antimetabolitlerden biridir (129). Metotreksat
(MTX) ayrica dermatomiyozit, sarkoidoz, sedef hastalig1 ve romatoid artrit gibi kronik
inflamatuar hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir (130). MTX'in si¢an bobrek
dokularinda oksidatif strese yol actig1 one siiriilmiistiir, bu da MTX'in neden oldugu
nefrotoksisitenin nedenlerinden biri olabilir. (131). Yiiksek doz metotreksat kaynakli
akut bobrek hasar1 nadir goriilen ancak yasami tehdit eden bir komplikasyondur (132).

Antioksidanlar hasar dncesi radikal olusumunu 6nlemenin yani sira mevcut
oksidatif hasar1 onarir, ¢esitli reaktif yan iirlinleri nétralize eder ve oksitlenmis
biyomolekiilleri bozar (133). Yapilan bir ¢alismada dogal ve sentetik antioksidanlarin,

sispilatine bagl toksik etkileri azaltabilecegi gosterilmistir (134).
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Timokinon (TQ), Nigella sativa’nin ugucu yaginin en ¢ok bulunan ve en aktif
bilesenidir. Anti-oksidan, anti-inflamatuar, immiinomodiilatdr, anti-mikrobiyal ve
anti-tiimor, anti-histaminik etkileri dahil olmak iizere TQ'nun bir ¢ok farmakolojik
etkisi bulunmaktadir. Kanser ilerleme sinyal yollarini etkili bir sekilde doniistiiriir. TQ,
kemoterapoétik ilaglarin antikanser aktivitesini iyilestirmekle kalmaz, ayni zamanda
yan etkilerini de azaltir. Bununla birlikte TQ'nun ¢ok diisiik olumsuz etkileri oldugunu
ve Onemli bir toksisiteye sahip olmadigi arastirmalar sonucunda goriilmiistiir
(135,136). TQ'nun kullaniminin, metabolik sendromun yani sira enflamatuar ve oto-
bagisiklik bozuklugu olan hastalarin tedavisinde ¢ok sayida yararli etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (137). Yapilan bir calismada MTX, bagirsak dokularinda oksidatif ve
nitrozatif strese neden olarak inflamatuar ve apoptotik bagirsak hasar1 olusturmus, TQ
uygulamasi ile bagirsak toksisitesi iyilesmis bdylece TQ’un antioksidan, anti-
nitrozatif, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik mekanizmalar1 oldugu belirlenmistir
(138).

Biz de bu ¢alismamizda siganlarda metotreksat ile olusturulan akut bobrek
hasart modelinde giiclii bir antioksidan olan timokinonun etkisini biyokimyasal ve
histopatolojik olarak aragtirmay1 amagladik.

Indirgenmis glutatyon (GSH), hiicre iginde bulunan diisiik molekiiler agirlikls
tiyoldiir. GSH, elektrofilik/oksidatif doku hasari durumunda niikleofilik bir siiptiriicii
ve enzim katalizli bir antioksidan gorevi goriir. Boylece GSH biyolojik yapilarin ve
fonksiyonlarin koruyucusu olarak énemli bir yere sahiptir (139). Mabrouk, A. ve
Cheikh, H. B. (2016)’nin ratlar iizerinde yaptig1 bir arastirmaya gore bobreklerde Pb
(kursun) intoksikasyonunda GSH seviyelerinde dnemli bir azalma olustugu, TQ ile

takviyenin antioksidan parametrelerini 6nemli dlgiide iyilestirdigi goriilmiistiir (140).
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Khattab ve Nagi (2007) nin yaptig1 bagka bir calismada azot (N) ile nitrik oksit sentez
kronik inhibisyonu sonrasinda sicanlarda serum kreatinin seviyelerinde yiikselme,
GSH seviyelerinde diisiis gézlenmistir. TQ takviyesi alan siganlarda ylikselen serum
kreatinini 6nemli Olgiide diisiirdiigli ve azalan GSH’1 normal seviyelere yiikselttigi
bdylece bu siganlarda hipertansiyonu ve bobrek hasarini hafiflettigi goriilmiistiir (141).
Siganlarda akrilamid (AA) kaynakli toksisiteye karst bobrek, karaciger ve beyinde
TQmun koruyucu etkisine bakilan Abdel-Daim, M. M. ve ark. yaptig1 calismada
akrilamid intoksikasyonu sonucu TQ takviyeli sican gruplarinda c¢ogu serum
parametresinde AA kaynakli degisiklikleri normallestirmistir. Bobrek biyobelirteci
serum ire ve kreatinin seviyelerinde azalma, GSH diizeylerinde ylikselme
goriilmiistiir. Karaciger, bobrek ve beyin dokularindaki antioksidan kapasiteyi doza
bagl bir sekilde arttirmistir (142). Bizim ¢alismamizda biyokimyasal olarak ortalama
bobrek dokusu GSH degerleri kontrol grubuna gore, MTX grubunda anlamli olarak
azalirken, MTX grubuna gore, MTX +TQ (20 mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg)
gruplarinda da TQ alimina bagli olarak anlamli olarak arttig1 goriildii. Kontrol grubu
ile TQ alan gruplar arasinda anlamli fark olmadig: goriildii. Calismamizda ortalama
serum GSH degerleri kontrol grubuna gore, MTX ve MTX +TQ (20 mg/kg) gruplarda
anlaml olarak degisirken, MTX+TQ (50 mg/kg) grubunda ise istatistiksel olarak
anlaml degisiklik olmadig1 goriildi. Elde edilen veriler 15181Inda MTX’in si¢anlarda
oksidatif stres olusturdugunu TQ’un antioksidan etkisiyle bu stresi azalttigini
sOyleyebiliriz. Calismamizda biyokimyasal olarak ortalama serum fiire degerleri
kontrol grubuna gére, MTX grubunda anlamli olarak artarken, MTX grubuna gore,
MTX+TQ (20 mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg) gruplarinda da artan TQ dozunun

ortalama iire degerini azalttig1 goriildii.
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Calismamizda biyokimyasal olarak ortalama serum kreatinin degerleri kontrol
grubuna gore, MTX grubunda anlamli olarak artarken, MTX grubuna gore, TQ verilen
gruplarda da anlamli olarak azaldig goriildii. MTX + TQ (20 mg/kg) ve MTX + TQ
(50 mg/kg) gruplarinda serum kreatinin degerinin istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik olmadigr goriildii. Bdylece ¢alismamizin bulgulari yapilan benzer
calismalarda elde edilen bulgularla biiyiik oranda ortiistiigli gortildii.

MIOX, akut bobrek hasarinin  biyobelirteglerinden  myo-inositol
katabolizmasinin ilk ve hiz kisitlayict enzimi olup agirlikli olarak bdbreklerden
salinmaktadir (143).

KIM-1, bir tip-1 transmembran proteini olan tiriner bobrek hasar1 molekiiliidiir.
Bobrekte hasarli proksimal tiibiil apikal zarinda eksprese edilir. KIM-1'in siganlarda
bobrek hasarinin olaganiistii bir gostergesi oldugu kanitlanmistir. KIM-1 birgok
patofizyolojik duruma veya toksik maddeye yanit olarak proksimal tiibiildeki
histopatolojik degisikliklerin dngdriictileri olarak BUN ve serum kreatinininden daha
istiindiir (144). Yapilan bir ¢calismada akut bobrek hasar1 tanisinda, serum NGAL, IL-
18, KIM-1 ve sistatin-C’nin etkin oldugunu saptanmistir (145). Baska bir ¢aligmada
hayvan deneylerinde toksik veya iskemik ABH’na yanit olarak KIM-1 mRNA’nin
hasar ve yeniden yapilanmanin &zelliklerinin goriildiigli proksimal tiibiil epiteliyal
hiicrelerinde belirgin olarak arttig1 belirlenmistir (146). Pallio ve ark. (2019) yaptig1
calismada dogal bir antioksidan olan miyo-inositoliin (MI) etkileri, kadmium (Cd)
yiiklemesinden sonra fare bobreklerinde degerlendirilmistir. Cd yiiklemesi ile 6nemli
Olciide artan KIM-1 ve MIOX immiinoreaktivitesi, MI ile tedavi sonrasinda 6nemli
o6l¢iide diigmiistiir (147). Dutta D. K. ve ark. yaptig1 ¢caligmada tiibiile 6zgli MIOX asir1

ekspresyonu veya nakavtina sahip kosullu MIOX asir1 eksprese eden transgenik
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(MIOX-TG) fareler ve MIOX nakavt (MIOX 7~ ) fareler iiretip, sisplatin ile tedavi
edilen vahsi tip (WT) fareler ile karsilagtirildiginda, iire, kreatinin ve KIM-1
seviyelerinde daha da biiyiik artislara ve daha fazla tiibiiler hasar ve apoptozise sahip
olduklar1 ve bu etkilerin sisplatin ile tedavi edilen MIOX-TG farelerinde zayifladig1
goriilmiistiir (148). Mertoglu ve ark. (2018) yaptig1 calismada bobrek tasi tedavisinde

yapilan retrograd intrarenal cerrahinin bobrek dokusuna etkisi incelenmis serum MIOX
diizeyinin bobrek hasarini gostermede yararli oldugu ayrica serum MIOX ve kreatinin

degerleri arasinda pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir (149). Bizim yaptigimiz
calismada biyokimyasal olarak ortalama boébrek dokusu MIOX degerinin kontrol
grubuna gére MTX grubunda anlamli olarak arttigt MTX+TQ (20 mg/kg) ve
MTX+TQ (50 mg/kg) gruplarinda istatiksel olarak anlamli fark olmadig1 goriildii.
Serum ortalama MIOX degerinin kontrol grubuna gore en yliksek MTX grubunda
oldugu, MTX grubuna gore MTX+TQ (20 mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg)
gruplarinda TQ alimima bagh olarak MIOX degerlerinin anlamli olarak azaldig:
goriildii. Calismamizda bobrek dokusu ortalama KIM-1 degerinin kontrol grubuna
gore en yiiksek MTX grubunda oldugu goriildii. MTX grubuna gére, MTX+TQ (20
mg/kg) ve MTX+TQ (50 mg/kg) gruplarinda TQ alimina bagh olarak bobrek dokusu
KIM-1 degerlerinin anlamli olarak azaldig1 goriildii. Serum ortalama KIM-1 degerinin
kontrol grubuna goére, MTX grubunda anlamli olarak arttig1 goriildii. MTX grubuna
gore, MTX + TQ (20 mg/kg) ve MTX +TQ (50 mg/kg) gruplarinda TQ alimina baglh
olarak serum KIM-1 degerlerinde anlamli azalma goriildi. MTX + TQ (20 mg/kg) ve
MTX + TQ (50 mg/kg) gruplarinda serum KIM-1 degerinin istatiksel olarak anlaml
olarak fark goriilmedi. Bdylece ¢alismamizin bulgular yapilan benzer ¢aligmalarda

elde edilen bulgularla biiyiik oranda ortiistiigli goriildii.
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Asc1, H. ve Ozer, M. (2011)’in yaptig1 ¢calismada siganlarda MTX grubuna ait
karaciger ve bobrek dokularinin histolojik incelemelerinde oksidatif hasarin gostergesi
olabilecek bulgular gozlenmis, MTX ile kontrol grubu karsilastirildiginda, her iki
dokuda, bu bulgular anlamli iken, misoprostoliin (MP) verilmis MTX grubunda ise,
bu histopatolojik degisikliklerde anlamli 6l¢iide azalma oldugu belirtilmisti (150).
Bagka bir calismada MTX kullanimina bagli gelisen karaciger ve bobrek toksisitesini
engellemek icin, ekstraselliiler sivilarda, bilinen en potent antioksidan olan C vitamini
kullanilmig, MTX kullanim1 sonucu olusan Kc¢ ve bobrek dokularindaki hasarin
histopatolojik olarak azaldigini tesbit edilmistir (151).

Calismamizin  histopatolojik sonuglar1  yapilan ¢aligmalarla benzerlik
gostermektedir. Kontrol grubu normal histolojik goriiniimdeydi. Tiibiiler dejenerasyon
ile tiibiiliis epitellerinde nekroz MTX grubunda orta diizeyde iken, MTX- TQ
(20mg/kg) ve MTX- TQ (50mg/kg) gruplarinda hafif diizeyde goriildii. Tiibiiliislerin
ltimenlerinde hiyalin birikim MTX grubunda siddetli, MTX- TQ (20mg/kg) grubunda
orta diizeyde, MTX- TQ (50mg/kg) grubunda ise dnemli diizeyde goriilemedi. Tespit
edilen diger histopatolojik bulgulardan hemoraji ise MTX grubunda siddetli, MTX-
TQ (20mg/kg) grubunda orta, MTX- TQ (50mg/kg) grubunda ise hafif diizeyde
goriildii. Intersitisyel nefritis MTX grubunda siddetli diizeyde iken, MTX- TQ
(20mg/kg) ve MTX- TQ (50mg/kg) gruplarinda hafif olarak belirlendi. Boylece

calismamizin histopatoloji sonuglar1 biyokimyasal sonuglari destekler niteliktedir.

6. SONUC VE ONERILER

Elde edilen bulgular 1s181nda siganlarda metotreksatin kullanimina bagh olarak

oksidatif stres ile bobrek hasarini olusturdugu, timokinon kullanimiin bu hasar
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baslica antioksidan ve diger pek c¢ok tespit edilen 6zellikleri ile koruyucu olarak
Onledigi saptandi. Buna bagli olarak TQ’nun, kemotropik ilaca bagli yan etkilerin
hafifletilmesinde ve dolayisiyla koruyucu hekimlik alaninda degerlendirilebilecegi
kanaatine varilirken ayni zamanda metabolik yolaklar {izerindeki etkilerinin daha iyi
anlasilabilmesi agisindan da farkli doz ve siireleri igeren ilave ¢aligmalara gereksinim

oldugu diisiiniilmektedir.
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