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OZET

FARELERDE ANJiYOTENSIN 2 RESEPTOR BLOKORU LOSARTANIN
SISPLATINE BAGLI NEFROTOKSITEDEN KORUYUCU ETKINLIGINiN
DEGERLENDIRILMESI

Calismamizda sisplatine bagli gelisen nefrotoksisitede anjiyotensin 2
reseptor blokord losartanin histolojik diizeydeki koruyucu etkisi ve bu etkinin

apoptotik yolak ile olan iligkisinin arastiriimasi amaglanmigtir.

Calisma saglikh 15 adet BALB-C cinsi digi fare ile yapildi. Fareler (¢
gruba ayrildi. Birinci gruba intraperitoneal 5 cc % 0,9’luk steril serum fizyolojik
soliisyonu enjekte edildi. ikinci gruba intraperitoneal tek doz sisplatin (12,7
mg/kg/doz) verildi. Ugtincii gruba tek doz sisplatin (12,7 mg/kg/doz) verildi ve
sisplatin enjeksiyonundan dort gtin 6nce losartan (10 mg/kg/giin) po baglandi ve
dokuz gun boyunca verildi. Sisplatin verildikten sonra besinci ginde tim
denekler servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edilmeden dort saat
once tubdler proliferasyonu degerlendirmek amaci ile 5-bromo 2'deoxyuridine
(200 mg/kg) intraperitoneal enjekte edildi. Hayvanlarin karin bolgesi agilarak
bobrekleri ¢ikarildi. Histolojik inceleme amaciyla sol ve sag bobrek %10’luk

formaldehit icerisine alindi.

Sisplatin grubu kesitleri incelendiginde birgok tubulde kast olusumu,
tubuler tiroidizasyon, tubul epitel hicrelerinde nuklear fragmantasyon, tubuler
dilatasyon izlendi. Ayrica interstisyumda inflamatuar hicreler goruldu. Yer yer
dejenere tubuller bulunmaktaydi ve bazi tubll epitel hicreleri |Gmene
dokulmustl. Glomertllerde ve damarlarda konjestif degisiklikler izlendi. Bazi
glomeruller atrofik o6zelliklere sahipti. Sisplatin+Losartan grubu Kkesitleri
incelendiginde ise patolojik bulgularin azaldigd1 izlendi. Aktif kaspaz-3
isaretlemesi yapilan kesitler incelendiginde, kontrol grubunda ¢ok az sayida
pozitif hlicre bulunmaktaydi. Bu say! sisplatin grubunda belirgin sekilde artmisti
(p<0,001). Sisplatin+Losartan grubundaki pozitif hiicre sayisi sisplatin grubuna
gore azalmisti (p<0,05). Anti-5-bromo 2'deoxyuridine isaretlemesi yapilan
kontrol grubu kesitleri incelendiginde pozitif boyanmis hucrelere rastlandi. Bu

sayl sisplatin grubunda anlamli  bir sekilde azalmisti (p<0,001).



Sisplatin+losartan grubuna bakildiginda ise pozitif boyanmis hicre sayisinda
diger iki gruba oranla anlamli bir artis goruldu (p<0,001).

Bu calismada sisplatine bagli nefrotoksisite olusturulan farelerde
losartan kullaniminin bdbregi koruyucu, apoptozisi 6nleyici ve proliferasyonu

artirici etkisi oldugu gosterilmigtir.

Anahtar kelimeler: apoptozis, losartan, nefrotoksisite, sisplatin



SUMMARY

ASSESSMENT OF PROTECTIVE EFFECT OF THE LOSARTAN WHICH IS
ANGIOTENSIN 2 RECEPTOR BLOCKER AGAINST CISPLATIN-INDUCED
NEPHROTOXICITY IN MICE

In our study, it was aimed to investigate the protective effect of
angiotensin 2 receptor blocker losartan against cisplatin-induced nephrotoxicity
in histologic level and its association with the apoptotic pathway.

The study was conducted with 15 healthy BALB-C female mice. The
mice were divided into three groups. The first group was injected by
intraperitoneal 5 cc 0.9% sterile serum solution. The second group received
intraperitoneal single dose cisplatin (12.7 mg / kg / dose). The third group
received a single dose of cisplatin (12.7 mg / kg / dose). Four days prior to
cisplatin injection, losartan (10 mg / kg / day) po was administered and given for
nine days for third group. All subjects were sacrificed by cervical dislocation on
the 5th day after cisplatin administration. Four hours prior to sacrifice,
intraperitoneal at 5-bromo 2 deoxyuridine (200 mg / kg) was injected to evaluate
tubular proliferation. The abdomens of animals were opened and their kidneys
removed. The left and right kidneys were taken into 10% formaldehyde for

histological examination.

When the cisplatin group cut view was examined, it was observed that
there were cast formation in many tubules, tubular thyroidisation, nuclear
fragmentation in tubule epithelial cells and tubular dilatation. In addition,
inflammatory cells were seen in the interstitium. There were degenerate tubules
locally and some tubular epithelial cells fell into lumen. Congestive changes
were observed in glomerulus and veins. Some glomerulus had the atrophic
properties. When the cut views of the cisplatin + losartan group were examined,
it was observed that the pathological findings decreased. When the cut views
which were marked with active caspase-3 were examined, there were very few
positive cells in the control group. This number increased significantly in the
cisplatin group (p <0.001). The number of positive cells in the cisplatin +
losartan group was lower than the cisplatin group (p <0.05). When the cut views

of control group for anti-5-bromo 2'oxyuridine markers were examined, positive

7



stained cells were found in the control group. This number decreased
significantly in the cisplatin group (p <0.001). When the cisplatin + losartan
group was examined, a significant increase was observed in the number of

positive stained cells compared to the other two groups (p <0.001).

In this study, it was shown the effect of losartan administration to mice in
the state of cisplatin-induced nephrotoxicity for preserving kidney, inhibiting

apoptosis and enhancing proliferation.

Key words: apoptosis, losartan, nephrotoxicity, cisplatin



1.GIRiS ve AMAC

Cocuklarda ve adolesanlarda kanser tedavilerinin gelismesi ile yasam
sureleri artmig ancak ge¢ donem yan etkiler onem kazanmigtir. Bu nedenle
kemoterapiye bagli uzun donem organ hasarlarinin incelenmesi 6nemli hale
gelmistir’.

Cocukluk c¢aginda kemoterapi alan hastalarda uzun doénemde
endokrinolojik, norolojik, kardiyak, hepatobiliyer ve nefrolojik yan etkiler
gorulebilmektedir. Ayrica kemoterapiye ikincil immun yetmezlik, kemoterapiye
ikincil malignite gelisimi, kemik dokuya ait yan etkiler ve infertilite de uzun
dénem kemoterapi komplikasyonlari arasinda yer alir. Endokrinolojik yan etkiler
arasinda buyume hormonu eksikligi, buyume geriligi, tiroid disfonksiyonlari,
ureme disfonksiyonlari, puberte prekoks ve (gebelik problemleri
gorulebilmektedir. Periferik noéropati ve inme uzun dénem norolojik
komplikasyonlarin basinda gelir. Ozellikle vinkristinin kullanilan hastalarda
noropati, L-asparajinaz kullanilan hastalarda koagulasyon faktorlerindeki
degisiklikler ile olugsan trombofili veya kanamaya egilim sonucunda inme riski
artmistir. Doksorubisin ve daunorubisin basta olmak Gzere kemoterapi ile iliskili
kardiyotoksisite hem erken hem de ge¢ doénemde gorilebilmektedir.
Antrasiklinlere bagl aritmi, kalp yetmezligi ve ani 6lum geligme riski mevcuttur.
Kemoterapi bitiminden sonraki alti ay-bir yillik suregte hicresel ve humoral
immun sistem bozukluklari gérulebilmektedir. Bu bozukluk kemoterapinin hafiza
B hucreleri ve plazma hucrelerinde sayl ve fonksiyon bozuklugu yapmasi ile
aciklanmaktadir. Kemik dokuda ise metotreksat ve siklofosfamid kullanimi
sonucu kemik demineralizasyonu ve osteopeni, kortikosteroid kullanimi sonucu
avaskuler nekroz gorilebilir. Metotreksat ve 6-merkaptopurin ile olugabilen
hepatotoksisite diger bir uzun donem yan etki olarak go6zlenebilmektedir.
Siklofosfamid bagsta olmak Uzere kemoterapi iliskili gonadotoksisite sonucu
infertilite goriilebilmektedir?.

Kemoterapiye baglh uzun donem yan etkiler icersinde nefrotoksisite ve
renal fonksiyon kaybi onemli yer tutar. Nefrotoksik ajanlarin basinda ise
sisplatin gelir.

Sisplatin norotoksik, ototoksik, hepatotoksik, nefrotoksik, kardiyotoksik,
myelosupresif bir ajandir. Uzun db6nemde organ ve dokularda fonksiyon
kayiplarina neden olabilmektedir. Sisplatin kullanimi sonrasinda renal

9



yetmezlik, ikincil akut lenfoblastik I6semi (ALL), sensorindrol isitme kaybi,
infertilite gibi ciddi sonuclar goriilebilmektedir®*. Sisplatin giinimiizde yaygin
olarak kullanilan antineoplastik ajanlardan biridir. Ancak nefrotoksik olmasi
klinik kullanimda en énemli doz kisitlayici faktordlr. Sisplatine benzer sekilde,
karboplatin, metotreksat ve ifosfamid bagta olmak Uzere bir¢ok antineoplastik
ajan nefrotoksik Ozellik gosterebilmektedir. Nefrotoksisiteyi 6nleme konusunda
birgok c¢alisma yapilmistir. Hem hayvan deneylerinde hem de insanlarda
yapilan c¢alismalarda sisplatin nefrotoksisitesinin doza bagimh oldugu
gosterilmistir®”’.

Sisplatin nefrotoksisite fizyopatolojisinde apoptozis, nekroz, oksidatif
stres, inflamasyon, fibrozis, hipoksi, mitokondriyal hasar 6nemli rol oynar.
Sisplatin hicre icine girdikten sonra bircok sinyal ileti yolagini aktive eder ve
hiicre apoptoza ve nekroza gider®®. Sisplatin nefrotoksisitesi {izerine yapilan
caligsmalarda sisplatinin serbest radikal olusumu ile oksidatif hasar yaptigina
dair kanitlar bulunmaktadir’®. Bu ylizden cesitli antioksidan maddelerin (a-
tokoferol [E vitamini], C vitamini, Selenyum, Curcumin, Glutamin, L-Karnitin,
Taurin, N-Asetil-Sistein) deney hayvanlarinda sisplatin ile olusturulan
nefrotoksisitede onleyici rolleri arastirilmistir. Bu ¢alismalarda vitamin E, vitamin
C, selenyum, curcumin, glutamin, L-karnitin, taurin, N-asetil-sistein’nin sisplatin
nefrotoksisitesinde koruyucu etkinliginin bulundugu hayvan deneyleri ile

gosterilmistirtt121314.15:16,

Anjiyotensin 2 reseptor (ATR) blokoru losartanin
renin anjiyotensin aldosteron sistemini (RAAS) inhibe ederek anti oksidan etki
gosterdigi bilinmektedir'’.  Losartanin bu antioksidan etkinlik araciligi ile
sisplatin nefrotoksisitesinden koruyucu olabileceg@i disunilmektedir.

LiteratUrde sisplatin nefrotoksisitesinde ATR blokoéru losartanin koruyucu

etkinligi hakkinda farkli sonuglar bulunmaktadrt?81920:21

Calismamizda
sisplatine bagl gelisen nefrotoksisitede anjiyotensin reseptor blokoru losartanin
histolojik dizeydeki koruyucu etkisi ve bu etkinin apoptotik yolak ile olan

iligskisinin arastirilmasi amaclanmistir.
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2.GENEL BILGILER

Antineoplastik ilaglar, kanser hicrelerini yok ettikleri gibi, hizli gogalmakta
olan hucreler bagta olmak Uzere normal hucrelere de toksik etki gosterirler.
Cogdu kanser ilacinin kemik iligi gibi hizli ¢ogalan hucreleri iceren dokular
Uzerine toksik etkileri daha belirgin g6zlenir. Bébrek hicreleri; bélinme hizlari
yuksek olmamasina ragmen, yuksek kan akimi ile karsilasmasi, meduller
intersitisyumda toksinleri konsantre etme ozelligi ve tubuler epitelde 6zgil
tasiyicilara sahip olmasi nedeniyle toksik zedelenmeye olduk¢ca duyarlidir.
Kemoterapotik ajanlar bobrekte proksimal tibdl, distal tibl ve glomertl olmak
Uzere nefronun her G¢ bdliuminde de hasara ve fonksiyon kaybina neden
olurlar. Distal tubuler fonksiyon bozuklugunda idrar pH’si ve ozmolalitesi artar.
Proksimal tubuler fonksiyon bozukluguna bagli ise idrar sodyumunda artma,;
serum sodyum, potasyum, klor, kalsiyum, magnezyum ve fosfat seviyesinde
azalma izlenir. Glomeruler fonksiyon bozukluguna baglh glomeruler filtrasyon
hizinda (GFR) azalma, serum kreatinin (Cr) ve idrar protein/Cr oraninda artma
gorulir. 22324,

Bircok kemoteropatik ilag, hafif GFR azalmasindan, geri donlusimsuz
bobrek fonksiyon kaybina kadar genis bir cercevede nefrotoksisite yapabilir.
Alkilleyici ajanlar (sisplatin, karboplatin, oksaliplatin,ifosfamid, siklofosfamid) ve
antimetabolitler (metotreksat, pemetreksat, gemstabin) en sik nefrotoksisiteye
neden olan ajanlarin basinda gelir. Sisplatin ise en sik kullanilan ve nefrotoksik
etkisi en iyi bilinen ilaglardandir. Sisplatin kullanimina bagli nefrotoksisite farkli
klinik tablolar ile karsimiza c¢ikabilmektedir. Bunlardan bazilari; akut bobrek
yetmezligi, fanconi benzeri sendrom, hipomagnezemi, distal renal tlbuler
asidoz, hipokalsemi, hipertrisemi, gecici proteinlri, renal konsantrasyon

defektleri, kronik bébrek yetmezligidir®*.

2.1 Sisplatin

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum(ll) =CDDP) gunumizde oldukca
yaygin kullanima sahip olan antinenoplastik bir ajandir. Erigkin donemde bas ve
boyun skuamé6z hucreli karsinom, testis, over, mesane, prostat, serviks
tumorleri ve klguk hucreli olmayan akciger karsinomlari gibi pek ¢ok malign

hastaligin tedavisinde kullaniimaktadir. Ayrica gocukluk ¢aginda noéroblastom,
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hepatoblastom, beyin tumorleri, germ hucreli timdr, osteosarkom tedavisinde

kullaniimaktadir.

Sisplatin 1960’ yillarda biyofizikgi Barnett Rosenberg tarafindan
tesadifen kesfedilmistir. Rosenberg elektromanyetik radyasyonun bakteri
hicreleri Uzerine etkisini arastirirken yaptigi deneylerde platin elektrodlari
kullanmaktaydi. Buyume alaninda bakterilerin normalden daha uzun filamanlara
sahip oldugunu gb6zlemledi. Bu etkinin, platin elektrotlarindan ortaya cikan
elektroliz drtnlerinin bakterinin hicre boélinmesini engellemesi ancak diger
bdylme yapilarini engellememesinden kaynaklandigini gosterdi. Bu biyolojik
etkiye yol acan bilesenin 1845 yilinda Peyron tarafindan tanimlanan ve Peyron
kloridi olarak da bilinen, sonradan sisplatin adini alan platinin nétral bir sis
izomeri oldugu bilinmektedir. Sisplatin 1971 yilinda kanser hastalarinda
kullanilmaya baslandi ve 1978'de Amerikan Gida ve ila¢ Uygulamalari

Kurumu’ndan onay ald®.

12



2.1.1 Sisplatinin Molekiiler Yapisi ve Ozellikleri

Sisplatin cis yapilanmasinda iki klorlu “yer degistiren grup” iceren nétral
bir molekuldur (Sekil 1). Sisplatinin deoksiribontkleik asite (DNA) baglanmasi
platin molekuliindeki ‘-trans’ yerine ‘-cis’ bulunmasi nedeniyle olmaktadir. Bu
nedenle cis yapilanmasinin etkisi énemlidir®. Sisplatinin kimyasal 6zellikleri
Tablo 1'de belirtiimektedir.

Sekil 1: Sisplatinin Molekuler Yapisi

Tablo 1: Sisplatinin Kimyasal Ozellikleri:

Sistematik ad: Cis-diaminodikloroplatinum
Molekuler formil: C12 H6 N2 Pt

Molekiuler agirhik: 300.1

Renk: Koyu sari (kristal kati) ve berrak (¢ozelti)
Yapi: Tetragonal (kare) diizlemsel

Erime noktasi: 270 -C

13



Sisplatin plazma gibi klorur igerigi yuksek olan ortamlarda stabil bir
yapida kalabilmektedir. Hucre igi klortr yogunlugunun dusuk oldugu ortamlarda,
klortr atomlarini kaybederek, DNA ve diger blytuk molekullerle kovalent olarak
baglanir ve reaktif elektrofillerini verir. DNA ile olusturulan bu capraz baglar
sayesinde, DNA sentez ve replikasyonunda bozulma ve bunun sonucunda
cesitli sinyal iletim yolaklarinin aktive edilerek sitotoksik etkilerinin ortaya
ctkmasi saglanmis olur®®. Sisplatin ayrica hiicre mitokondrisine de zarar verir,
hicre dongusunt duraklatir, adenozintrifosfataz (ATPaz) aktivitesini engeller,
transport sistemlerini degistirir ve sonug olarak apoptozis, inflamasyon, nekroz

ve hiicre 6liimiine sebep olur®.

2.1.2 Sisplatinin Farmakokinetigi

Sisplatinin gastrointestinal kanaldan emilimi yoktur, bu nedenle sadece
intravendz yoldan kullanilabilir. Sisplatin stabil olmayan bir bilesiktir. Plazma
gibi klorid yogunlugunun daha ytksek oldugu ortamlarda dogal yapisini korur ve
hicre membranini gegebilir. Hucre igerisinde ise klorid yogunlugu dusuktuar ve
klorid gruplari hidroksil gruplari ile ya da su ile yer degistirir. Bu durumda DNA
ile reaksiyona giren daha reaktif pozitif ylkll GrGnlerin olugsmasina neden olur.
Sisplatin, klorid yodunlugu dusuk solusyonlarla hazirlandiginda daha toksik
olabilmektedir. Bu nedenle klorur konsantrasyonu yiksek olan serum fizyolojik
ile hazirlanmalidir?’. Intravenéz uygulamayi takiben, hizli bir sekilde viicuda
dagilir; bobrek ve karaciger dokusunda yuksek yogunlukta bulunurken, kaslar,
mesane, pankreas, testis ve dalakta daha disuk, barsak, akciger adrenal, kalp,
beyin ve beyincikte en dusik yogunluklarda bulunur. Sisplatin kullanimindan
sonra dort ay sure ile bobrek dokusunda platin saptanabilir. Eliminasyon émr
altmig saat olup, uygulamadan iki saat sonra plazma sisplatininin %90’dan
fazlasi irreversibl bir sekilde proteinlere baglanir. Non-enzimatik bir reaksiyonla
metabolitlerine doniisir. 50-100mg/m? sisplatinin intravendz bolus seklinde
enjeksiyonundan sonra, plazma eliminasyonu bifaziktir. insanlarda sisplatin

yarilanma omrii yaklasik iki-bes gundir?®®

. Sisplatinin temel atilim yeri
bobrekler olup fekal atilimi ise ¢ok azdir. Bobreklerde en fazla sisplatin atilimi
intraventz inflzyondan sonraki bir saat icinde gorullr. Sisplatin plazma
proteinlerine baglanarak taginir ve bobreklerden degisim gostermeden atilirlar.

Bu nedenle bobrekteki sisplatin miktari diger organlara gore c¢ok fazladir.
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Bobreklerdeki sisplatin birikim miktari oksijen kullanimina bagh olarak degisiklik
gOsterir. Bobreklerin korteks tabakasindaki hucrelerin sitoplazmasinda birikim

gosterir. Azalmis bébrek fonksiyonu ile plazma yari émrii artar®.

2.1.3 Sisplatinin Hiicre igine Alinisi

Farkli tir hayvanlar Gzerinde yapilan bir¢ok calismada hicre digi klorid
konsantrasyonun yaklasik 120mM; hdcre igi klorid konsantrasyonun ortalama
4mM oldugu gosterilmigtir. Klorid yogunlugunun hucre disi gibi >100mM oldugu
ortamlarda sisplatin stabildir. [PtCI2(NH3)2] Bu yapidaki sisplatin hicre lipid
membranini pasif difuzyon ile gecer. Ancak hucre igine girdikten sonra dusuk
klorid konsantrasyonu nedeniyle stabilitesini kaybederek pozitif yuklu aktif
formlarina doénudsir. [PtCI(NH3)2(OH2)] ve [Pt(NH3)2(OH2)2]2+. Yapilan
calismalarda bu aktif komlekslerin sisplatine oranla ¢ok daha yavas difizyon
yaptigi gosterilmigtir. Boylece sisplatin aktif metabolitlerinin hiicre digina ¢ikigi
yavas seyretmekte ve hiicre ici konsantrasyonlar artmaktadir’®. Sisplatinin

hiicre sitoplazmasinda birikim mekanizmasi Sekil 2’de sematize edilmigtir.

F 3,

passive diffusion

Sekil 2: Sisplatinin Hlcre Sitoplazmasinda Birikim Mekanizmasi
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2.1.4 Sisplatinin Etki Mekanizmasi

Siplatin, DNA cift-zincirinde sarmal i¢i gapraz baglar olusturur (Sekil 3).
Boylece hiicrede DNA sentezini inhibe ederek antineoplastik aktivite gosterir.
Sisplatinin  sitotoksik etkisi, nikleer DNA'ya baglanmasi sonucunda
transkripsiyon ve replikasyon mekanizmalarini engellemesi ile agiklanmaktadir.
Sisplatin ¢esitli mekanizmalar ile mitokondriyal gegirgenligi artirarak apoptozisi
tetiklemektedir. Ancak ayni apoptotik etki sisplatin toksisitesinden de
sorumludur. Sisplatinin etki mekanizmasi bifonksiyonel alkilleyici ilaglara
benzer. Sadece sis izomeri sitotoksiktir. Doneme 6zgu olmayan bir ila¢c olup

hiicreleri her ddnemde etkileyebilir®,

Sekil 3: DNA-Sisplatin Baglanmasi

2.1.5 Sisplatin Toksisitesi

Sisplatinin ~ nefrotoksisite, = hepatotoksisite  miyelosupresyon ve
norotoksisite gibi doz bagimli yan etkileri mevcuttur. Bu yan etkileri sisplatinin
klinik kullanimini kisittamaktadir. Sisplatin ile kanser tedavisinde hastanin yan
etkilere karsi korunmasi klinik agidan énemlidir®2. Sisplatinin istenmeyen etkileri

Tablo 2'de gosterilmigtir.
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Tablo 2: Sisplatinin istenmeyen Etkileri®®

Norolojik

isitme kaybi,tinnitus, vertigo
Otonomik ndropati

NObet

Arka kolon néropatisi
Hickink

Periferik néropati

Optik ndrit,gdérme bulanikhgi
Akut ensefalopati

Kardiyovasktler

Bradikardi

Sol dal blogu
Hipertansiyon
Serebral arterit

Miyelostpresyon

Hematolojik Anemi, hemolitik anemi
Trombositik mikroanjiyopati
Neoplastik ikincil timér (akut [6semi)
Hepatik Karaciger fonksiyon testlerinde yukselme

Bilirubin ylksekligi

Renal/metabolik

Toksik nefropati
Hipomagnezemi, hipokalsemi
Hipokalemi, hiponatremi
Hipofosfatemi

Hiperurisemi

Uygunsuz ADH sendromu

Hipersensitivite

Tip 1 (anafilaktik)
Tip 2 (hemolitik anemi)

Gastrointestinal

Bulanti, kusma, diyare
istahsizlik, kilo kaybi
Tad duyusunda bozukluk

Reproduktif

infertilite
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2.1.6 Sisplatin Nefrotoksisitesi

Sisplatin, yuksek dozlarda bdbrek fonksiyonlarini tamamen bozabilecek
bir antineoplastik ajandir.  Sisplatin  uygulanan hastalarda bdbrek
fonksiyonlarinda bozulma goérulmustiur. Tedavi Oncesinde yapilan hidrasyon,
nefrotoksisiteden 6nemli dlcide koruyucudur ve ilacin daha yuksek dozlarda

kullanimina imkan saglar®*.

2.1.6.1 Sisplatin Nefrotoksisite Patogenezi

Sisplatin nefrotoksisitesi, kan Ure azotu dizeyinde artis, GFR’de azalma,
0zgul olmayan tubuler nekroz, 6zgul olarak potasyum ve magnezyum kaybinin
yani sira proksimal tubulde histopatolojik olarak dejeneratif ve nekrotik
lezyonlarin olusumuyla karakterizedir. Ayrica distal tubul ve toplayici kanallarda

akut tiibiiler nekroz ve dilatasyon gelisimektedir®.

Sisplatin Nefrotoksisitesinde DNA Sentezinin Bozulmasi

Sisplatinin toksik etki mekanizmalari henlz net olarak agiklanamamis
olmakla birlikte; renal tubiler enerji metabolizmasi ve DNA sentezi ile iligkili
oldugu dusunulmektedir. Renal mitokondriyal metabolizma ve membran
sodyum-potasyum ATPaz (Na-K ATPaz) mekanizmasindaki bozulma sisplatin
nefrotoksitesinde temel rolli oynamaktadir®. Sisplatin DNA'ya iki noktada
baglanir, birinci nokta inter-intra arasi digeri ise poretin cross-link bdlgesidir. Bu
baglanma ile sisplatin hicre icinde DNA sentezini kalici olarak inhibe eder. Bu
etki sadece tumor hucrelerinde degil ayni zamanda boébrek hicrelerinde de

gozlenir. DNA sentezindeki azalma nefrotoksitede 6nemli rol oynar®.

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Sisplatinin Rediikte Glutatyon ile

Konjugasyonu

Sisplatin  bobreklerde toksik etkisini siplatin-glutatyon konjugasyon
sistemine bagli olarak da gosterir. Sisplatin ile redukte glutatyonun (GSH)
konjugasyonu sonucu olugan reaktif tiyoller, renal dokuda toksik etki gosterirler.

y-glutamil transpeptidase (GGT) enzimi, proksimal tubullerin luminal
yuzinden sekrete edilir ve hicre digindaki GSH’1 glutamik asit ve sisteinil glisin
olarak ayirir. Sisteinil glisin de diaminopeptidaz ile glisin ve sisteine pargalanir.

Bu aminoasitlerin bir kismi tekrar htcre icine girerek tekrar GSH sentezinde
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kullanilir. Sisplatin varliginda ise glutatyon-S- transferaz ile sisplatin-GSH
bilesigi olusur. Sisplatin-GSH, GGT aktivitesi sonucu sistenil-glisin-sisplatin
bilesigine parcalanir. Agiga ¢ikan sistenil-glisin-sisplatin reaktif thiol birlesigidir
ve nefrotoksikdir. Sisplatinin GSH ile konjugasyonunun inhibe edilmesi veya

GSH sentezinin azaltiimasi sisplatin nefrotoksisitesini azaltmistir®?>’.

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Oksidadatif Stres

Serbest radikaller; paylasiimamig en az bir elektrona sahip molekdller
olup, paylasiimayan elektronun uzerinde oldugu oksijen molekulleridirler.
Kovalent baglarin parcalanmasi ile agiga c¢ikan paylasiimamis elektronlar
serbest radikal olusumuna neden olur. Bir diger radikal olugturma yéntemi olan
redoks reaksiyonlarinda bir elektronun kaybi veya kazaniimasi s6z konusudur.
Her oksidasyon bir rediksiyon ile birliktedir. Boylece oksidatif streste her iki
reaksiyon da yer alir. Serbest radikallerin aktiviteleri farkhlik gdsterebilir.
Hidroksil (HO") gibi bazi radikaller ytksek aktiviteye sahipken, E vitamininin
oksidasyon Urind olan tokoferoksil gibi bazi bilegikler oldukga dusik bir
aktiviteye sahiptirler. Oksijen radikalleri icinde, slUperoksit anyonu (02,
oksijenin bir elektron almasiyla olusan ilk trln olup, en kolay ve en fazla olusan
serbest radikaldir. Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle
dengesizdir. Bu yuzden bu radikaller tek elektronlarini bir bagka molekule
verebilir (reduksiyon) ya da bir baska molekilden elektron alarak elektron cifti
olusturabilirler (oksidasyon). Bu durumda radikal olmayan yapilar, radikal sekle
donlstirebilirler. Canlilarda diger radikallerin olusumu siklikla O%*nin birikimine
baglhdir. O% radikalinin ana kaynagi ise molekiiler oksijenin metabolize edildigi,
mitokondriyal elektron transport zinciridir*®%°,

Saglikh bir insanda metabolizma sirasinda serbest oksijen radikalleri
olusmaktadir. Bu nedenle serbest oksijen radikallerinin varligi her zaman
patolojik bir durum degildir. Oksidatif hasari énlemeye ydnelik olarak endojen
bircok enzimatik (Superoksid dismutaz, Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon
Peroksidaz, Glutatyon S- Transferaz, Glutatyon rediktaz, Glukoz —6- fosfat
dehidrogenaz, Katalaz gibi) ve non-enzimatik (E vitamini, p—karoten ve C
vitamini ) mekanizmalar mevcuttur. Ayrica eksojen olarak gidalarla alinan dogal
veya farmakolojik amaglarla kullanilan birgok antioksidan madde bulunmaktadir.
Oksidatif hasar olusmasinda serbest oksijen radikalleri Uretiminde artis ve/veya
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antioksidan sistem yetersizligi s6z konusudur. Hiperoksi, iskemi, radyasyon,
inflamasyon gibi bazi hicresel metabolik bozukluk durumlarinda serbest oksijen
radikalleri Gretimi artar. Serbest oksijen radikallerinde bu artis sonucunda
membranlar, enzimler, nukleik asitler ve polisakkaritler Gzerine toksik etkiler
gorulmektedir. Reaktif oksijen metabolitleri, lipid peroksidasyonuna ve oksidatif
zedelenme ile apoptozise neden olarak doku hasari gelisimine katki saglarlar.
Oksidatif denge Sekil 4’'te sematize edilmistir®.

Sisplatin aracili§i ile sUperoksit anyonu ve hidroksil radikalini de igeren
serbest radikaller olusmasi, nefrotoksisiteyi agiklayan mekanizmalardan biridir.
Sisplatin kaynakli oksidatif stres, onemli antioksidan molekullerin duzeyini

azaltir ve bobrek dokusunda nefrotoksisiteye yol acar®.

idatif d Yaglanma
ERHar st inflamasyon

Yiiksek Oz basinc
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repeflinyon

Anﬁukﬁﬂiniar

S5e
rbest Ead"‘ﬂﬂar

Oksidatif hasar

o - . oy

C TR T
= st (e

Membran lipidleri Proteinler Nikleik asitler

Sekil 4: Oksidatif denge

20



Sisplatin Nefrotoksisitesinde Nitrik Oksit Radikalleri

Nitrik oksit (NO) endotelyumdan salinan, yari dmru ¢ok kisa olan, hem
hiicre icinde hem de hicre diginda gorev alan lipofilik bir molekaltdur. Vaskuler
endotelde nitrik oksit sentaz (NOS) aracihgi ile l-argininden dretilir. Hicre
membraninda serbest olarak hareket edebilir ve komsu hucrelerde etkinliklerini
gOsterir.  Norotransmisyon, kan basincinin duzenlenmesi, duz kaslarin
gevsemesi ve immun regulasyon gibi bircok biyolojik fonksiyonun
reglilasyonunda aktif rol oynar** NO siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek
peroksinitriti olusturur. Olusan peroksinitrit, hidcre membranindaki sulfidril
gruplariyla reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna neden olur. Ayrica DNA
ile reaksiyona girerek sitotoksisiteye neden olur. Yapilan ¢alismalarda
sisplatinin NO olusumunu artirdigi1 gosterilmistir. Sisplatin uygulanan siganlarda
induklenebilir NOS aktivitesinin bobrekte ve karacigerde énemli dizeyde arttidi

ve bunun da NO olusumunu arttirdidr bildirilmistir*®44,

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Apoptozis
Sisplatin gesitli mekanizmalar ile mitokondriyal gecirgenligi artirarak

apoptozu tetiklemektedir. Bu apoptotik etki sisplatin toksisitesinden de sorumlu
tutulmaktadir®. Apoptozis normal ve patolojik siireclerde hiicre dlumunin
onemli bir yoludur. Sisplatin nefrotoksisitesi ile ilgili yapilan calismalarinda
yuksek dozlarda tubdl hicrelerinde nekroza yol acarken daha disik dozlarda
apoptoza yol actiklan gosterilmistir*®. Hiicre 6lim reseptérlerinin aracilik ettigi
ekstrinsik yolak, mitokondri Uzerinden igleyen intrinsik yolak ve endoplazmik
retikilim- stres yolagi apoptozdaki baslica yolaklardir. Kaspaz 8 ekstrinsik
yolagin aktivasyonu ile apoptoza neden olurken; sisplatin nefrotoksisitesinde
esas apoptotik yol olan intrinsik ya da mitokondriyal yolagin aktivasyonu ile
sitokrom ¢ salinimi olur ve bir dizi etkilesim sonucu kaspaz 9 aktive hale gelir.
Kaspaz 8 ve 9 renal tibiler apoptozda kritik bir role sahip olan kaspaz 3'U

aktive ederek apoptoza neden olur®.

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Histopatolojik Degisiklikler

Sisplatin nefrotoksisitesi ©ncelikle tlbudlointersitisyel lezyonlara neden
olur. Bobreklerdeki ana zedelenme yeri proximal tubullerdir. Sisplatin 6zellikle
proximal tubil segment 3'te zedelenmeye yol acar’. Proksimal tibiil
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hiicrelerinde nekroz, apoptozis, sitoplazmik vakuolizasyon, lizozomlarda
degisiklikler, karyopiknozis ve tubdillerde silendirler izlenmistir. Ayni zamanda
bazi proksimal tibdl hicrelerinde apikal hiicre membraninda fircamsi kenar
mikrovillus hasar saptanmistir. Distal tibullerde de sitoplazmik vaktolizasyon,
apoptozis, mitokondriyal sisme ve nikleer solukluk meydana geldigi

46,47

gosterilmistir™"". Deneysel calismalar bu degisikliklerin akut tubuller nekroz

paternine benzedigini gdstermektedir®®.

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Renal Fizyoloji Degisiklikleri

Siplatine bagl ilk olarak hemodinamik degisiklikler gézlenir ve takibinde
tubuler zedelenme meydana gelir. Sisplatin kullanimindan sonra ilk 3 saat
icinde bobrek kan akimi azalabilmektedir. Buna bagh olarak glomdler filtrasyon
hizinda azalma gozlenir. Renal kan akiminin azalmasina ve GFR'nin

dismesine neden olan aracilar heniiz belilenememistir®*.

Sisplatin
uygulamasi  sonrasinda siklikla politiri  gorilebilmektedir®.  Sisplatin
uygulamasindan 48-72 saat sonra proksimal ve distal tibuler reabsorpsiyonda
bozulma gorulur. Sisplatin uygulamasi tubuler reabsorpsiyonda bozulmaya ve
idrar konsantrasyonunda azalmaya neden olur. Proksimal tubulde sodyum
reabsorpsiyonu, distal tibulde de sodyum ve su reabsorpsiyonunun azalmasi
ile su ve sodyum atihmi artmistir. ilacin uygulanmasindan 24-48 saat sonra
idrar ozmolalitesi azalir ancak GFR’'de degisiklik go6zlenmez. Bu fazin
prostoglandin araciligi ile oldugu disuntlmektedir ve polidri kendiliginden
diizelir. ila¢c uygulamasindan 72-96 saat sonra ise GFR'de azalma goriliir. Bu
donemde meduller tonisitede azalma ve proksimal tubul ve Henle kulpunun
ctkan kolunda sodyum klorur transportunda bozulma gorulir. Birgok hasta

idrarla sodyum, potasyum, magnezyum ve kalsiyum kaybeder®.

22



2.2 Renin Anjiotensin Aldesteron Sistemi

Renin anjiotensin aldesteron sistemi, AT2 olusumu ile sonuglanan
enzimatik bir yolaktir (Sekil 5). RAAS’nin temel mediyatdri olan AT2, birgok
dokuda farkli reseptorleri bulunan, bu reseptorler aracihgiyla farkh fizyolojik ve
patolojik olaylarda rol alan bir peptiddir. AT2, kan basinci ve su-tuz dengesi
basta olmak Uzere hicre buylumesi, hiicre gogalmasi gibi bircok mekanizmada
rol oynar. RAAS’'nde ATZ2 nin olusumunda renin ve anjiotensin donusturicu
enzim (ACE) gorev alir. Ancak ACE diginda bagka yolaklar ile de AT2 Uretimi
gercgeklesebilir.

Anjiyotensinojen

Endopeptidaz =S Ronin «gess Prorenin

¥

M\\- Bradikinin
Anjiyotensin | Ediiiap
PR \F Enkephalin
Mon-ACE ACE
Katopsin G Anjiyotensin |l Inaktif
_J / l \ o

ATR1 ATR2 Diger

AN i2-8)
AV {3-8) ﬂ ﬂ
A(1-1) ,

Varokonstriksiyon Vazadilatasyan

Aldosteron Hucre blyurmes baskilanmig

Ma* reabsorpsiyonu Antioksidan etki

Susama Apoptozis?

ADH zekresyonu

Hilcre bilyomesi

Sekil 4: RAAS’nin Enzimatik Yolagi Ve Etkin Mediyatorleri

(ATR1: Anjiotensin 2 Reseptort Tip 1; ATR2 : Anjiotensin 2 Reseptoru Tip 2;
ACE: Anjiotensin Donusturacu Enzim; Alll: Anjiotensin 3 ; AlV : Anjiotensin 4;
ADH: Antiditretik Hormon)
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AT2 baglica iki tip reseptor Uzerinden etkilerini gosterir. Dokularda en
fazla bulunan ve AT2'nin etkilerinin neredeyse tamamindan sorumlu olan
reseptdr, anjiotensin 2 reseptorii tip 1 (ATR1) reseptorudir. ATR1 kalp,
bobrek, vaskiler duz kas hicreleri, beyin, adrenal bez, trombosit, yag dokusu
ve plasentada bulunur. ATR1 molekuiler klonlama yontemiyle tayin edilmis 7-
transmembran domain reseptorleri olup, G protein ailesine baghdir. AT2'nin
ATR1 reseptérine baglanmasi, reseptdr molekilinde yapisal degisikliklere yol
acar ve gesitli membran sinyal sistemlerini etkiler. Bunlar arasinda fosfolipaz C,
fosfolipaz D, fosfolipaz A2 gibi enzimler, adenil siklaz ve voltaj duyarli Ca*® iyon
kanallari sayilabilir™.

AT2, ATRle Dbaglanarak vasokonstriksiyon, aldosteron
sekresyonu, sodyum tutulumu, su istahinin artisi, antiditiretik hormon (ADH)
sekresyonu ve hucre buyumesinin uyariimasi gibi etkilerini gerceklestirir. AT2,
ATR1 reseptorlerine gore daha az sunulan ATR2 reseptorlerine baglanarak da
islev gosterir. AT2’'nin ATR1 ve ATR2 lzerinden gostermis oldugu fizyolojik
etkileri Tablo 3'te gdsterilmistir. Bazi hastalik durumlarinda ya da kronik ATR1
blokaji uygulandidinda ATR2 reseptdr sunusu artarak, vasodilatasyon, hucre
bayumesi ve fibrozisin baskilanmasi, antioksidan etki ortaya ¢ikmaktadir.

AT2'nin mesengial hicre kultirlerinde ATR1 reseptorleri Gzerinden
hipertrofiyi ve proliferasyonu uyardigi; superoksit anyon olusumunu doz bagimh
olarak artirdigi1 gosterilmistir. AT2 bobrekte glomeruler kapiller basinci artirarak
glomeruloskleroz gelisiminde de rol oynar. Transforming growth factor-betal
(TGF-B1) mesengial hucre hipertrofisi ve ektraselller matriks artisina yol acarak

glomerulosklerozun progresyonunda kritik rol oynar.
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Tablo 3: AT2'nin Fizyolojik Etkileri:

AT1 reseptorler AT2 reseptorler
BuyUmenin uyariimasi Apoptozis ?
ECM yapim artisi-yikim azalmasi Proliferasyonun baskilanmasi

Superoksid anyon olusumunda artis NO ve bradikinin salgilanmasi
NO salgilanmasinin baskilanmasi Vasodilatasyon

Bazi hucrelerin apoptozisi
Vasokonstruksiyon

Kan basinci artigi

Aldosteron sentez ve salgilanmasi
Tlbuler transport

GFR diuzenlenmesi

(AT1: Anjiotensin 2 Reseptor Tip 1; AT2: Anjiotensin 2 Reseptor Tip 2; ECM:
Ekstraseluler Matriks; NO: Nitrik Oksit; GFR: Glomeruler Filtrasyon Hizi)

Son donemde AT2'nin hemodinamik olmayan etkilerinin ve bilylime
faktorleri ile olan iligkisinin anlagiimasi ile RAAS’nin renal hasardaki rolu daha
lyi agiklanmaktadir. AT2'nin inflamatuvar htcreler tzerindeki proinflamatuvar ve
protrombotik etkileri renal hasarin olusumunda ve progresyonunda anahtar rol

oynamaktadir®*.
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2.3. Losartan

1898‘de fizyolog Robert Tigerstedt ve arkadaslari AT2 antagonistlerini
tavsan bobrek ekstreleri UGzerine uygulamiglar ve “Renin” adini verdikleri
bobreklerde Uretilen bir proteinin kan basincinda yukselmeye sebep oldugu
sonucuna varmiglardir. 1930 yilinda, reninin direkt olarak kan basincinda
yukselmeye neden olmadidi bu etkiyi Anjiyotensin | (AT1) ve AT2 isimli
maddelerin olusumunu uyararak sagladigi gosterilmistir®>. Yetmisli yillarda
plazma renin aktivitesi yuksek olan bireylerde miyokardiyal enfarktis ve inme
riskinin ylUksek oldugu ortaya koyulmustur. AT2'nin kalp ve bobreklere zarar
verdigi gosterilmistir®*. Takip eden sirecte, ACE'nin kesfiyle birlikte AT2
antagonistlerinin kan basinci regulasyonunda, elektrolit ve sivi dengelerinin
belirlenmesinde énemli rol oynadigi gdsterilmistir™>. Seksenli yillarin basinda bir
seri imidazol-5-asetik asit ile farelerde kan basinci azaldigi gértulmasttr. S-8307
ve S-8308 olarak adlandirilan iki farkh non-peptid AT2 antagonist bilesigi
bulunmus ve AT2 reseptéorlerine daha uyumlu hale getirilmigtir. Sonugta oral
olarak aktif, guc¢li ve secici non-peptid ATR1 blokeri olan “Losartan”

gelistirilmigtir. Losartan 1995 yilinda klinik kullanim i¢in onay almistir™®.

2.3.1 Losartanin Molekiiler Yapisi ve Ozellikleri

Losartanin kimyasal 6zellikleri Tablo 4'te; molekiler yapisi Sekil 6’da

gOsterilmisgtir.

Tablo 4: Losartanin Kimyasal Ozellikleri®’

Molekdiler formul: C22H23CIKN6O
Molekiler agirlik: 461.00 g/mol
Renk: beyaz veya kirli beyaz-grimsi
Yapiu: kristal

Erime noktasi: 183.5 - 184.5°C

Ph: 7.0-8.5
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Sekil 5: Losartanin Molekiler Yapisi

2.3.2 Losartanin Farmakokinetigi

Losartan gastrointestinal sistemden kolayca emilir ve alinan dozun %14’u
sitokrom P-450 sistemi aracihgi ile aktif metaboliti EXP3174’e donugturulir.
Losartanin emilimi gidalar tarafindan etkilenmez. Maksimum konsantrasyona
ulasma suresi bir saattir. Ortalama eliminasyon yari 6mru ise iki saattir. Safra
kesesi yoluyla ve %4’lik kismi deg@isime ugramadan idrar yoluyla vicuttan

atihr®,

2.3.3 Losartanin Antioksidan Etkisi

AT2, ATR1 uzerinden nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADPH)
oksidaz enzimini aktive etmektedir. NADPH oksidaz, reaktif oksijen turevlerinin
ana kaynagidir. Reaktif oksijen turevleri, NO aktivitesini azaltip, inflamasyon ve
oksidatif hasara neden olabilen birgok siireci baslatmaktadir*®. AT2'nin
mesengial hucre kultirinde ATR1 Uzerinden hicre hipertrofisini artirdigr ve
hiicre proliferasyonunu uyardigi, superoksit anyon olusumunu doz bagimli
olarak artirdig1 gosterilmistir. AT2 bobrekte glomeriler kapiller basinci artirarak
glomeruloskleroz gelisiminde de rol oynar. TGF-B1, glomerilosklerozun
progresyonunda mesengial hlcre hipertrofisi ve ektraselller matriks artisini
uyararak kritik rol oynar. Kronik ATR1 reseptor blokaji uygulandiginda ATR2
sunusu artarak, vasodilatasyon, hicre buylimesi ve fibrozisin baskilanmasi,
antioksidan etki ortaya ¢ikmaktadir. Losartan RAAS sistemini inhibe ederek

antioksidan etkinlik gésterir'’.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calisma Mersin Universitesi Hayvan Deneyi Yerel Etik Kurulu'nun onayi
alindiktan sonra Mersin Universitesi Hayvan Laboratuarindan temin edilen 26-
33 gram agirhgindaki saglikh iki aylik 15 adet BALB-C cinsi disi fare Gzerinde
gerceklestirildi. Hayvanlar oniki saat aydinlik oniki saat karanlik ortamda, 23-
25°C oda sicakliginda hayvan laboratuarinda, uygun Kkafesler icinde
barindirilarak serbestgce beslenmeleri ve su igmeleri saglandi. Deney hayvanlari
celik kafesler iginde barindirilarak herhangi bir besin kisittamasi icermeyen taze

yemle beslendi.

3.2. Deney Hayvanlari Gruplari

Fareler rastgele secilerek her biri 5 adet BALB-C cinsi disi fare iceren ¢
grup olusturuldu.

Grup 1 (n:5) : Serum fizyolojik uygulanan fare grubu (kontrol grubu)
Grup 2 (n:5) : Sisplatin uygulanan fare grubu

Grup 3 (n:5) : Losartan+sisplatin uygulanan fare grubu

3.3. Caligmanin Yuritulmesi

1.gruba intraperitoneal (i.p.) 5 cc % 0,9 luk steril SF solisyonu enjekte
edildi.

2.gruba i.p. tek doz sisplatin 12,7 mg/kg/giun (Cisplatin-teva 10 mg 1
flakon, MED-ILAC San. ve Tic. A.S, istanbul) verildi. Sisplatin verildikten bir saat

sonra i.p. 5 cc % 0,9 luk steril SF solisyonu enjekte edildi.

3.gruba tek doz sisplatin 12,7 mg/kg/gin (Cisplatin-teva 10 mg 1 flakon,
MED-ILAC San. ve Tic. A.S, istanbul) verildi. Sisplatin enjeksiyonundan dort
giin 6nce 10 mg/kg dozdan losartan (Losartil 50 mg 28 Tablet Drogsan ilag )
enteral yoldan baglandi ve dokuz gun boyunca verildi.

Deney hayvan gruplari ve uygulamalari Tablo 5’te gosterilmigtir.
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Tablo 5: Deney Hayvanlari Gruplari ve Uygulamalar

GRUPLAR 1-4. GUN 5.GUN 6-9.GUN
Grup 1
- SF -
(KONTROL)
Grup 2
) ) - Sisplatin+SF -
(SISPLATIN)
GRUP 3
) ) Losartan Losartan+Sisplatin+SF Losartan
(LOSARTAN+SISPLATIN)

(SF: Serum fizyolojik)

3.4 Histolojik inceleme

3.4.1 Dokularin Elde Edilisi ve Doku Takibi

Deney basindan itibaren hayvanlarin vicut agirliklari uygulanacak

madde dozlarini belirlemek Uzere gunluk olarak tartildi.

Sisplatin  verildikten sonra 5. ginde, tubuller proliferasyonu
degerlendirmek amaci ile 200 mg/kg 5-bromo 2'deoxyuridine (BrdU) i.p. enjekte
edildi. Fareler, bu islemden 4 saat sonra ketamin (90 mg/kg) + ksilazin -
hidroklorur (10 mg/kg) i.p. olarak verilerek servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.
Hayvanlarin karin bolgesi agilarak bobrekleri gikarildi (Resim 1-4).
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Resim 1: Batin eksplorasyonu

Resim 2: Sol bébregin anatomik yerlegimi
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Resim 3: Sol bobregdin ¢ikartiimasi

Resim 4: Sag bdbregdin ¢ikartiimasi
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Sol ve sag boébrek %10’luk tamponlanmis noétral formalin solisyonuna
alinarak 48 saat bekletildi. Tespit edilen dokular akarsuda yikandi ve daha

sonra asagidaki doku takip protokolune gore takip edildi.

1. Etil Alkol (%70) 45 dakika
2. Etil Alkol (%80) 45 dakika
3. Etil Alkol (%90) 45 dakika
4. Etil Alkol (%96) 45 dakika
5. Etil Alkol (%96) 45 dakika
6. Etil Alkol (%96) 45 dakika
7. Etil Alkol (%96) 45 dakika
8. Ksilol 15 dakika
9. Ksilol 15 dakika

10. Ksilol/Parafin(1/1) 1 saat

11. Parafin 1 saat
12. Parafin 2 saat
13. Bloklama

3.4.2 Isik Mikroskopik incelemeler

3.4.2.1 Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Blok haline getirilen dokulardan, rotary mikrotom (Leica, 2125RT) ile 5
um kalinh§inda kesitler alindi. Alinan kesitlere 58°C’lik etiivde 1 saat fiziksel
deparafinizasyon iglemi uygulandi ve boyama protokollerine gegildi. Isik
mikroskobik degerlendirmeler i¢in alinan kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E)
boyalari ile agsagidaki protokole gore boyandi.
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H&E Boyama Protokolu;

1) Ksilen 15 dakika
2) Ksilen 15 dakika
3) % 96’ lik alkol 10 dakika
4) % 80’ lik alkol 10 dakika
5) % 70’ lik alkol 10 dakika
6) Distile su 2-3 dakika
7) Hematoksilen 2 dakika

8) Akar suda yikama

9) Asit alkol 3 saniye
10) Distile su 1 dakika
11) Amonyakl su 3 saniye
12) Distile su 1 dakika
13) Eozin 30 saniye
14) Distile su 1 dakika
15) % 70’ lik alkol 5 dakika
16) % 80’ lik alkol 5 dakika
17) % 96’ lik alkol 5 dakika
18) Ksilen 15 dakika
19) Ksilen 15 dakika

20) Entellan ile kapatma.

H&E ile boyanan kesitlerde glomeruller ve tubuller morfolojik olarak

incelenerek herhangi bir hasarin olup olmadigina bakildi.
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3.4.2.2 immiinohistokimyasal igsaretlemeler

imminohistokimyasal incelemeler igin adeziv lamlara alinan kesitler
580C’lik etlivde 1 saat fiziksel deparafinizasyon isleminden sonra ksilene alindi.
Deparafinize olan kesitler giderek azalan alkol serilerinden gecirildi ve sonra
distile suya alinarak rehidrate edildi. Antijen maskelenmesini ortadan kaldirmak
amaciyla kesitler, Anti-BrdU isaretlemesi i¢in 30 dakika (dk) oda isisinda tripsin
ile inktbe edildi; aktif kaspaz-3 isaretlemesi igin ise Tris-EDTA soliisyonunda
mikroldalgada kaynatildi. Fosfat buffered salin (PBS) ile yikanan kesitler daha
sonra hidrojen peroksit (H20,) icinde 10 dk bekletilerek endojen peroksidaz
aktivitesi engellendi. Anti-BrdU isaretlemesi igin endojen peroksidaz aktivitesinin
engellenmesinden sonra kesitler PBS ile yikandi ve 2 normal hidroklorik asit
(HCI) solisyonunda 37°C’de 30 dk inkube edildi. Asitin etkisini nétralize etmek
icin kesitler 0,1 molar di-sodyum tetraborat solusyonunda 10 dk bekletildi ve
sonra gesme suyunda yikandi. Aktif kaspaz-3 isaretlemesi igin HCI ve di-
sodyum tetraborat agsamalari atlandi. Tekrar PBS ile yikanan kesitler pappen ile
cevrildi ve normal kec¢i serumu damlatilarak 8 dakika bekletildi. Daha sonra Anti-
BrdU (1/20, Novocastra) veya Aktif kaspaz-3 (1/100, Cell Signaling) antikorlari
damlatilarak +4°C’de bir gece inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan kesitlere
Anti-BrdU icin anti-fare, Aktif kaspaz-3 icin anti-tavsan sekonder antikor
damlatildi ve 10 dakika beklendi. Ardindan horseradish peroksidaz (HRP)
damlatilarak 10 dakika daha beklendi ve 3,3'-diaminobenzidine (DAB) ile
inkibasyon saglandi. Distile su ile yikanan kesitler zit boyama igin
hematoksilende 2 dakika bekletildi ve daha sonra entellan ile kapatildi.
immiinohistokimyasal degerlendirmeler igin Anti-BrdU isaretlemesinde bitiin
kesit alani X20 blyutmede taranarak pozitif boyanmis hicreler sayildi, aktif
kaspaz-3 isaretlemesi icin ise X40 buyutmede 5 farkli alan taranarak pozitif

boyanmis hucreler sayildi.

Batlin 1s1k mikroskobik incelemeler kamera atagmanli Olympos BX50

marka 151k mikroskopu ile yapildi ve fotograflar gekildi.
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3.5 istatistik Analiz
Morigi M 2008, Morigi M 2004, Morigi M 2010 daki u¢ galisma referans

alinarak histolojik dedisiklikler, apoptozis ve prolatif degisiklik sonuglarinin,
istatistiksel olarak anlamli bulunabilmesi igin yapilacak 3 gruplu ¢alismada % 90
guc ve %5 tip 1 hata ile her grupta en az dort, en fazla alti hayvanla ¢alismasi
uygun bulunmustur. Bu nedenle her grupta 5 hayvan alinmistir.

Verilerin istatistiksel analizi STATISTICA Version 13.3 programi ile
yapildi. Kaspaz-3 ve anti-BrdU hicre sayilari igin tanimlayici istatistiklerden
ortalamazstandart sapma, minimum ve maksimum degerler kullanildi. Normal
dagilim kontrolii Shapiro Wilk testi ile yapildi. Kontrol, sisplatin ve
sisplatin+losartan gruplarinin kaspaz-3 ve anti-BrdU hucre sayilarinin ortalama
kargilagtirmalari igcin parametrik testlerden Tek yonli Varyans Analizi (ANOVA)
kullanildi. Farkhliga sebep olan grup ya da gruplarin tespiti i¢in ¢oklu
kargilastirma testlerinden Tukey testi kullanildi. TUum karsilastirmalar igin

istatistik anlamlilik seviyesi (p) 0,05 olarak alindi.

35



4 BULGULAR
4.1 Isik Mikroskopik Degerlendirmeler

4.1.1 Hematoksilen-Eozin ile Boyanmis Kesitlerin Degerlendirilmesi
H&E ile boyanmig kontrol grubuna ait kesitlerde glomeruller ve tubuller

normal morfolojiye sahipti (Resim 5A).

Sisplatin grubu Kkesitleri incelendiginde birgok tubulde kast olusumu,
tubdler tiroidizasyon, tubul epitel hicrelerinde niklear fragmantasyon, tubiler
dilatasyon izlendi. Ayrica interstisyumda inflamatuar hicreler goruldi. Yer yer
dejenere tubuller bulunmaktaydi ve bazi tubul epitel hucreleri lGmene
dokulmustl. Glomertllerde ve damarlarda konjestif degisiklikler izlendi. Bazi

glomerduller atrofik 6zelliklere sahipti (Resim 5C-D).

Sisplatin+Losartan grubu kesitleri incelendiginde sisplatin grubuna
benzer morfolojik Ozelliklere sahip oldugu ancak patolojik bulgularin azaldigi
izlendi (Resim 5B).
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Resim 5. H&E boyamasina ait mikrofotograf X200. (A) kontrol grubunda normal

yapiya sahip glomertiller (G), distal (D) ve proksimal (P) tubduller, (B) Sisplatin+
Losartan grubu ile (C) ve (D) Sisplatin grubunda kast olusumu (siyah ok),
tiroidizasyon (beyaz ok), tubul limenine dokulmus tlbul epitel hicreleri (siyah
ok basi), nuklear fragmantasyonlar (kirmizi ok), konjestif degisiklikler (beyaz ok

basi), atrofik glomertl (AG).

4.1.2 Aktif Kaspaz-3 ile isaretlenmis Kesitlerin Degerlendirilmesi

Aktif kaspaz-3 isaretlemesi yapilan kesitler incelendiginde, kontrol
grubunda c¢ok az sayida pozitif hicre bulunmaktaydi (Resim 6A). Bu sayi
sisplatin grubunda belirgin sekilde artmisti (Resim 6B). Sisplatin+Losartan

grubundaki pozitif hiicre sayisi sisplatin grubuna gore azalmigti (Resim 6C).
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Resim 6. Aktif
kaspaz-3 isaretlemesi
(A) kontrol grubu, (B)
sisplatin grubu, (C)
Sisplatin + Losartan
grubu, siyah ok pozitif
boyanan hicreler,
X400.
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Kontrol grubu, sisplatin grubu ve sisplatin+losartan grubundaki her bir
denekten alinan iki farkli kesitten beser alanda aktif kaspaz-3 ile boyanan

hicreler sayllmistir. Pozitif boyanan hicre sayilari Tablo 6-8'de gdsterilmistir.

Tablo 6: Kontrol grubu Kaspaz-3 ile pozitif boyanan hucre sayilari

Denek Kesit 1. Alan 2. Alan 3. Alan 4. Alan 5. Alan Ortalama

1 2 0 0 1 0

1 0,5
2 1 1 0 0 0
1 1 0 0 1 0

2 1.1
2 1 0 3 4 2
1 1 0 0 2 1

3 0.6
2 0 0 1 0 1
1 1 1 0 1 1

4 0.8
2 1 0 0 2 1
1 1 0 1 1 0

5 0.7
2 0 0 1 1 2

Tablo 7: Sisplatin grubu kaspaz-3 ile pozitif boyanan hicre sayilari

Denek Kesit 1. Alan 2.Alan  3.Alan  4.Alan 5. Alan | Ortalama

1

1 26 23 22 24 21 047
2 28 26 16 22 19
1

9 18 22 24 23 26 219
2 20 22 21 20 23
1

3 22 20 19 18 23 0.6
2 25 17 23 19 20
1

4 23 18 20 22 19 1
2 21 23 22 22 20
1

5 20 19 18 22 23 20.2
2 19 21 22 20 18
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Tablo 8: Sisplatin+Losartan grubu kaspaz-3 ile pozitif boyanan hicre sayilar

Denek Kesit 1. Alan 2. Alan 3. Alan 4. Alan 5. Alan | Ortalama

1 14 15 16 18 17

1 14.7
2 12 13 13 15 15
1 15 17 20 19 20

2 19.6
2 20 22 21 23 19
1 20 22 19 20 21

3 20.2
2 20 22 19 18 21
1 20 22 19 16 18

4 20
2 22 23 20 21 19
1 14 15 15 19 20

5 18.1
2 19 20 20 18 21

Kaspaz-3 hucre sayilarinin ortalamaz standart sapmasi kontrol grubunda
0,74+0,23; sisplatin grubunda 21,68+1,80; sisplatin+losartan grubunda
18,54+2,25 olarak saptanmistir. Kaspaz-3 hicre sayilarinin kargilastiriimasi

Tablo 9’da gosterilmisgtir.

Tablo 9: Kaspaz-3 hiicre sayilarinin kargilagtiriimasi

Ortalamazx Minimum-
Grup N )
standart sapma Maximum
Kontrol 5 0,74£0,23 0,50-1,10
Kaspaz-3
Hucre Sisplatin 5 21,68+1,80 20,20-24,70
Sayisi
Sisplatin+Losartan 5 18,54+2,25 14,80-20,20

Kontrol grubuyla sisplatin grubunun  (p<0,001) ve kontrol grubuyla
sisplatin+losartan grubunun (p<0,001) kaspaz-3 pozitif hiicre sayisi ortalamasi

arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir.

Sisplatin ile sisplatin+losartan grubunun kaspaz-3 pozitif hicre sayisi
ortalamasi arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmigtir.
(p=0,029)
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4.1.3 Anti-BrdU ile isaretlenmis Kesitlerin Degerlendirilmesi

Anti-BrdU isaretlemesi icin kontrol grubu kesitleri incelendiginde pozitif
boyanmis hlcrelere rastlandi (Resim 7A). Bu sayi sisplatin grubunda anlamh bir
sekilde azalmisti (Resim 7B). Sisplatin+losartan grubuna bakildiginda ise
pozitif boyanmis hicre sayisinda diger iki gruba oranla anlamh bir artig goruldu

(Resim 7C).
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Resim 7. Anti-BrdU
isaretlemesi (A)
kontrol  grubu, (B)
sisplatin  grubu, (C)
Sisplatin + Losartan
grubu, siyah ok pozitif
boyanan hacreler,
X400.
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Kontrol grubu, sisplatin grubu ve sisplatin+losartan grubundaki her bir
denekten alinan iki farkli kesitteki tum alanlarda Anti-BrdU ile boyanan hiicreler

sayllmistir. Pozitif boyanan hicre sayilari Tablo 10-12’de gdsterilmistir.

Tablo 10: Kontrol grubu anti-BrdU ile pozitif boyanan hicre sayilari

Denek Kesit Pozitif Hiicre Sayisi

1

1 37
2 35
1

2 33
2 32
1

3 30
2 29
1

4 22
2 25
1

5 23
2 26

Tablo 11: Sisplatin grubu anti-BrdU ile pozitif boyanan hicre sayilari

Denek Kesit Pozitif Hiicre Sayisi

1

1 12
2 10
1

) 15
2 13
1

3 9
2 11
1

4 12
2 16
1

. 10
2 13
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Tablo 12: Sisplatin+losartan grubu anti-BrdU ile pozitif boyanan hucre sayilari

Denek Kesit Pozitif Hiicre Sayisi

1

1 63
2 60
1

) 56
2 55
1

3 58
2 61
1

4 52
2 48
1

. 58
2 63

Anti-BrdU hucre sayilarinin ortalamaz standart sapmasi kontrol grubunda

29,2045,29; sisplatin grubunda 12,20+1,75;

sisplatin+losartan grubunda

57,40%4,72 olarak saptanmistir. Anti-BrdU hlcre sayilarinin karsilastiriimasi

Tablo 13'de gosterilmistir.

Tablo 13: Anti-BrdU hicre sayilarinin kargilastiriimasi

Ortalamaz o
Minimum-

Grup standart .
Maximum

sapma
Kontrol 29,20%5,29 | 235-36,0
Anti-BrdU hiicre
Sisplatin 12,20£1,75 | 10,0-14,0
sayisl

Sisplatin+Losartan 57,40%4,72 | 50,0-61,5
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Kontrol grubuyla sisplatin grubunun  (p<0,001) ve kontrol grubuyla
sisplatin+losartan grubunun (p<0,001) anti-BrdU hicre sayisi ortalamasi
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamh oldugu saptandi. Sisplatin ile
sisplatin+losartan grubunun anti-brdu hicre sayisi ortalamasi arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,001) Anti-BrdU hucre sayisi

ortalamalarinin istatiksel kargilastiriimasi Tablo 14’te gOsterilmigtir.

Tablo 14: Anti-BrdU hiicre sayisi ortalamalarinin istatiksel kargilastiriimasi

Grup P degeri

Kontrol & Sisplatin p<0,001
Kontrol & Sisplatin+Losartan p<0,001
Sisplatin & Sisplatin+Losartan p<0,05
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5.TARTISMA

Sisplatin yaygin olarak kullanilan antineoplastik ajanlardan biridir. Doz
iligkili olarak nefrotoksisiteye neden olmasi, klinik kullanimda en énemli doz
kisitlayici  faktordlr. Bu nedenle sisplatin  nefrotoksisitesinden koruyucu
tedavilerin kesfedilmesi ve bu tedavilerin kemoterapi protokollerine eslik etmesi

son derece 6nemlidir.

Sisplatin nefrotoksik olmakla birlikte norotoksik, ototoksik, hepatotoksik,
kardiyotoksik, myelosupresif bir ajandir. Uzun donemde organ ve dokularda

fonksiyon kayiplarina neden olabilmektedir®*,

Sisplatin nefrotoksisite fizyopatolojisi henuliz tam olarak
aydinlatilamamigtir. Ancak patogenezde apoptozis, nekroz, oksidatif stres,
inflamasyon, fibrozis ve mitokondriyal hasarin 6nemli rol aldigi
distinilmektedir®®. Sisplatin nefrotoksisitesi (izerine yapilan calismalarda
sisplatinin serbest radikal olusumu ile oksidatif hasar yaptigina dair kanitlar
gosterilmistir'®. Patogenezde oksidatif hasar énemli bir rol oynadigindan bunu
onlemeye yonelik cok sayida antioksidan ajan calisimistir*°,

Losartan bir ATR1 blokoruadir. RAAS'1 inhibe ederek antioksidan etki
gosterdigi bilinmektedir'’. Bu calismada sisplatinin bdbrek yapisi iizerindeki
etkileri c¢alisilmis ve antioksidan etkinligi bilinen losartanin sisplatin

nefrotoksistesinden koruyucu rolt arastiriimistir.

Bu arastirmada kontrol grubuna ait kesitlerde H&E ile boyanmis
preoperatlar incelendiginde glomerdller ve tubtllerin normal morfolojiye sahip
oldugu goéruldli. Buna karsin sisplatin grubu kesitleri incelendiginde ise bircok
tubulde kast olugsumu, tubuler tiroidizasyon, tibdl epitel hiicrelerinde niklear
fragmantasyon, tubuler dilatasyon izlendi. Ayrica interstisyumda inflamatuar
hdcreler goruldu. Yer yer dejenere tubuller bulunmaktaydi ve bazi tubul epitel
hacreleri lUmene dokulmustd. Glomerullerde ve damarlarda konjestif
degisiklikler izlendi. Bazi glomertller atrofik 6zelliklere sahipti. Bu bulgular
calismamizda kullandigimiz yiksek doz verilen sisplatinin, yaygin tubuler

hasarin yani sira glomeruler hasara da yol agtigini gostermektedir.

Sisplatin+Losartan grubu kesitleri incelendiginde sisplatin grubuna goére

patolojik bulgularin azaldigi izlenmistir. TUm bu bulgular histopatolojik dizeyde
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losartanin sisplatine bagl bdbrek hasarini azaltici etkisi oldugunu gostermekte
olup literatirde bu konuda i1sik mikroskobi ile yapiimis calismalarla uyum
saglamaktadir*®'®. Literatiirde sisplatin nefrotoksisitesinde losartanin etkilerini

arastiran galismalar incelendiginde farkli sonuglara rastlanmistir.

Farzaneh ve arkadaslarinin'? 2012 yilinda yaptidi bir sican calismasinda;
deneklere dort gun sure ile 10mg/kg/gin dozunda losartan i.p. verilmisg.
Calismanin Uglncu guninde tek doz 6mg/kg sisplatin i.p. verilmis. Denekler
yedinci ginde kan drnekleri alindiktan sonra sakrifiye edilmis. Calismanin
sonucunda gruplar arasinda kan BUN ve Cr duzeyleri arasinda farklihk
saptanmamistir ancak histopatolojik incelemede losartan+sisplatin alan grupta

sisplatin alan gruba goére patolojik bulgularin azaldigi gosterilmistir (p<0,05).

Samira ve arkadaslarinin®® 2009 yilinda yaptigi bir sican galismasinda;
bir gruba 10mg/kg/gun dozunda alti gun sure ile diger gruba tek doz 60mg/kg
losartan i.p verilmis. Calismanin birinci gununde losartandan 1 saat sonra tek
doz 7mg/kg/gin sisplatin i.p verilmis. Denekler altinci gunin sonunda kan
ornekleri alindiktan sonra sakrifiye edilmis. Calismanin sonucunda sisplatin
alan gruplarda BUN ve Cr degerleri yaklagik 2-3 kat artmis bulunurken
losartan+sisplatin alan her iki grupta da bu degerler normal saptanmis (p<0,05).
iki farkli losartan uygulamasi arasinda ise BUN ve Cr degerleri agisindan fark
saptanmamis. Histopatolojik incelemede ise losartan+sisplatin alan her iki
grupta sisplatin alan gruba gore istatiksel degerlendirmeye rastlanamamakla
beraber patolojik bulgularin azaldigi gosterilmistir.

Maryam ve arkadaslarinin® 2012 yilinda yaptigi bir sigan ¢alismasinda;
denekler disi ve erkek olarak farkli gruplara ayrilimis. Deneklere dokuz giin sire
ile 10mg/kg/glin dozunda losartan i.p verilmis. Calismanin tglncu guninde tek
doz 7mg/kg sisplatin i.p verilmis. Denekler dokuzuncu gunde kan 6rnekleri
alindiktan sonra sakrifiye edilmis. Calismanin sonucunda sisplatin+losartan
alan disi grupta BUN ve Cr duzeyleri sisplatin alan disi gruba goére daha yuksek
bulunmus(p<0,05). Erkek deneklerde ise sisplatin+losartan alan grupta BUN ve
Cr duzeyleri daha duguk bulunmus ancak istatiksel fark saptanmamis.
Histopatolojik degerlendirmede ise sisplatin+losartan alan disi grupta sisplatin

alan disi gruba goére bobrek hasar skorlamasi agisindan fark saptanmamistir.

47



Roya ve arkadaslarinin®® 2014 yilinda yapti§i bir sican calismasinda;
deneklere on gin sure ile bir gruba 10mg/kg/gun dozunda diger gruba
20mg/kg/gun losartan i.p verilmis. Calismanin tglncu guninden itibaren 7 gin
sure ile 2,5mg/kg/giin dozunda sisplatin i.p verilmis. Denekler onuncu giinde
kan ornekleri alindiktan sonra sakrifiye edilmis. Calismanin sonucunda sadece
losartan alan (10-20mg/kg/giin) gruplarda BUN ve Cr degerleri sisplatin alan
gruba gore dusik bulunmus (p<0,05). Sisplatin alan gruba gére BUN ve Cr
dizeyleri icin sisplatin+losartan (10mg/kg/gun) alan grupta farklilik
saptanmamis; sisplatin+losartan (20mg/kg/gun) alan grupta daha yuksek
saptanmig (p<0,05). Histopatolojik degerlendirmede ise Sisplatin+losartan alan
gruplarda tubudler hasar skorlamasi sisplatin alan gruba goére daha ylksek
saptanmis. Sisplatin+losartan (20mg/kg/giin) alan grupta ise bu artis istatiksel

olarak anlamli saptanmig(p<0,05).

Deegan ve arkadaslarinin®® 1995 yilinda yaptiklari calismada, birinci
gruba 10mg/kg ve ikinci gruba 30mg/kg dozdan losartan i.p. uyguladiktan 2 saat
sonra sisplatin (5mg/kg/doz) tek doz i.p. uygulanmig. Uglincti gruba da birinci
grup ile ayni iglemler uygulandiktan sonra takip eden 6 gun boyunca
10mg/kg/gun dozdan losartan i.p. uygulanmis. Denekler yedinci ginde kan
ornekleri alindiktan sonra sakrifiye edilmis. Calismanin  sonucunda
losartan+sisplatin alan gruplar ile sisplatin grubu arasinda BUN ve Cr degerleri
arasinda fark saptanmamis.

Yapilan benzer hayvan deneylerinde sisplatinin 5-20mg/kg dozlarinda
kullanimi  nefrotoksisiteye  neden  oldugu  gdsterilmistir®®61:62:6364.65
Calismamizda sisplatin dozu literatur ile uyumlu olarak 12,7 mg/kg dozdan

uygulandi.

Konu ile ilgili yapilan benzer c¢alismalar ve sonuglarn gobzden
gegcirildiginde, yapilan farkli c¢alismalarda farkli protokoller uygulanmaklia
beraber sisplatin veriime zamani genellikle losartanin ilk dozundan 1saat ile 3
gun sonrasi olarak tercih edilmigtir. Bizim c¢alismamizda ise losartan
baslandiktan 5 gun sonra sisplatin uygulanmis ve ¢alismamizda sisplatine bagl
nefrotoksisitede losartan kullaniminin  bdbredi koruyucu etkisi oldugu
gosterilmigtir.  Ayrica  bilinmektedir ki kronik ATR1 reseptor blokaiji

uygulandiginda ATR2 sunusu artarak, vasodilatasyon, hlcre buylimesi ve
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fibrozisin baskilanmasi, antioksidan etki ortaya cikmaktadir’*. Bu veriler
dogrultusunda gelecekte vyapilacak c¢alismalar, losartanin daha erken
baslanmasinin sisplatine bagl nefrotoksisiteden koruyucu 06zelligini artirip

artmayacag! konusunu aydinlatacaktir.

Losartan tedavisinin toplam uygulama slresi agisindan mevcut
calismalar incelendiginde tek doz veya 4-10 gun verildigi goralmektedir. 4 gun
ve 6 gun ile yapilan iki ¢alismada sonuglar olumlu iken; tek doz, 6 giun ve 10
gun ile yapilan 4 ¢alismada losartanin etkisiz oldugu sonucuna variimistir. Bizim
calismamizda losartan tedavisi toplamda 9 gun sirddrildi. Losartan tedavi
suresi ile ilgili mevcut bilgiler yetersiz olup etkin tedavilerin olugturulabilmesi

amaciyla daha fazla galigmaya gerek duyulmaktadir.

Literaturdeki calismalarda losartan tedavisinin uygulanma yolu olarak i.p.
tedavi tercih edilmigtir. Biz galigmamizda losartan tedavisini gavaj araciligiyla
enteral yoldan uyguladik. Losartanin enteral yoldan uygulanmasinin etkinligini
artirmis olabilecegi disunuldl. Bu hipotezin ilerde yapilacak calismalar ile

desteklenmesinin faydali olacagi dusunulmektedir.

Daha once vyapillan c¢alismalar incelendiginde, losartanin bazi
calismalarda BUN ve Cr degerlerini etkilemezken histopatolojik iyilesme
sagladigi, bazi galismalarda BUN ve Cr degerleri azaltirken histopatolojik olarak
etkisiz oldugu, bazi ¢alismalarda ise BUN ve Cr degerlerinin daha yuksek veya
histopatolojik bulgularda kétulesme oldugu bildiriimigtir. Bizim ¢alismamizda ise
sisplatin+losartan alan grupta sisplatin grubuna goére patolojik bulgularin

azaldigi izlenmigtir.

Losartanin farkh patolojik durumlarla ilgili hayvan c¢alismalarinda
koruyucu etkisinin apoptozisi 0Onleyerek gercgeklestirdigine iliskin veriler
bulunmaktadir. 2017 yilinda yapilan bir calismada serebral iskemi/reperflizyon
hasari olusturulan siganlarda losartan kullaniminin kaspaz 3 inaktivasyonu
yaparak apoptozisi azalttigi gosteriimistir®®. Baska bir hayvan deneyinde deniz
suyu ile olusturulmus akciger hasarinda losartan kullaniminin antiapoptotik
etkinlik gosterdigi bunu da apopitoz iliskili proteinlerden sitokrom c, bcl2 ve
caspase 3 diizeylerini azaltarak gerceklestirdigi saptanmistir®’. Sisplatinin gesitli
mekanizmalar ile mitokondriyal gecirgenligi artirarak apoptozisi tetikledigi
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bilinmektedir. Bu apoptotik etki sisplatin toksisitesinden de sorumlu
tutulmaktadir’. Calismamizda apoptotik hiicreleri gézlemleyebilmek icin aktif
kaspaz-3 ile immunhistokimyasal boyama kullanildi. Aktif kaspaz-3 isaretlemesi
yapilan kesitler incelendiginde, kontrol grubunda ¢ok az sayida pozitif hicre
bulunmaktaydi. Bu sayi sisplatin ve sisplatin+losartan grubunda kontrol grubuna
gore anlamh sekilde yuksekti (p<0,001). Sisplatin+Losartan grubundaki pozitif
hicre sayisi sisplatin grubuna gére anlaml sekilde duastk bulundu (p<0,05).
Tim bu bulgular ile sisplatine maruz kalan renal dokuda yogun sekilde
apoptotik hucre olustugunu ve losartanin sisplatin  nefrotoksisitesinde
apoptozise giden huicre sayisini anlamli derecede azalttigini gostermektedir.
Verilerimiz  dogrultusunda losartanin  sisplatine bagli  nefrotoksisitenin
onlenmesinde antiapoptotik etkisinin 6nemli bir katkida bulundugunu ve bu

bulgularin klinik olarak da kanitlanmasinin faydali olabilecegi dusunmekteyiz.

DNA sentezi ve DNA replikasyonu hicresel gogalmanin bir géstergesidir.
Calismamizda da DNA sentezi sirasinda BrdU'nun DNA'ya baglanmasindan
faydalanarak tubuller proliferasyonu degerlendirmek amaci ile literatlrde
belirtildigi gibi BrdU (200mg/kg) kullaniimistir®®®. Sisplatin verildikten sonra 5.
ginde, denekler sakrifiye edilmeden 4 saat 6nce BrdU i.p. enjekte edildi.
Deneklerden hazirlanan kesitlere Anti-BrdU ile isaretleme yapildi. Anti-BrdU
isaretlemesi igin kontrol grubu kesitleri incelendiginde pozitif boyanmis
hicrelere rastlandi. Bu sayi sisplatin grubunda anlamli bir sekilde dusukti
(p<0,001). Bu bulgular sisplatin alan grupta DNA sentezinin baskilandigini
gostermektedir. Sisplatin+losartan alan gruba bakildiginda ise pozitif boyanmig
hicre sayisinda diger iki gruba oranla anlaml bir artig goruldu (p<0,001). Bu
bulgular losartanin, sisplatin nefrotoksisitesini 6zlemede ttbuler proliferasyonu

artirarak etki gosterdigini destekler niteliktedir.

Calismamizin kisithliklari arasinda; BUN ve Cr dizeylerinin teknik
nedenlerden dolayl Olgulememis olmasi ve losartanin apoptozisi azalttigi
gosterilmekle beraber mekanizmasi Uzerine arastirma yapilmamis olmasi yer

almaktadir.

Sonuc¢ olarak; sisplatine bagl nefrotoksisite olusturulan farelerde
losartan kullaniminin bobredi koruyucu, apoptozu o6nleyici ve proliferasyonu

artirici etkisi oldugu gosterilmistir. Ancak daha ¢ok sayida hayvan deneyi ile bu
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koruyucu etkinin gosteriimesi ve fayda sagliyor ise Kklinik c¢alismalarla bu
bulgularin desteklenmesi gerektigini duginmekteyiz.
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6.SONUCLAR:

1- H&E ile boyanmig kontrol grubuna ait kesitlerde glomerdller ve ttbdtller

normal morfolojiye sahipti.

2- Kontrol grubunda aktif kaspaz-3 isaretlemesi yapilan kesitlerlerde ¢ok

az sayida pozitif hticre bulunmaktaydi.

3- Sisplatin grubunda birgok tubudlde kast olusumu, tubduler tiroidizasyon,

tubul epitel hucrelerinde nuklear fragmantasyon, tibuler dilatasyon izlendi.

4- Sisplatin grubunda interstisyumda inflamatuar hicreler goérulda. Yer
yer dejenere tubuller bulunmaktaydr ve bazi tubul epitel hucreleri limene

dokulmusta.

5- Sisplatin grubunda glomerullerde ve damarlarda konjestif degisiklikler

izlendi. Bazi glomertuller atrofik 6zelliklere sahipti.

6- Sisplatin+Losartan grubunda sisplatin grubuna gére patolojik bulgulari

daha az sayida izlendi.

7- Kaspaz 3 aktivitesi sisplatin+losartan grubunda sisplatin grubuna gére
daha dusuk bulundu (p<0,05).

8- BrdU/Anti-BrdU isaretlemesi ile pozitif boyanan hicre sayisi
sisplatin+losartan grubunda sisplatin grubuna gore anlamli olarak yuksek
saptandi (p<0,001).
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ACE

ADH

Alll

AlV

ALL

Anti- BrdU

ATP

ATPaz

AT1

AT2

ATR

ATR1

ATR2

Brdu

Cr

DAB

Dk

DNA

GFR

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Anjiotensin Donugturact Enzim
- Antiditretik Hormon
: Anjiotensin 3
. Anjiotensin 4
: Akut Lenfoblastik Losemi
: Anti 5-bromo 2'deoxyuridine
: Adenozintrifosfat
: Adenozintrifosfataz
. Anjiyotensin 1
: Anjiyotensin 2
: Anjiotensin 2 Reseptoru
: Anjiotensin 2 Reseptort Tip 1
: Anjiotensin 2 Reseptoru Tip 2
:5-bromo 2'deoxyuridine
. Kreatinin
: 3,3'-diaminobenzidin
: Dakika
: Deoksiribonukleikasit

: Glomertiler filtrasyon hizi
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GSH
GGT
HCI
HRP
HO
H,0,

H&E

Iv

I.p.
NADPH
Na-K ATPaz:
NO
NOS
02
PBS
RNA
SF

TGF-B1

: Redukte Glutatyon

. y-glutamil transpeptidase
: Hidroklorik asit

: Horseradish peroksidaz

: Hidroksil radikali

: Hidrojen peroksit

: Hematoksilen-Eozin

. Intravenoz
. Intraperitoneal

: Nikotinamid Adenin Dinukleotid Fosfat

Sodyum-Potasyum Adenozintrifosfataz

. Nitrik Oksit
> Nitrik Oksit Sentaz

: SUperoksit anyonu

: Fosfat buffered salin
. Ribonukleikasit

: Serum fizyolojik

: Transforming Growth Factor-Betal
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