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 ÖZET  

FARELERDE ANJİYOTENSİN 2 RESEPTÖR BLOKÖRÜ LOSARTANIN 
SİSPLATİNE BAĞLI NEFROTOKSİTEDEN KORUYUCU ETKİNLİĞİNİN 

DEĞERLENDİRİLMESİ 

Çalışmamızda sisplatine bağlı gelişen nefrotoksisitede anjiyotensin 2 

reseptör blokörü losartanın histolojik düzeydeki koruyucu etkisi ve bu etkinin 

apoptotik yolak ile olan ilişkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 

Çalışma sağlıklı 15 adet BALB-C cinsi dişi fare ile yapıldı. Fareler üç 

gruba ayrıldı. Birinci gruba intraperitoneal 5 cc % 0,9’luk steril serum fizyolojik 

solüsyonu enjekte edildi. İkinci gruba intraperitoneal tek doz sisplatin  (12,7 

mg/kg/doz) verildi. Üçüncü gruba tek doz sisplatin (12,7 mg/kg/doz) verildi ve 

sisplatin enjeksiyonundan dört gün önce losartan (10 mg/kg/gün) po başlandı ve 

dokuz gün boyunca verildi. Sisplatin verildikten sonra beşinci günde tüm 

denekler servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edilmeden dört saat 

önce tübüler proliferasyonu değerlendirmek amacı ile 5-bromo 2'deoxyuridine 

(200 mg/kg)  intraperitoneal enjekte edildi. Hayvanların karın bölgesi açılarak 

böbrekleri çıkarıldı. Histolojik inceleme amacıyla sol ve sağ böbrek %10’luk 

formaldehit içerisine alındı.  

Sisplatin grubu kesitleri incelendiğinde birçok tübülde kast oluşumu, 

tübüler tiroidizasyon, tübül epitel hücrelerinde nüklear fragmantasyon, tübüler 

dilatasyon izlendi. Ayrıca interstisyumda inflamatuar hücreler görüldü. Yer yer 

dejenere tübüller bulunmaktaydı ve bazı tübül epitel hücreleri lümene 

dökülmüştü. Glomerüllerde ve damarlarda konjestif değişiklikler izlendi. Bazı 

glomerüller atrofik özelliklere sahipti. Sisplatin+Losartan grubu kesitleri 

incelendiğinde ise patolojik bulguların azaldığı izlendi. Aktif kaspaz-3 

işaretlemesi yapılan kesitler incelendiğinde, kontrol grubunda çok az sayıda 

pozitif hücre bulunmaktaydı. Bu sayı sisplatin grubunda belirgin şekilde artmıştı 

(p<0,001). Sisplatin+Losartan grubundaki pozitif hücre sayısı sisplatin grubuna 

göre azalmıştı (p<0,05). Anti-5-bromo 2'deoxyuridine işaretlemesi yapılan 

kontrol grubu kesitleri incelendiğinde pozitif boyanmış hücrelere rastlandı. Bu 

sayı sisplatin grubunda anlamlı bir şekilde azalmıştı (p<0,001). 
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Sisplatin+losartan grubuna bakıldığında ise pozitif boyanmış hücre sayısında 

diğer iki gruba oranla anlamlı bir artış görüldü (p<0,001). 

Bu çalışmada sisplatine bağlı nefrotoksisite oluşturulan farelerde 

losartan kullanımının böbreği koruyucu, apoptozisi önleyici ve proliferasyonu 

artırıcı etkisi olduğu gösterilmiştir. 

 

Anahtar kelimeler: apoptozis, losartan, nefrotoksisite, sisplatin 
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SUMMARY 

ASSESSMENT OF PROTECTIVE EFFECT OF THE LOSARTAN WHICH IS 
ANGİOTENSİN 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 
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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

8 
 



1.GİRİŞ ve AMAÇ 

Çocuklarda ve adolesanlarda kanser tedavilerinin gelişmesi ile yaşam 

süreleri artmış ancak geç dönem yan etkiler önem kazanmıştır. Bu nedenle 

kemoterapiye bağlı uzun dönem organ hasarlarının incelenmesi önemli hale 

gelmiştir1.   

Çocukluk çağında kemoterapi alan hastalarda uzun dönemde 

endokrinolojik, nörolojik, kardiyak, hepatobiliyer ve nefrolojık yan etkiler 

görülebilmektedir. Ayrıca kemoterapiye ikincil immün yetmezlik, kemoterapiye 

ikincil malignite gelişimi, kemik dokuya ait yan etkiler ve infertilite de uzun 

dönem kemoterapi komplikasyonları arasında yer alır. Endokrinolojık yan etkiler 

arasında büyüme hormonu eksikliği, büyüme geriliği, tiroid disfonksiyonları, 

üreme disfonksiyonları,  puberte prekoks ve gebelik problemleri 

görülebilmektedir. Periferik nöropati ve inme uzun dönem nörolojık 

komplikasyonların başında gelir. Özellikle vinkristinin kullanılan hastalarda 

nöropati, L-asparajinaz kullanılan hastalarda koagulasyon faktörlerindeki 

değişiklikler ile oluşan trombofili veya kanamaya eğilim sonucunda inme riski 

artmıştır. Doksorubisin ve daunorubisin başta olmak üzere kemoterapi ile ilişkili 

kardiyotoksisite hem erken hem de geç dönemde görülebilmektedir. 

Antrasiklinlere bağlı aritmi, kalp yetmezliği ve ani ölüm gelişme riski mevcuttur. 

Kemoterapi bitiminden sonraki altı ay-bir yıllık süreçte hücresel ve hümoral 

immün sistem bozuklukları görülebilmektedir. Bu bozukluk kemoterapinin hafıza 

B hücreleri ve plazma hücrelerinde sayı ve fonksiyon bozukluğu yapması ile 

açıklanmaktadır. Kemik dokuda ise metotreksat ve siklofosfamid kullanımı 

sonucu kemik demineralizasyonu ve osteopeni,  kortikosteroid kullanımı sonucu 

avasküler nekroz görülebilir. Metotreksat ve 6-merkaptopürin ile oluşabilen 

hepatotoksisite diğer bir uzun dönem yan etki olarak gözlenebilmektedir. 

Siklofosfamid başta olmak üzere kemoterapi ilişkili gonadotoksisite sonucu 

infertilite görülebilmektedir2.  

Kemoterapiye bağlı uzun dönem yan etkiler içersinde nefrotoksisite ve 

renal fonksiyon kaybı önemli yer tutar. Nefrotoksik ajanların başında ise 

sisplatin gelir.  

Sisplatin nörotoksik, ototoksik, hepatotoksik, nefrotoksik, kardiyotoksik, 

myelosupresif bir ajandır. Uzun dönemde organ ve dokularda fonksiyon 

kayıplarına neden olabilmektedir. Sisplatin kullanımı sonrasında renal 
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yetmezlik, ikincil akut lenfoblastik lösemi (ALL), sensörinörol işitme kaybı, 

infertilite gibi ciddi sonuçlar görülebilmektedir3,4. Sisplatin günümüzde yaygın 

olarak kullanılan antineoplastik ajanlardan biridir. Ancak nefrotoksik olması 

klinik kullanımda en önemli doz kısıtlayıcı faktördür. Sisplatine benzer şekilde, 

karboplatin, metotreksat ve ifosfamid başta olmak üzere birçok antineoplastik 

ajan nefrotoksik özellik gösterebilmektedir. Nefrotoksisiteyi önleme konusunda 

birçok çalışma yapılmıştır. Hem hayvan deneylerinde hem de insanlarda 

yapılan çalışmalarda sisplatin nefrotoksisitesinin doza bağımlı olduğu 

gösterilmiştir5,6,7.  

Sisplatin nefrotoksisite fizyopatolojisinde apoptozis, nekroz, oksidatif 

stres, inflamasyon, fibrozis, hipoksi, mitokondriyal hasar önemli rol oynar. 

Sisplatin hücre içine girdikten sonra birçok sinyal ileti yolağını aktive eder ve 

hücre apoptoza ve nekroza gider8,9. Sisplatin nefrotoksisitesi üzerine yapılan 

çalışmalarda sisplatinin serbest radikal oluşumu ile oksidatif hasar yaptığına 

dair kanıtlar bulunmaktadır10. Bu yüzden çeşitli antioksidan maddelerin (α-

tokoferol [E vitamini], C vitamini, Selenyum, Curcumin, Glutamin, L-Karnitin, 

Taurin, N-Asetil-Sistein) deney hayvanlarında sisplatin ile oluşturulan 

nefrotoksisitede önleyici rolleri araştırılmıştır. Bu çalışmalarda vitamin E, vitamin 

C, selenyum, curcumin, glutamin, L-karnitin, taurin, N-asetil-sistein’nin sisplatin 

nefrotoksisitesinde koruyucu etkinliğinin bulunduğu hayvan deneyleri ile 

gösterilmiştir11,12,13,14,15,16.  Anjiyotensin 2 reseptör (ATR) blokörü losartanın 

renin anjiyotensin aldosteron sistemini (RAAS) inhibe ederek anti oksidan etki 

gösterdiği bilinmektedir17.  Losartanın bu antioksidan etkinlik aracılığı ile 

sisplatin nefrotoksisitesinden koruyucu olabileceği düşünülmektedir. 

Literatürde sisplatin nefrotoksisitesinde ATR blokörü losartanın koruyucu 

etkinliği hakkında farklı sonuçlar bulunmaktadır12,18,19,20,21. Çalışmamızda 

sisplatine bağlı gelişen nefrotoksisitede anjiyotensin reseptör blokörü losartanın 

histolojik düzeydeki koruyucu etkisi ve bu etkinin apoptotik yolak ile olan 

ilişkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 
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2.GENEL BİLGİLER 

Antineoplastik ilaçlar, kanser hücrelerini yok ettikleri gibi, hızlı çoğalmakta 

olan hücreler başta olmak üzere normal hücrelere de toksik etki gösterirler. 

Çoğu kanser ilacının kemik iliği gibi hızlı çoğalan hücreleri içeren dokular 

üzerine toksik etkileri daha belirgin gözlenir. Böbrek hücreleri; bölünme hızları 

yüksek olmamasına rağmen, yüksek kan akımı ile karşılaşması, medüller 

intersitisyumda toksinleri konsantre etme özelliği ve tübüler epitelde özgül 

taşıyıcılara sahip olması nedeniyle toksik zedelenmeye oldukça duyarlıdır. 

Kemoterapotik ajanlar böbrekte proksimal tübül, distal tübül ve glomerül olmak 

üzere nefronun her üç bölümünde de hasara ve fonksiyon kaybına neden 

olurlar. Distal tübüler fonksiyon bozukluğunda idrar pH’sı ve ozmolalitesi artar. 

Proksimal tübüler fonksiyon bozukluğuna bağlı ise idrar sodyumunda artma; 

serum sodyum, potasyum, klor, kalsiyum, magnezyum ve fosfat seviyesinde 

azalma izlenir. Glomerüler fonksiyon bozukluğuna bağlı glomerüler filtrasyon 

hızında (GFR) azalma, serum kreatinin (Cr) ve idrar protein/Cr oranında artma 

görülür. 22,23,24.  

Birçok kemoteropatik ilaç, hafif GFR azalmasından, geri dönüşümsüz 

böbrek fonksiyon kaybına kadar geniş bir çerçevede nefrotoksisite yapabilir. 

Alkilleyici ajanlar (sisplatin, karboplatin, oksaliplatin,ifosfamid, siklofosfamid) ve 

antimetabolitler (metotreksat, pemetreksat, gemstabin) en sık nefrotoksisiteye 

neden olan ajanların başında gelir. Sisplatin ise en sık kullanılan ve nefrotoksik 

etkisi en iyi bilinen ilaçlardandır. Sisplatin kullanımına bağlı nefrotoksisite farklı 

klinik tablolar ile karşımıza çıkabilmektedir. Bunlardan bazıları; akut böbrek 

yetmezliği, fanconi benzeri sendrom, hipomagnezemi, distal renal tübüler 

asidoz, hipokalsemi, hiperürisemi, geçici proteinüri, renal konsantrasyon 

defektleri, kronik böbrek yetmezliğidir24. 

2.1 Sisplatin 

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum(II) =CDDP)  günümüzde oldukça 

yaygın kullanıma sahip olan antinenoplastik bir ajandır. Erişkin dönemde baş ve 

boyun skuamöz hücreli karsinom, testis, over, mesane, prostat, serviks 

tümörleri ve küçük hücreli olmayan akciğer karsinomları gibi pek çok malign 

hastalığın tedavisinde kullanılmaktadır. Ayrıca çocukluk çağında nöroblastom, 
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hepatoblastom, beyin tümörleri, germ hücreli tümör, osteosarkom tedavisinde 

kullanılmaktadır.  

Sisplatin 1960’lı yıllarda biyofizikçi Barnett Rosenberg tarafından 

tesadüfen keşfedilmiştir. Rosenberg elektromanyetik radyasyonun bakteri 

hücreleri üzerine etkisini araştırırken yaptığı deneylerde platin elektrodları 

kullanmaktaydı. Büyüme alanında bakterilerin normalden daha uzun filamanlara 

sahip olduğunu gözlemledi. Bu etkinin,  platin elektrotlarından ortaya çıkan 

elektroliz ürünlerinin bakterinin hücre bölünmesini engellemesi ancak diğer 

büyüme yapılarını engellememesinden kaynaklandığını gösterdi. Bu biyolojik 

etkiye yol açan bileşenin 1845 yılında Peyron tarafından tanımlanan ve Peyron 

kloridi olarak da bilinen, sonradan sisplatin adını alan platinin nötral bir sis 

izomeri olduğu bilinmektedir. Sisplatin 1971 yılında kanser hastalarında 

kullanılmaya başlandı ve 1978’de Amerikan Gıda ve İlaç Uygulamaları 

Kurumu’ndan onay aldı6.  
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2.1.1 Sisplatinin Moleküler Yapısı ve Özellikleri 

Sisplatin cis yapılanmasında iki klorlu “yer değiştiren grup” içeren nötral 

bir moleküldür (Şekil 1). Sisplatinin deoksiribonükleik asite (DNA) bağlanması 

platin molekülündeki ‘-trans’ yerine ‘-cis’ bulunması nedeniyle olmaktadır. Bu 

nedenle cis yapılanmasının etkisi önemlidir25.  Sisplatinin kimyasal özellikleri 

Tablo 1’de belirtilmektedir. 
 

 
Şekil 1: Sisplatinin Moleküler Yapısı 

 
 
 

Tablo 1: Sisplatinin Kimyasal Özellikleri: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sistematik ad: Cis-diaminodikloroplatinum 

Moleküler formül: C12 H6 N2 Pt 

Moleküler ağırlık: 300.1 

Renk: Koyu sarı (kristal katı) ve berrak (çözelti) 

Yapı: Tetragonal (kare) düzlemsel 

Erime noktası: 270 ◦C 
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Sisplatin plazma gibi klorür içeriği yüksek olan ortamlarda stabil bir 

yapıda kalabilmektedir. Hücre içi klorür yoğunluğunun düşük olduğu ortamlarda, 

klorür atomlarını kaybederek, DNA ve diğer büyük moleküllerle kovalent olarak 

bağlanır ve reaktif elektrofillerini verir. DNA ile oluşturulan bu çapraz bağlar 

sayesinde,  DNA sentez ve replikasyonunda bozulma ve bunun sonucunda 

çeşitli sinyal iletim yolaklarının aktive edilerek sitotoksik etkilerinin ortaya 

çıkması sağlanmış olur26. Sisplatin ayrıca hücre mitokondrisine de zarar verir, 

hücre döngüsünü duraklatır, adenozintrifosfataz (ATPaz) aktivitesini engeller, 

transport sistemlerini değiştirir ve sonuç olarak apoptozis, inflamasyon, nekroz 

ve hücre ölümüne sebep olur6.  

2.1.2 Sisplatinin Farmakokinetiği 

Sisplatinin gastrointestinal kanaldan emilimi yoktur, bu nedenle sadece 

intravenöz  yoldan kullanılabilir. Sisplatin stabil olmayan bir bileşiktir. Plazma 

gibi klorid yoğunluğunun daha yüksek olduğu ortamlarda doğal yapısını korur ve 

hücre membranını geçebilir. Hücre içerisinde ise klorid yoğunluğu düşüktür ve 

klorid grupları hidroksil grupları ile ya da su ile yer değiştirir. Bu durumda DNA 

ile reaksiyona giren daha reaktif pozitif yüklü ürünlerin oluşmasına neden olur. 

Sisplatin, klorid yoğunluğu düşük solüsyonlarla hazırlandığında daha toksik 

olabilmektedir. Bu nedenle klorür konsantrasyonu yüksek olan serum fizyolojik 

ile hazırlanmalıdır27. İntravenöz uygulamayı takiben, hızlı bir şekilde vücuda 

dağılır; böbrek ve karaciğer dokusunda yüksek yoğunlukta bulunurken, kaslar, 

mesane, pankreas, testis ve dalakta daha düşük,  barsak, akciğer adrenal, kalp, 

beyin ve beyincikte en düşük yoğunluklarda bulunur. Sisplatin kullanımından 

sonra dört ay süre ile böbrek dokusunda platin saptanabilir. Eliminasyon ömrü 

altmış saat olup, uygulamadan iki saat sonra plazma sisplatininin %90’dan 

fazlası irreversibl bir şekilde proteinlere bağlanır. Non-enzimatik bir reaksiyonla 

metabolitlerine dönüşür. 50-100mg/m2 sisplatinin intravenöz bolus şeklinde 

enjeksiyonundan sonra, plazma eliminasyonu bifaziktir. İnsanlarda sisplatin 

yarılanma ömrü yaklaşık iki-beş gündür28,29. Sisplatinin temel atılım yeri 

böbrekler olup fekal atılımı ise çok azdır. Böbreklerde en fazla sisplatin atılımı 

intravenöz infüzyondan sonraki bir saat içinde görülür. Sisplatin plazma 

proteinlerine bağlanarak taşınır ve böbreklerden değişim göstermeden atılırlar. 

Bu nedenle böbrekteki sisplatin miktarı diğer organlara göre çok fazladır. 
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Böbreklerdeki sisplatin birikim miktarı oksijen kullanımına bağlı olarak değişiklik 

gösterir. Böbreklerin korteks tabakasındaki hücrelerin sitoplazmasında birikim 

gösterir. Azalmış böbrek fonksiyonu ile plazma yarı ömrü artar30.  

2.1.3 Sisplatinin Hücre İçine Alınışı 

Farklı tür hayvanlar üzerinde yapılan birçok çalışmada hücre dışı klorid 

konsantrasyonun yaklaşık 120mM; hücre içi klorid konsantrasyonun ortalama 

4mM olduğu gösterilmiştir. Klorid yoğunluğunun hücre dışı gibi >100mM olduğu 

ortamlarda sisplatin stabildir. [PtCl2(NH3)2] Bu yapıdaki sisplatin hücre lipid 

membranını pasif difüzyon ile geçer. Ancak hücre içine girdikten sonra düşük 

klorid konsantrasyonu nedeniyle stabilitesini kaybederek pozitif yüklü aktif 

formlarına dönüşür. [PtCl(NH3)2(OH2)] ve [Pt(NH3)2(OH2)2]2+. Yapılan 

çalışmalarda bu aktif komlekslerin sisplatine oranla çok daha yavaş difüzyon 

yaptığı gösterilmiştir. Böylece sisplatin aktif metabolitlerinin hücre dışına çıkışı 

yavaş seyretmekte ve hücre içi konsantrasyonları artmaktadır31.  Sisplatinin 

hücre sitoplazmasında birikim mekanizması Şekil 2’de şematize edilmiştir. 

 
    

Şekil 2: Sisplatinin Hücre Sitoplazmasında Birikim Mekanizması 
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2.1.4 Sisplatinin Etki Mekanizması 

Siplatin, DNA çift-zincirinde sarmal içi çapraz bağlar oluşturur (Şekil 3). 

Böylece hücrede DNA sentezini inhibe ederek antineoplastik aktivite gösterir. 

Sisplatinin sitotoksik etkisi,  nükleer DNA’ya bağlanması sonucunda 

transkripsiyon ve replikasyon mekanizmalarını engellemesi ile açıklanmaktadır. 

Sisplatin çeşitli mekanizmalar ile mitokondriyal geçirgenliği artırarak apoptozisi 

tetiklemektedir. Ancak aynı apoptotik etki sisplatin toksisitesinden de 

sorumludur. Sisplatinin etki mekanizması bifonksiyonel alkilleyici ilaçlara 

benzer. Sadece sis izomeri sitotoksiktir. Döneme özgü olmayan bir ilaç olup 

hücreleri her dönemde etkileyebilir32.  

 

 
 

        Şekil 3: DNA-Sisplatin Bağlanması 

2.1.5 Sisplatin Toksisitesi 

Sisplatinin nefrotoksisite, hepatotoksisite miyelosupresyon ve 

nörotoksisite gibi doz bağımlı yan etkileri mevcuttur. Bu yan etkileri sisplatinin 

klinik kullanımını kısıtlamaktadır. Sisplatin ile kanser tedavisinde hastanın yan 

etkilere karşı korunması klinik açıdan önemlidir32. Sisplatinin istenmeyen etkileri 

Tablo 2’de gösterilmiştir. 
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Tablo 2: Sisplatinin İstenmeyen Etkileri33 

 

Nörolojik 

İşitme kaybı,tinnitus, vertigo 

Otonomik nöropati 

Nöbet 

Arka kolon nöropatisi 

Hıçkırık 

Periferik nöropati 

Optik nörit,görme bulanıklığı 

Akut ensefalopati 

Kardiyovasküler 

Bradikardi 

Sol dal bloğu 

Hipertansiyon 

Serebral arterit 

Hematolojik 
Miyelosüpresyon 

Anemi, hemolitik anemi 

Trombositik mikroanjiyopati  

Neoplastik İkincil tümör (akut lösemi) 

Hepatik 
Karaciğer fonksiyon testlerinde yükselme 

Bilirubin yüksekliği 

Renal/metabolik 

Toksik nefropati  

Hipomagnezemi, hipokalsemi 

Hipokalemi, hiponatremi 

Hipofosfatemi 

Hiperürisemi 

Uygunsuz ADH sendromu 

Hipersensitivite 
Tip 1 (anafilaktik) 

Tip 2 (hemolitik anemi) 

Gastrointestınal 
Bulantı, kusma, diyare 

İştahsızlık, kilo kaybı 

Tad duyusunda bozukluk 

Reprodüktif İnfertilite 
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2.1.6 Sisplatin Nefrotoksisitesi 

Sisplatin, yüksek dozlarda böbrek fonksiyonlarını tamamen bozabilecek 

bir antineoplastik ajandır. Sisplatin uygulanan hastalarda böbrek 

fonksiyonlarında bozulma görülmüştür. Tedavi öncesinde yapılan hidrasyon, 

nefrotoksisiteden önemli ölçüde koruyucudur ve ilacın daha yüksek dozlarda 

kullanımına imkân sağlar34.  

2.1.6.1 Sisplatin Nefrotoksisite Patogenezi 

Sisplatin nefrotoksisitesi, kan üre azotu düzeyinde artış, GFR’de azalma, 

özgül olmayan tübüler nekroz, özgül olarak potasyum ve magnezyum kaybının 

yanı sıra proksimal tübülde histopatolojik olarak dejeneratif ve nekrotik 

lezyonların oluşumuyla karakterizedir. Ayrıca distal tübül ve toplayıcı kanallarda 

akut tübüler nekroz ve dilatasyon gelişimektedir32.  

Sisplatin Nefrotoksisitesinde DNA Sentezinin Bozulması 

Sisplatinin toksik etki mekanizmaları henüz net olarak açıklanamamış 

olmakla birlikte; renal tubüler enerji metabolizması ve DNA sentezi ile ilişkili 

olduğu düşünülmektedir. Renal mitokondriyal metabolizma ve membran 

sodyum-potasyum ATPaz (Na-K ATPaz) mekanizmasındaki bozulma sisplatin 

nefrotoksitesinde temel rolü oynamaktadır35. Sisplatin DNA’ya iki noktada 

bağlanır, birinci nokta inter-intra arası diğeri ise poretin cross-link bölgesidir. Bu 

bağlanma ile sisplatin hücre içinde DNA sentezini kalıcı olarak inhibe eder. Bu 

etki sadece tümör hücrelerinde değil aynı zamanda böbrek hücrelerinde de 

gözlenir. DNA sentezindeki azalma nefrotoksitede önemli rol oynar36.  

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Sisplatinin Redükte Glutatyon İle 
Konjugasyonu 

Sisplatin böbreklerde toksik etkisini siplatin-glutatyon konjugasyon 

sistemine bağlı olarak da gösterir. Sisplatin ile redükte glutatyonun (GSH) 

konjugasyonu sonucu oluşan reaktif tiyoller, renal dokuda toksik etki gösterirler. 

γ-glutamil transpeptidase (GGT) enzimi, proksimal tübüllerin luminal 

yüzünden sekrete edilir ve hücre dışındaki GSH’ı glutamik asit ve sisteinil glisin 

olarak ayırır. Sisteinil glisin de diaminopeptidaz ile glisin ve sisteine parçalanır. 

Bu aminoasitlerin bir kısmı tekrar hücre içine girerek tekrar GSH sentezinde 
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kullanılır. Sisplatin varlığında ise glutatyon-S- transferaz ile sisplatin-GSH 

bileşiği oluşur. Sisplatin-GSH,  GGT aktivitesi sonucu sistenil-glisin-sisplatin 

bileşiğine parçalanır. Açığa çıkan sistenil-glisin-sisplatin reaktif thiol birleşiğidir 

ve nefrotoksikdir. Sisplatinin GSH ile konjugasyonunun inhibe edilmesi veya 

GSH sentezinin azaltılması sisplatin nefrotoksisitesini azaltmıştır32,37.  

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Oksidadatif Stres 

Serbest radikaller; paylaşılmamış en az bir elektrona sahip moleküller 

olup, paylaşılmayan elektronun üzerinde olduğu oksijen molekülleridirler.  
Kovalent bağların parçalanması ile açığa çıkan paylaşılmamış elektronlar 

serbest radikal oluşumuna neden olur. Bir diğer radikal oluşturma yöntemi olan 

redoks reaksiyonlarında bir elektronun kaybı veya kazanılması söz konusudur. 

Her oksidasyon bir redüksiyon ile birliktedir. Böylece oksidatif streste her iki 

reaksiyon da yer alır. Serbest radikallerin aktiviteleri farklılık gösterebilir. 

Hidroksil (HO-) gibi bazı radikaller yüksek aktiviteye sahipken, E vitamininin 

oksidasyon ürünü olan tokoferoksil gibi bazı bileşikler oldukça düşük bir 

aktiviteye sahiptirler. Oksijen radikalleri içinde, süperoksit anyonu (O2-), 

oksijenin bir elektron almasıyla oluşan ilk ürün olup, en kolay ve en fazla oluşan 

serbest radikaldir. Oluşan radikal eşleşmemiş tek elektronu nedeniyle 

dengesizdir. Bu yüzden bu radikaller tek elektronlarını bir başka moleküle 

verebilir (redüksiyon) ya da bir başka molekülden elektron alarak elektron çifti 

oluşturabilirler (oksidasyon). Bu durumda radikal olmayan yapılar, radikal şekle 

dönüştürebilirler. Canlılarda diğer radikallerin oluşumu sıklıkla O2-‘nin birikimine 

bağlıdır. O2- radikalinin ana kaynağı ise moleküler oksijenin metabolize edildiği, 

mitokondriyal elektron transport zinciridir38,39.  

Sağlıklı bir insanda metabolizma sırasında serbest oksijen radikalleri 

oluşmaktadır. Bu nedenle serbest oksijen radikallerinin varlığı her zaman 

patolojık bir durum değildir. Oksidatif hasarı önlemeye yönelik olarak endojen 

birçok enzimatik (Süperoksid dismutaz, Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon 

Peroksidaz, Glutatyon S- Transferaz, Glutatyon redüktaz, Glukoz –6- fosfat 

dehidrogenaz, Katalaz gibi) ve non-enzimatik (E vitamini, β–karoten ve C 

vitamini ) mekanizmalar mevcuttur. Ayrıca eksojen olarak gıdalarla alınan doğal 

veya farmakolojik amaçlarla kullanılan birçok antioksidan madde bulunmaktadır. 

Oksidatif hasar oluşmasında serbest oksijen radikalleri üretiminde artış ve/veya 
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antioksidan sistem yetersizliği söz konusudur. Hiperoksi, iskemi, radyasyon, 

inflamasyon gibi bazı hücresel metabolik bozukluk durumlarında serbest oksijen 

radikalleri üretimi artar. Serbest oksijen radikallerinde bu artış sonucunda 

membranlar, enzimler, nükleik asitler ve polisakkaritler üzerine toksik etkiler 

görülmektedir.  Reaktif oksijen metabolitleri, lipid peroksidasyonuna ve oksidatif 

zedelenme ile apoptozise neden olarak doku hasarı gelişimine katkı sağlarlar. 

Oksidatif denge Şekil 4’te şematize edilmiştir40.  

Sisplatin aracılığı ile süperoksit anyonu ve hidroksil radikalini de içeren 

serbest radikaller oluşması, nefrotoksisiteyi açıklayan mekanizmalardan biridir. 

Sisplatin kaynaklı oksidatif stres, önemli antioksidan moleküllerin düzeyini 

azaltır ve böbrek dokusunda nefrotoksisiteye yol açar41.  

 

 

 

 

 

Şekil 4: Oksidatif denge 
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Sisplatin Nefrotoksisitesinde Nitrik Oksit Radikalleri 

Nitrik oksit (NO) endotelyumdan salınan, yarı ömrü çok kısa olan, hem 

hücre içinde hem de hücre dışında görev alan lipofilik bir molekülüdür. Vasküler 

endotelde nitrik oksit sentaz (NOS) aracılığı ile l-argininden üretilir. Hücre 

membranında serbest olarak hareket edebilir ve komşu hücrelerde etkinliklerini 

gösterir. Nörotransmisyon, kan basıncının düzenlenmesi, düz kasların 

gevşemesi ve immün regülasyon gibi birçok biyolojik fonksiyonun 

regülasyonunda aktif rol oynar42 NO süperoksit radikali ile reaksiyona girerek 

peroksinitriti oluşturur. Oluşan peroksinitrit,  hücre membranındaki sülfidril 

gruplarıyla reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna neden olur. Ayrıca DNA 

ile reaksiyona girerek sitotoksisiteye neden olur. Yapılan çalışmalarda 

sisplatinin NO oluşumunu artırdığı gösterilmiştir. Sisplatin uygulanan sıçanlarda 

indüklenebilir NOS aktivitesinin böbrekte ve karaciğerde önemli düzeyde arttığı 

ve bunun da NO oluşumunu arttırdığı bildirilmiştir43,44.  

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Apoptozis 
 Sisplatin çeşitli mekanizmalar ile mitokondriyal geçirgenliği artırarak 

apoptozu tetiklemektedir. Bu apoptotik etki sisplatin toksisitesinden de sorumlu 

tutulmaktadır21. Apoptozis normal ve patolojik süreçlerde hücre ölümünün 

önemli bir yoludur. Sisplatin nefrotoksisitesi ile ilgili yapılan çalışmalarında 

yüksek dozlarda tübül hücrelerinde nekroza yol açarken daha düşük dozlarda 

apoptoza yol açtıkları gösterilmiştir45. Hücre ölüm reseptörlerinin aracılık ettiği 

ekstrinsik yolak, mitokondri üzerinden işleyen intrinsik yolak ve endoplazmik 

retikülüm- stres yolağı apoptozdaki başlıca yolaklardır. Kaspaz 8 ekstrinsik 

yolağın aktivasyonu ile apoptoza neden olurken; sisplatin nefrotoksisitesinde 

esas apoptotik yol olan intrinsik ya da mitokondriyal yolağın aktivasyonu ile 

sitokrom c salınımı olur ve bir dizi etkileşim sonucu kaspaz 9 aktive hale gelir. 

Kaspaz 8 ve 9 renal tübüler apoptozda kritik bir role sahip olan kaspaz 3’ü 

aktive ederek apoptoza neden olur8. 

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Histopatolojik Değişiklikler 

Sisplatin nefrotoksisitesi öncelikle tübülointersitisyel lezyonlara neden 

olur. Böbreklerdeki ana zedelenme yeri proximal tübüllerdir. Sisplatin özellikle 

proximal tübül segment 3’te zedelenmeye yol açar9. Proksimal tübül 
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hücrelerinde nekroz, apoptozis, sitoplazmik vaküolizasyon, lizozomlarda 

değişiklikler, karyopiknozis ve tübüllerde silendirler izlenmiştir. Aynı zamanda 

bazı proksimal tübül hücrelerinde apikal hücre membranında fırçamsı kenar 

mikrovillus hasarı saptanmıştır. Distal tübüllerde de sitoplazmik vaküolizasyon, 

apoptozis, mitokondriyal şişme ve nükleer solukluk meydana geldiği 

gösterilmiştir46,47. Deneysel çalışmalar bu değişikliklerin akut tubüller nekroz 

paternine benzediğini göstermektedir48.  

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Renal Fizyoloji Değişiklikleri 

Siplatine bağlı ilk olarak hemodinamik değişiklikler gözlenir ve takibinde 

tübüler zedelenme meydana gelir. Sisplatin kullanımından sonra ilk 3 saat 

içinde böbrek kan akımı azalabilmektedir. Buna bağlı olarak glomüler filtrasyon 

hızında azalma gözlenir. Renal kan akımının azalmasına ve GFR’nin 

düşmesine neden olan aracılar henüz belirlenememiştir9,49. Sisplatin 

uygulaması sonrasında sıklıkla poliüri görülebilmektedir50. Sisplatin 

uygulamasından 48-72 saat sonra proksimal ve distal tübüler reabsorpsiyonda 

bozulma görülür. Sisplatin uygulaması tübüler reabsorpsiyonda bozulmaya ve 

idrar konsantrasyonunda azalmaya neden olur. Proksimal tübülde sodyum 

reabsorpsiyonu, distal tübülde de sodyum ve su reabsorpsiyonunun azalması 

ile su ve sodyum atılımı artmıştır. İlacın uygulanmasından 24-48 saat sonra 

idrar ozmolalitesi azalır ancak GFR’de değişiklik gözlenmez. Bu fazın 

prostoglandin aracılığı ile olduğu düşünülmektedir ve poliüri kendiliğinden 

düzelir. İlaç uygulamasından 72-96 saat sonra ise GFR’de azalma görülür. Bu 

dönemde medüller tonisitede azalma ve proksimal tübül ve Henle kulpunun 

çıkan kolunda sodyum klorür transportunda bozulma görülür. Birçok hasta 

idrarla sodyum, potasyum, magnezyum ve kalsiyum kaybeder9. 
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2.2 Renin Anjiotensin Aldesteron Sistemi 

Renin anjiotensin aldesteron sistemi, AT2 oluşumu ile sonuçlanan 

enzimatik bir yolaktır (Şekil 5).  RAAS’nin temel mediyatörü olan AT2,  birçok 

dokuda farklı reseptörleri bulunan, bu reseptörler aracılığıyla farklı fizyolojik ve 

patolojik olaylarda rol alan bir peptiddir. AT2, kan basıncı ve su-tuz dengesi 

başta olmak üzere hücre büyümesi, hücre çoğalması gibi birçok mekanizmada 

rol oynar. RAAS’nde AT2 nin oluşumunda renin ve anjiotensin dönüştürücü 

enzim (ACE) görev alır. Ancak ACE dışında başka yolaklar ile de AT2 üretimi 

gerçekleşebilir.  

 

 
 

Şekil 4: RAAS’nin Enzimatik Yolağı Ve Etkin Mediyatörleri 

(ATR1: Anjiotensin 2 Reseptörü Tip 1; ATR2 : Anjiotensin 2 Reseptörü Tip 2; 

ACE: Anjıotensin Dönüştürücü Enzim; AΙΙΙ: Anjiotensin 3 ; AΙV : Anjiotensin 4; 

ADH: Antidiüretik Hormon) 
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AT2 başlıca iki tip reseptör üzerinden etkilerini gösterir. Dokularda en 

fazla bulunan ve AT2’nin etkilerinin neredeyse tamamından sorumlu olan 

reseptör, anjiotensin 2 reseptörü tip 1 (ATR1) reseptörüdür51. ATR1 kalp, 

böbrek, vasküler düz kas hücreleri, beyin, adrenal bez, trombosit, yağ dokusu 

ve plasentada bulunur. ATR1 moleküler klonlama yöntemiyle tayin edilmiş 7-

transmembran domain reseptörleri olup, G protein ailesine bağlıdır. AT2’nin 

ATR1 reseptörüne bağlanması, reseptör molekülünde yapısal değişikliklere yol 

açar ve çeşitli membran sinyal sistemlerini etkiler. Bunlar arasında fosfolipaz C, 

fosfolipaz D, fosfolipaz A2 gibi enzimler, adenil siklaz ve voltaj duyarlı Ca+2 iyon 

kanalları sayılabilir52.  

  AT2, ATR1’e bağlanarak vasokonstrüksiyon, aldosteron 

sekresyonu, sodyum tutulumu, su iştahının artışı, antidiüretik hormon (ADH) 

sekresyonu ve hücre büyümesinin uyarılması gibi etkilerini gerçekleştirir.  AT2, 

ATR1 reseptörlerine göre daha az sunulan ATR2 reseptörlerine bağlanarak da 

işlev gösterir. AT2’nin ATR1 ve ATR2 üzerinden göstermiş olduğu fizyolojik 

etkileri Tablo 3’te gösterilmiştir. Bazı hastalık durumlarında ya da kronik ATR1 

blokajı uygulandığında ATR2 reseptör sunusu artarak, vasodilatasyon, hücre 

büyümesi ve fibrozisin baskılanması, antioksidan etki ortaya çıkmaktadır. 

AT2’nin mesengial hücre kültürlerinde ATR1 reseptörleri üzerinden 

hipertrofiyi ve proliferasyonu uyardığı; süperoksit anyon oluşumunu doz bağımlı 

olarak artırdığı gösterilmiştir. AT2 böbrekte glomerüler kapiller basıncı artırarak 

glomeruloskleroz gelişiminde de rol oynar. Transforming growth factor-beta1 

(TGF-β1) mesengial hücre hipertrofisi ve ektraselüler matriks artışına yol açarak 

glomerulosklerozun progresyonunda kritik rol oynar.  
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Tablo 3: AT2’nin Fizyolojık Etkileri: 
 

AT1 reseptörler AT2 reseptörler 

Büyümenin uyarılması 

ECM yapım artışı-yıkım azalması 

Süperoksid anyon oluşumunda artış 

NO salgılanmasının baskılanması 

Bazı hücrelerin apoptozisi 

Vasokonstruksiyon 

Kan basıncı artışı 

Aldosteron sentez ve salgılanması 

Tübüler transport 

GFR düzenlenmesi 

 

Apoptozis ? 

Proliferasyonun baskılanması 

NO ve bradikinin salgılanması 

Vasodilatasyon 

 

 

(AT1: Anjıotensin 2 Reseptör Tip 1; AT2: Anjıotensin 2 Reseptör Tip 2; ECM: 

Ekstraselüler Matriks; NO: Nitrik Oksit; GFR: Glomerüler Filtrasyon Hızı) 

 

Son dönemde AT2’nin hemodinamik olmayan etkilerinin ve büyüme 

faktörleri ile olan ilişkisinin anlaşılması ile RAAS’nin renal hasardaki rolü daha 

iyi açıklanmaktadır. AT2’nin inflamatuvar hücreler üzerindeki proinflamatuvar ve 

protrombotik etkileri renal hasarın oluşumunda ve progresyonunda anahtar rol 

oynamaktadır51. 
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2.3. Losartan 

1898‘de fizyolog Robert Tigerstedt ve arkadaşları AT2 antagonistlerini 

tavşan böbrek ekstreleri üzerine uygulamışlar ve  “Renin” adını verdikleri 

böbreklerde üretilen bir proteinin kan basıncında yükselmeye sebep olduğu 

sonucuna varmışlardır. 1930 yılında, reninin direkt olarak kan basıncında 

yükselmeye neden olmadığı bu etkiyi Anjiyotensin I (AT1) ve AT2 isimli 

maddelerin oluşumunu uyararak sağladığı gösterilmiştir53. Yetmişli yıllarda 

plazma renin aktivitesi yüksek olan bireylerde miyokardiyal enfarktüs ve inme 

riskinin yüksek olduğu ortaya koyulmuştur. AT2‘nin kalp ve böbreklere zarar 

verdiği gösterilmiştir54. Takip eden süreçte, ACE’nin keşfiyle birlikte AT2 

antagonistlerinin kan basıncı regülasyonunda, elektrolit ve sıvı dengelerinin 

belirlenmesinde önemli rol oynadığı gösterilmiştir55. Seksenli yılların başında bir 

seri imidazol-5-asetik asit ile farelerde kan basıncı azaldığı görülmüştür. S-8307 

ve S-8308 olarak adlandırılan iki farklı non-peptid AT2 antagonist bileşiği 

bulunmuş ve AT2 reseptörlerine daha uyumlu hale getirilmiştir.  Sonuçta oral 

olarak aktif, güçlü ve seçici non-peptid ATR1 blokeri olan “Losartan” 

geliştirilmiştir. Losartan 1995 yılında klinik kullanım için onay almıştır56.  

 

2.3.1 Losartanın Moleküler Yapısı ve Özellikleri 

Losartanın kimyasal özellikleri Tablo 4’te; moleküler yapısı Şekil 6’da 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 4: Losartanın Kimyasal Özellikleri57  
 
 

 

 

 

 

 

Moleküler formül: C22H23ClKN6O 

Moleküler ağırlık: 461.00 g/mol 

Renk: beyaz veya kirli beyaz-grimsi 

Yapı: kristal 

Erime noktası: 183.5 – 184.5°C 

Ph: 7.0 – 8.5 
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   Şekil 5: Losartanın Moleküler Yapısı 

2.3.2 Losartanın  Farmakokinetiği 

Losartan gastrointestinal sistemden kolayca emilir ve alınan dozun %14’ü 

sitokrom P-450 sistemi aracılığı ile aktif metaboliti EXP3174’e dönüştürülür. 

Losartanın emilimi gıdalar tarafından etkilenmez. Maksimum konsantrasyona 

ulaşma süresi bir saattir. Ortalama eliminasyon yarı ömrü ise iki saattir. Safra 

kesesi yoluyla ve %4’lük kısmı değişime uğramadan idrar yoluyla vücuttan 

atılır56.  

2.3.3 Losartanın Antioksidan Etkisi 

AT2,  ATR1 üzerinden nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) 

oksidaz enzimini aktive etmektedir. NADPH oksidaz, reaktif oksijen türevlerinin 

ana kaynağıdır.  Reaktif oksijen türevleri, NO aktivitesini azaltıp, inflamasyon ve 

oksidatif hasara neden olabilen birçok süreci başlatmaktadır58. AT2’nin 

mesengial hücre kültüründe ATR1 üzerinden hücre hipertrofisini artırdığı ve 

hücre proliferasyonunu uyardığı, süperoksit anyon oluşumunu doz bağımlı 

olarak artırdığı gösterilmiştir. AT2 böbrekte glomerüler kapiller basıncı artırarak 

glomerüloskleroz gelişiminde de rol oynar. TGF-β1, glomerülosklerozun 

progresyonunda mesengial hücre hipertrofisi ve ektraselüler matriks artışını 

uyararak kritik rol oynar.  Kronik ATR1 reseptör blokajı uygulandığında ATR2 

sunusu artarak, vasodilatasyon, hücre büyümesi ve fibrozisin baskılanması, 

antioksidan etki ortaya çıkmaktadır51.  Losartan RAAS sistemini inhibe ederek 

antioksidan etkinlik gösterir17. 
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Deney Hayvanları 

Çalışma Mersin Üniversitesi Hayvan Deneyi Yerel Etik Kurulu’nun onayı 

alındıktan sonra Mersin Üniversitesi Hayvan Laboratuarından temin edilen 26-

33 gram ağırlığındaki sağlıklı iki aylık 15 adet BALB-C cinsi dişi fare üzerinde 

gerçekleştirildi. Hayvanlar oniki saat aydınlık oniki saat karanlık ortamda, 23-

25oC oda sıcaklığında hayvan laboratuarında, uygun kafesler içinde 

barındırılarak serbestçe beslenmeleri ve su içmeleri sağlandı. Deney hayvanları 

çelik kafesler içinde barındırılarak herhangi bir besin kısıtlaması içermeyen taze 

yemle beslendi. 

3.2. Deney Hayvanları Grupları 

Fareler rastgele seçilerek her biri 5 adet BALB-C cinsi dişi fare içeren üç 

grup oluşturuldu. 

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. Çalışmanın Yürütülmesi 

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

edildi. 

2.gruba i.p. tek doz sisplatin 12,7 mg/kg/gün (Cisplatin-teva 10 mg 1 

flakon, MED-İLAÇ San. ve Tic. A.Ş, İstanbul) verildi. Sisplatin verildikten bir saat 

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

3.gruba tek doz sisplatin 12,7 mg/kg/gün (Cisplatin-teva 10 mg 1 flakon, 

MED-İLAÇ San. ve Tic. A.Ş, İstanbul) verildi. Sisplatin enjeksiyonundan dört 

gün önce 10 mg/kg dozdan losartan (Losartil 50 mg 28 Tablet Drogsan İlaç ) 

enteral yoldan başlandı ve dokuz gün boyunca verildi. 

Deney hayvan grupları ve uygulamaları Tablo 5’te gösterilmiştir. 
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Tablo 5: Deney Hayvanları Grupları ve Uygulamalar 

GRUPLAR 1-4. GÜN 5.GÜN 6-9.GÜN 

Grup 1 

(KONTROL) 
- SF - 

Grup 2 

(SİSPLATİN) 
- Sisplatin+SF - 

GRUP 3 

(LOSARTAN+SİSPLATİN) 
Losartan Losartan+Sisplatin+SF Losartan 

 

(SF: Serum fizyolojık) 

 

3.4 Histolojik İnceleme 

3.4.1 Dokuların Elde Edilişi ve Doku Takibi 

Deney başından itibaren hayvanların vücut ağırlıkları uygulanacak 

madde dozlarını belirlemek üzere günlük olarak tartıldı.  

  Sisplatin verildikten sonra 5. günde, tubüller proliferasyonu 

değerlendirmek amacı ile 200 mg/kg 5-bromo 2'deoxyuridine (BrdU) i.p. enjekte 

edildi. Fareler, bu işlemden 4 saat sonra ketamin (90 mg/kg) + ksilazin -

hidroklorür (l0 mg/kg) i.p. olarak verilerek servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. 

Hayvanların karın bölgesi açılarak böbrekleri çıkarıldı (Resim 1-4).  
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Resim 1: Batın eksplorasyonu 

 

Resim 2: Sol böbreğin anatomik yerleşimi 
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Resim 3: Sol böbreğin çıkartılması 

 

 Resim 4: Sağ böbreğin çıkartılması 
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  Sol ve sağ böbrek %10’luk tamponlanmış nötral formalin solüsyonuna 

alınarak 48 saat bekletildi. Tespit edilen dokular akarsuda yıkandı ve daha 

sonra aşağıdaki doku takip protokolüne göre 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 Işık Mikroskopik İncelemeler 

 3.4.2.1 Hematoksilen-Eozin Boyaması 

Blok haline getirilen dokulardan, rotary mikrotom (Leica, 2125RT) ile 5 

µm kalınlığında kesitler alındı. Alınan kesitlere 58ᵒC’lik etüvde 1 saat fiziksel 

deparafinizasyon işlemi uygulandı ve boyama protokollerine geçildi. Işık 

mikroskobik değerlendirmeler için alınan kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) 

boyaları ile aşağıdaki protokole göre boyandı.  
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H&E Boyama Protokolü; 

1) Ksilen   15 dakika  

2) Ksilen   15 dakika  

3) % 96’ lık 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 yıkama   

9) Asit alkol   3 saniye 

10) Distile su   1 dakika  

11) Amonyaklı 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’ lık alkol  5 dakika  

18) Ksilen   15 dakika  

19) Ksilen   15 dakika  

20) Entellan ile kapatma. 

 

H&E ile boyanan kesitlerde glomerüller ve tübüller morfolojik olarak 

incelenerek herhangi bir hasarın olup olmadığına bakıldı. 

33 
 



3.4.2.2  İmmünohistokimyasal İşaretlemeler 

İmmünohistokimyasal incelemeler için adeziv lamlara alınan kesitler 

58ᵒC’lik etüvde 1 saat fiziksel deparafinizasyon işleminden sonra ksilene alındı. 

Deparafinize olan kesitler giderek azalan alkol serilerinden geçirildi ve sonra 

distile suya alınarak rehidrate edildi. Antijen maskelenmesini ortadan kaldırmak 

amacıyla kesitler, Anti-BrdU işaretlemesi için 30 dakika (dk) oda ısısında tripsin 

ile inkübe edildi; aktif kaspaz-3 işaretlemesi için ise Tris-EDTA solüsyonunda 

mikroldalgada kaynatıldı. Fosfat buffered salin (PBS) ile yıkanan kesitler daha 

sonra hidrojen peroksit (H202) içinde 10 dk bekletilerek endojen peroksidaz 

aktivitesi engellendi. Anti-BrdU işaretlemesi için endojen peroksidaz aktivitesinin 

engellenmesinden sonra kesitler PBS ile yıkandı ve 2 normal hidroklorik asit 

(HCl) solüsyonunda 37ᵒC’de 30 dk inkübe edildi. Asitin etkisini nötralize etmek 

için kesitler 0,1 molar di-sodyum tetraborat solüsyonunda 10 dk bekletildi ve 

sonra çeşme suyunda yıkandı. Aktif kaspaz-3 işaretlemesi için HCl ve di-

sodyum tetraborat aşamaları atlandı. Tekrar PBS ile yıkanan kesitler pappen ile 

çevrildi ve normal keçi serumu damlatılarak 8 dakika bekletildi. Daha sonra Anti-

BrdU (1/20, Novocastra) veya Aktif kaspaz-3 (1/100, Cell Signaling) antikorları 

damlatılarak +4ᵒC’de bir gece inkübe edildi. İnkübasyonun ardından kesitlere 

Anti-BrdU için anti-fare, Aktif kaspaz-3 için anti-tavşan sekonder antikor 

damlatıldı ve 10 dakika beklendi. Ardından horseradish peroksidaz (HRP) 

damlatılarak 10 dakika daha beklendi ve 3,3'-diaminobenzidine (DAB) ile 

inkübasyon sağlandı. Distile su ile yıkanan kesitler zıt boyama için 

hematoksilende 2 dakika bekletildi ve daha sonra entellan ile kapatıldı. 

İmmünohistokimyasal değerlendirmeler için Anti-BrdU işaretlemesinde bütün 

kesit alanı X20 büyütmede taranarak pozitif boyanmış hücreler sayıldı, aktif 

kaspaz-3 işaretlemesi için ise X40 büyütmede 5 farklı alan taranarak pozitif 

boyanmış hücreler sayıldı.  

Bütün ışık mikroskobik incelemeler kamera ataçmanlı Olympos BX50 

marka ışık mikroskopu ile yapıldı ve fotoğraflar çekildi. 
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3.5 İstatistik Analiz 

Morigi M 2008, Morigi M 2004, Morigi M 2010 daki üç çalışma referans 

alınarak histolojik değişiklikler, apoptozis ve prolatif değişiklik sonuçlarının,  

istatistiksel olarak anlamlı bulunabilmesi için yapılacak 3 gruplu çalışmada % 90 

güç ve %5 tip 1 hata ile her grupta en az dört, en fazla altı hayvanla çalışması 

uygun bulunmuştur. Bu nedenle her grupta 5 hayvan alınmıştır. 

Verilerin istatistiksel analizi STATISTICA Version 13.3  programı ile 

yapıldı. Kaspaz-3 ve anti-BrdU hücre sayıları için tanımlayıcı istatistiklerden 

ortalama±standart sapma, minimum ve maksimum değerler kullanıldı. Normal 

dağılım kontrolü Shapiro Wİlk testi ile yapıldı. Kontrol, sisplatin ve 

sisplatin+losartan  gruplarının kaspaz-3 ve anti-BrdU hücre sayılarının ortalama 

karşılaştırmaları için parametrik testlerden Tek yönlü Varyans Analizi (ANOVA) 

kullanıldı. Farklılığa sebep olan grup ya da grupların tespiti için çoklu 

karşılaştırma testlerinden Tukey testi kullanıldı. Tüm karşılaştırmalar için 

istatistik anlamlılık seviyesi (p) 0,05 olarak alındı. 
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4.BULGULAR 

4.1 Işık Mikroskopik Değerlendirmeler 

4.1.1 Hematoksilen-Eozin ile Boyanmış Kesitlerin Değerlendirilmesi 

 H&E ile boyanmış kontrol grubuna ait kesitlerde glomerüller ve tübüller 

normal morfolojiye sahipti (Resim 5A).  

Sisplatin grubu kesitleri incelendiğinde birçok tübülde kast oluşumu, 

tübüler tiroidizasyon, tübül epitel hücrelerinde nüklear fragmantasyon, tübüler 

dilatasyon izlendi. Ayrıca interstisyumda inflamatuar hücreler görüldü. Yer yer 

dejenere tübüller bulunmaktaydı ve bazı tübül epitel hücreleri lümene 

dökülmüştü. Glomerüllerde ve damarlarda konjestif değişiklikler izlendi. Bazı 

glomerüller atrofik özelliklere sahipti (Resim 5C-D).  

Sisplatin+Losartan grubu kesitleri incelendiğinde sisplatin grubuna 

benzer morfolojik özelliklere sahip olduğu ancak patolojik bulguların azaldığı 

izlendi (Resim 5B). 
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Resim 5. H&E boyamasına ait mikrofotograf X200. (A) kontrol grubunda normal 

yapıya sahip glomerüller (G), distal (D) ve proksimal (P) tübüller, (B) Sisplatin+ 

Losartan grubu ile (C) ve (D) Sisplatin grubunda kast oluşumu (siyah ok), 

tiroidizasyon (beyaz ok), tübül lümenine dökülmüş tübül epitel hücreleri (siyah 

ok başı), nüklear fragmantasyonlar (kırmızı ok), konjestif değişiklikler (beyaz ok 

başı), atrofik glomerül (AG). 

 

4.1.2 Aktif Kaspaz-3 ile İşaretlenmiş Kesitlerin Değerlendirilmesi 

Aktif kaspaz-3 işaretlemesi yapılan kesitler incelendiğinde, kontrol 

grubunda çok az sayıda pozitif hücre bulunmaktaydı (Resim 6A). Bu sayı 

sisplatin grubunda belirgin şekilde artmıştı (Resim 6B). Sisplatin+Losartan 

grubundaki pozitif hücre sayısı sisplatin grubuna göre azalmıştı (Resim 6C). 
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Resim 6. Aktif 

kaspaz-3 işaretlemesi 

(A) kontrol grubu, (B) 

sisplatin grubu, (C) 

Sisplatin + Losartan 

grubu, siyah ok pozitif 

boyanan hücreler, 

X400. 
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Kontrol grubu, sisplatin grubu ve sisplatin+losartan grubundaki her bir 

denekten alınan iki farklı kesitten beşer alanda aktif kaspaz-3 ile boyanan 

hücreler sayılmıştır. Pozitif boyanan hücre sayıları Tablo 6-8’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 6: Kontrol grubu Kaspaz-3 ile pozitif boyanan hücre sayıları 

 

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

1 
1 2 0 0 1 0 

0,5 
2 1 1 0 0 0 

2 
1 1 0 0 1 0 

1.1 
2 1 0 3 4 2 

3 
1 1 0 0 2 1 

0.6 
2 0 0 1 0 1 

4 
1 1 1 0 1 1 

0.8 
2 1 0 0 2 1 

5 
1 1 0 1 1 0 

0.7 
2 0 0 1 1 2 

 

 

Tablo 7: Sisplatin grubu kaspaz-3 ile pozitif boyanan hücre sayıları 

 

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

1 
1 26 23 22 24 21 24.7 
2 28 26 16 22 19 

2 
1 18 22 24 23 26 21.9 
2 20 22 21 20 23 

3 
1 22 20 19 18 23 20.6 
2 25 17 23 19 20 

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

5 
1 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 hücre sayıları 

 

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

1 
1 14 15 16 18 17 

14.7 
2 12 13 13 15 15 

2 
1 15 17 20 19 20 

19.6 
2 20 22 21 23 19 

3 
1 20 22 19 20 21 

20.2 
2 20 22 19 18 21 

4 
1 20 22 19 16 18 

20 
2 22 23 20 21 19 

5 
1 14 15 15 19 20 

18.1 
2 19 20 20 18 21 

 

Kaspaz-3 hücre sayılarının ortalama± standart sapması kontrol grubunda 

0,74±0,23; sisplatin grubunda 21,68±1,80; sisplatin+losartan grubunda 

18,54±2,25 olarak saptanmıştır. Kaspaz-3 hücre sayılarının karşılaştırılması 

Tablo 9’da gösterilmiştir. 

 

Tablo 9: Kaspaz-3 hücre sayılarının karşılaştırılması 

 

 Grup N 
Ortalama± 

standart sapma 
Minimum-
Maximum 

Kaspaz-3 
Hücre 
Sayısı 

Kontrol 5 0,74±0,23 0,50-1,10 

Sisplatin 5 21,68±1,80 20,20-24,70 

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 hücre sayısı ortalaması 

arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu saptanmıştır. 

Sisplatin ile sisplatin+losartan grubunun kaspaz-3 pozitif hücre sayısı 

ortalaması arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlenmiştir. 

(p=0,029) 
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4.1.3 Anti-BrdU ile İşaretlenmiş Kesitlerin Değerlendirilmesi   

Anti-BrdU işaretlemesi için kontrol grubu kesitleri incelendiğinde pozitif 

boyanmış hücrelere rastlandı (Resim 7A). Bu sayı sisplatin grubunda anlamlı bir 

şekilde azalmıştı (Resim 7B).  Sisplatin+losartan grubuna bakıldığında ise 

pozitif boyanmış hücre sayısında diğer iki gruba oranla anlamlı bir artış görüldü 

(Resim 7C). 
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Resim 7. Anti-BrdU 

işaretlemesi (A) 

kontrol grubu, (B) 

sisplatin grubu, (C) 

Sisplatin + Losartan 

grubu, siyah ok pozitif 

boyanan hücreler, 

X400. 
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 Kontrol grubu, sisplatin grubu ve sisplatin+losartan grubundaki her bir 

denekten alınan iki farklı kesitteki tüm alanlarda Anti-BrdU ile boyanan hücreler 

sayılmıştır. Pozitif boyanan hücre sayıları Tablo 10-12’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 10: Kontrol grubu anti-BrdU ile pozitif boyanan hücre sayıları 

 

Denek Kesit Pozitif Hücre Sayısı 

1 
1 37 
2 35 

2 
1 33 
2 32 

3 
1 30 
2 29 

4 
1 22 
2 25 

5 
1 23 
2 26 

 

 

Tablo 11: Sisplatin grubu anti-BrdU ile pozitif boyanan hücre sayıları 

 

Denek Kesit Pozitif Hücre Sayısı 

1 
1 12 
2 10 

2 
1 15 
2 13 

3 
1 9 
2 11 

4 
1 12 
2 16 

5 
1 10 
2 13 
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Tablo 12: Sisplatin+losartan grubu anti-BrdU ile pozitif boyanan hücre sayıları 

 

Denek Kesit Pozitif Hücre Sayısı 

1 
1 63 
2 60 

2 
1 56 
2 55 

3 
1 58 
2 61 

4 
1 52 
2 48 

5 
1 58 
2 63 

 

Anti-BrdU hücre sayılarının ortalama± standart sapması kontrol grubunda 

29,20±5,29; sisplatin grubunda 12,20±1,75; sisplatin+losartan grubunda 

57,40±4,72 olarak saptanmıştır. Anti-BrdU hücre sayılarının karşılaştırılması 

Tablo 13’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 13: Anti-BrdU hücre sayılarının karşılaştırılması 

 

 Grup N 
Ortalama± 
standart 
sapma 

Minimum-
Maximum 

Anti-BrdU hücre 
sayısı 

Kontrol 5 29,20±5,29 23,5-36,0 

Sisplatin 5 12,20±1,75 10,0-14,0 

Sisplatin+Losartan 5 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 hücre sayısı ortalaması 

arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu saptandı. Sisplatin ile 

sisplatin+losartan grubunun anti-brdu hücre sayısı ortalaması arasındaki farkın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlendi (p<0,001) Anti-BrdU hücre sayısı 

ortalamalarının istatiksel karşılaştırılması Tablo 14’te gösterilmiştir. 

 

Tablo 14: Anti-BrdU hücre sayısı ortalamalarının istatiksel karşılaştırılması 

Grup P değeri 

Kontrol  & Sisplatin p<0,001 

Kontrol  &  Sisplatin+Losartan p<0,001 

Sisplatin  &  Sisplatin+Losartan p<0,05 
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 5.TARTIŞMA 

Sisplatin yaygın olarak kullanılan antineoplastik ajanlardan biridir. Doz 

ilişkili olarak nefrotoksisiteye neden olması, klinik kullanımda en önemli doz 

kısıtlayıcı faktördür. Bu nedenle sisplatin nefrotoksisitesinden koruyucu 

tedavilerin keşfedilmesi ve bu tedavilerin kemoterapi protokollerine eşlik etmesi 

son derece önemlidir.  

Sisplatin nefrotoksik olmakla birlikte nörotoksik, ototoksik, hepatotoksik,  

kardiyotoksik, myelosupresif bir ajandır. Uzun dönemde organ ve dokularda 

fonksiyon kayıplarına neden olabilmektedir3,4.  

Sisplatin nefrotoksisite fizyopatolojisi henüz tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Ancak patogenezde apoptozis, nekroz, oksidatif stres, 

inflamasyon, fibrozis ve mitokondriyal hasarın önemli rol aldığı 

düşünülmektedir8,9. Sisplatin nefrotoksisitesi üzerine yapılan çalışmalarda 

sisplatinin serbest radikal oluşumu ile oksidatif hasar yaptığına dair kanıtlar 

gösterilmiştir10. Patogenezde oksidatif hasar önemli bir rol oynadığından bunu 

önlemeye yönelik çok sayıda antioksidan ajan çalışılmıştır11-16.  

Losartan bir ATR1 blokörüdür. RAAS’ı inhibe ederek antioksidan etki 

gösterdiği bilinmektedir17. Bu çalışmada sisplatinin böbrek yapısı üzerindeki 

etkileri çalışılmış ve antioksidan etkinliği bilinen losartanın sisplatin 

nefrotoksistesinden koruyucu rolü araştırılmıştır. 

Bu araştırmada kontrol grubuna ait kesitlerde H&E ile boyanmış 

preoperatlar incelendiğinde glomerüller ve tübüllerin normal morfolojiye sahip 

olduğu görüldü. Buna karşın sisplatin grubu kesitleri incelendiğinde ise birçok 

tübülde kast oluşumu, tübüler tiroidizasyon, tübül epitel hücrelerinde nüklear 

fragmantasyon, tübüler dilatasyon izlendi. Ayrıca interstisyumda inflamatuar 

hücreler görüldü. Yer yer dejenere tübüller bulunmaktaydı ve bazı tübül epitel 

hücreleri lümene dökülmüştü. Glomerüllerde ve damarlarda konjestif 

değişiklikler izlendi. Bazı glomerüller atrofik özelliklere sahipti. Bu bulgular 

çalışmamızda kullandığımız yüksek doz verilen sisplatinin, yaygın tübüler 

hasarın yanı sıra glomerüler hasara da yol açtığını göstermektedir. 

Sisplatin+Losartan grubu kesitleri incelendiğinde sisplatin grubuna göre 

patolojik bulguların azaldığı izlenmiştir. Tüm bu bulgular histopatolojik düzeyde 
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losartanın sisplatine bağlı böbrek hasarını azaltıcı etkisi olduğunu göstermekte 

olup literatürde bu konuda ışık mikroskobi ile yapılmış çalışmalarla uyum 

sağlamaktadır12,18. Literatürde sisplatin nefrotoksisitesinde losartanın etkilerini 

araştıran çalışmalar incelendiğinde farklı sonuçlara rastlanmıştır. 

Farzaneh ve arkadaşlarının12 2012 yılında yaptığı bir sıçan çalışmasında; 

deneklere dört gün süre ile 10mg/kg/gün dozunda losartan i.p. verilmiş. 

Çalışmanın üçüncü gününde tek doz 6mg/kg sisplatin i.p. verilmiş. Denekler 

yedinci günde kan örnekleri alındıktan sonra sakrifiye edilmiş.  Çalışmanın 

sonucunda gruplar arasında kan BUN ve Cr düzeyleri arasında farklılık 

saptanmamıştır ancak histopatolojık incelemede losartan+sisplatin alan grupta 

sisplatin alan gruba göre patolojik bulguların azaldığı gösterilmiştir (p<0,05). 

Samira ve arkadaşlarının18 2009 yılında yaptığı bir sıçan çalışmasında;   

bir gruba 10mg/kg/gün dozunda altı gün süre ile diğer gruba tek doz 60mg/kg 

losartan i.p verilmiş. Çalışmanın birinci gününde losartandan 1 saat sonra tek 

doz 7mg/kg/gün sisplatin i.p verilmiş. Denekler altıncı günün sonunda kan 

örnekleri alındıktan sonra sakrifiye edilmiş.  Çalışmanın sonucunda sisplatin 

alan gruplarda BUN ve Cr değerleri yaklaşık 2-3 kat artmış bulunurken 

losartan+sisplatin alan her iki grupta da bu değerler normal saptanmış (p<0,05). 

İki farklı losartan uygulaması arasında ise BUN ve Cr değerleri açısından fark 

saptanmamış. Histopatolojık incelemede ise losartan+sisplatin alan her iki 

grupta sisplatin alan gruba göre istatiksel değerlendirmeye rastlanamamakla 

beraber patolojik bulguların azaldığı gösterilmiştir. 

Maryam ve arkadaşlarının21 2012 yılında yaptığı bir sıçan çalışmasında; 

denekler dişi ve erkek olarak farklı gruplara ayrılmış. Deneklere dokuz gün süre 

ile 10mg/kg/gün dozunda losartan i.p verilmiş. Çalışmanın üçüncü gününde tek 

doz 7mg/kg sisplatin i.p verilmiş. Denekler dokuzuncu günde kan örnekleri 

alındıktan sonra sakrifiye edilmiş.  Çalışmanın sonucunda sisplatin+losartan 

alan dişi grupta BUN ve Cr düzeyleri sisplatin alan dişi gruba göre daha yüksek 

bulunmuş(p<0,05). Erkek deneklerde ise sisplatin+losartan alan grupta BUN ve 

Cr düzeyleri daha düşük bulunmuş ancak istatiksel fark saptanmamış. 

Histopatolojık değerlendirmede ise sisplatin+losartan alan dişi grupta sisplatin 

alan dişi gruba göre böbrek hasar skorlaması açısından fark saptanmamıştır.  
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Roya ve arkadaşlarının19 2014 yılında yaptığı bir sıçan çalışmasında; 

deneklere on gün süre ile bir gruba 10mg/kg/gün dozunda diğer gruba 

20mg/kg/gün losartan i.p verilmiş. Çalışmanın üçüncü gününden itibaren 7 gün 

süre ile 2,5mg/kg/gün dozunda sisplatin i.p verilmiş. Denekler onuncu günde 

kan örnekleri alındıktan sonra sakrifiye edilmiş.  Çalışmanın sonucunda sadece 

losartan alan (10-20mg/kg/gün) gruplarda BUN ve Cr değerleri sisplatin alan 

gruba göre düşük bulunmuş (p<0,05). Sisplatin alan gruba göre BUN ve Cr 

düzeyleri için sisplatin+losartan (10mg/kg/gün) alan grupta farklılık 

saptanmamış; sisplatin+losartan (20mg/kg/gün) alan grupta daha yüksek 

saptanmış (p<0,05). Histopatolojık değerlendirmede ise Sisplatin+losartan alan 

gruplarda tübüler hasar skorlaması sisplatin alan gruba göre daha yüksek 

saptanmış. Sisplatin+losartan (20mg/kg/gün) alan grupta ise bu artış istatiksel 

olarak anlamlı saptanmış(p<0,05). 

Deegan ve arkadaşlarının59 1995 yılında yaptıkları çalışmada, birinci 

gruba 10mg/kg ve ikinci gruba 30mg/kg dozdan losartan i.p. uyguladıktan 2 saat 

sonra sisplatin (5mg/kg/doz) tek doz i.p. uygulanmış. Üçüncü gruba da birinci 

grup ile aynı işlemler uygulandıktan sonra takip eden 6 gün boyunca 

10mg/kg/gün dozdan losartan i.p. uygulanmış. Denekler yedinci günde kan 

örnekleri alındıktan sonra sakrifiye edilmiş. Çalışmanın sonucunda 

losartan+sisplatin alan gruplar ile sisplatin grubu arasında BUN ve Cr değerleri 

arasında fark saptanmamış. 

Yapılan benzer hayvan deneylerinde sisplatinin 5-20mg/kg dozlarında 

kullanımı nefrotoksisiteye neden olduğu gösterilmiştir60,61,62,63,64,65.  

Çalışmamızda sisplatin dozu literatür ile uyumlu olarak 12,7 mg/kg dozdan 

uygulandı. 

Konu ile ilgili yapılan benzer çalışmalar ve sonuçları gözden 

geçirildiğinde, yapılan farklı çalışmalarda farklı protokoller uygulanmakla 

beraber sisplatin verilme zamanı genellikle losartanın ilk dozundan 1saat ile 3 

gün sonrası olarak tercih edilmiştir. Bizim çalışmamızda ise losartan 

başlandıktan 5 gün sonra sisplatin uygulanmış ve çalışmamızda sisplatine bağlı 

nefrotoksisitede losartan kullanımının böbreği koruyucu etkisi olduğu 

gösterilmiştir. Ayrıca bilinmektedir ki kronik ATR1 reseptör blokajı 

uygulandığında ATR2 sunusu artarak, vasodilatasyon, hücre büyümesi ve 
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fibrozisin baskılanması, antioksidan etki ortaya çıkmaktadır51. Bu veriler 

doğrultusunda gelecekte yapılacak çalışmalar, losartanın daha erken 

başlanmasının sisplatine bağlı nefrotoksisiteden koruyucu özelliğini artırıp 

artmayacağı konusunu aydınlatacaktır. 

Losartan tedavisinin toplam uygulama süresi açısından mevcut 

çalışmalar incelendiğinde tek doz veya 4-10 gün verildiği görülmektedir. 4 gün 

ve 6 gün ile yapılan iki çalışmada sonuçlar olumlu iken; tek doz, 6 gün ve 10 

gün ile yapılan 4 çalışmada losartanın etkisiz olduğu sonucuna varılmıştır. Bizim 

çalışmamızda losartan tedavisi toplamda 9 gün sürdürüldü. Losartan tedavi 

süresi ile ilgili mevcut bilgiler yetersiz olup etkin tedavilerin oluşturulabilmesi 

amacıyla daha fazla çalışmaya gerek duyulmaktadır. 

Literatürdeki çalışmalarda losartan tedavisinin uygulanma yolu olarak i.p. 

tedavi tercih edilmiştir. Biz çalışmamızda losartan tedavisini gavaj aracılığıyla 

enteral yoldan uyguladık. Losartanın enteral yoldan uygulanmasının etkinliğini 

artırmış olabileceği düşünüldü. Bu hipotezin ilerde yapılacak çalışmalar ile 

desteklenmesinin faydalı olacağı düşünülmektedir.  

Daha önce yapılan çalışmalar incelendiğinde, losartanın bazı 

çalışmalarda BUN ve Cr değerlerini etkilemezken histopatolojik iyileşme 

sağladığı, bazı çalışmalarda BUN ve Cr değerleri azaltırken histopatolojik olarak 

etkisiz olduğu, bazı çalışmalarda ise BUN ve Cr değerlerinin daha yüksek veya 

histopatolojik bulgularda kötüleşme olduğu bildirilmiştir. Bizim çalışmamızda ise 

sisplatin+losartan alan grupta sisplatin grubuna göre patolojik bulguların 

azaldığı izlenmiştir.  

Losartanın farklı patolojik durumlarla ilgili hayvan çalışmalarında 

koruyucu etkisinin apoptozisi önleyerek gerçekleştirdiğine ilişkin veriler 

bulunmaktadır. 2017 yılında yapılan bir çalışmada serebral iskemi/reperfüzyon 

hasarı oluşturulan sıçanlarda losartan kullanımının kaspaz 3 inaktivasyonu 

yaparak apoptozisi azalttığı gösterilmiştir66. Başka bir hayvan deneyinde deniz 

suyu ile oluşturulmuş akciğer hasarında losartan kullanımının antiapoptotik 

etkinlik gösterdiği bunu da apopitoz ilişkili proteinlerden sitokrom c, bcl2 ve 

caspase 3 düzeylerini azaltarak gerçekleştirdiği saptanmıştır67. Sisplatinin çeşitli 

mekanizmalar ile mitokondriyal geçirgenliği artırarak apoptozisi tetiklediği 
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bilinmektedir. Bu apoptotik etki sisplatin toksisitesinden de sorumlu 

tutulmaktadır21. Çalışmamızda apoptotik hücreleri gözlemleyebilmek için aktif 

kaspaz-3 ile immünhistokimyasal boyama kullanıldı. Aktif kaspaz-3 işaretlemesi 

yapılan kesitler incelendiğinde, kontrol grubunda çok az sayıda pozitif hücre 

bulunmaktaydı. Bu sayı sisplatin ve sisplatin+losartan grubunda kontrol grubuna 

göre anlamlı şekilde yüksekti (p<0,001). Sisplatin+Losartan grubundaki pozitif 

hücre sayısı sisplatin grubuna göre anlamlı şekilde düşük bulundu (p<0,05).   

Tüm bu bulgular ile sisplatine maruz kalan renal dokuda yoğun şekilde 

apoptotik hücre oluştuğunu ve losartanın sisplatin nefrotoksisitesinde 

apoptozise giden hücre sayısını anlamlı derecede azalttığını göstermektedir. 

Verilerimiz doğrultusunda losartanın sisplatine bağlı nefrotoksisitenin 

önlenmesinde antiapoptotik etkisinin önemli bir katkıda bulunduğunu ve bu 

bulguların klinik olarak da kanıtlanmasının faydalı olabileceği düşünmekteyiz.  

DNA sentezi ve DNA replikasyonu hücresel çoğalmanın bir göstergesidir. 

Çalışmamızda da DNA sentezi sırasında BrdU’nun DNA’ya bağlanmasından 

faydalanarak tubüller proliferasyonu değerlendirmek amacı ile literatürde 

belirtildiği gibi BrdU (200mg/kg) kullanılmıştır68,69. Sisplatin verildikten sonra 5. 

günde, denekler sakrifiye edilmeden 4 saat önce BrdU i.p. enjekte edildi. 

Deneklerden hazırlanan kesitlere Anti-BrdU ile isaretleme yapıldı. Anti-BrdU 

işaretlemesi için kontrol grubu kesitleri incelendiğinde pozitif boyanmış 

hücrelere rastlandı. Bu sayı sisplatin grubunda anlamlı bir şekilde düşüktü 

(p<0,001). Bu bulgular sisplatin alan grupta DNA sentezinin baskılandığını 

göstermektedir. Sisplatin+losartan alan gruba bakıldığında ise pozitif boyanmış 

hücre sayısında diğer iki gruba oranla anlamlı bir artış görüldü (p<0,001). Bu 

bulgular losartanın, sisplatin nefrotoksisitesini özlemede  tübüler proliferasyonu 

artırarak etki gösterdiğini destekler niteliktedir. 

Çalışmamızın kısıtlılıkları arasında;  BUN ve Cr düzeylerinin teknik 

nedenlerden dolayı ölçülememiş olması ve losartanın apoptozisi azalttığı 

gösterilmekle beraber mekanizması üzerine araştırma yapılmamış olması yer 

almaktadır.  

Sonuç olarak; sisplatine bağlı nefrotoksisite oluşturulan farelerde 

losartan kullanımının böbreği koruyucu, apoptozu önleyici ve proliferasyonu 

artırıcı etkisi olduğu gösterilmiştir. Ancak daha çok sayıda hayvan deneyi ile bu 
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koruyucu etkinin gösterilmesi ve fayda sağlıyor ise klinik çalışmalarla bu 

bulguların desteklenmesi gerektiğini düşünmekteyiz.  

51 
 



6.SONUÇLAR: 

1- H&E ile boyanmış kontrol grubuna ait kesitlerde glomerüller ve tübüller 

normal morfolojiye sahipti. 

2- Kontrol grubunda aktif kaspaz-3 işaretlemesi yapılan kesitlerlerde çok 

az sayıda pozitif hücre bulunmaktaydı. 

3- Sisplatin grubunda birçok tübülde kast oluşumu, tübüler tiroidizasyon, 

tübül epitel hücrelerinde nüklear fragmantasyon, tübüler dilatasyon izlendi.  

 4- Sisplatin grubunda interstisyumda inflamatuar hücreler görüldü. Yer 

yer dejenere tübüller bulunmaktaydı ve bazı tübül epitel hücreleri lümene 

dökülmüştü.  

 5- Sisplatin grubunda glomerüllerde ve damarlarda konjestif değişiklikler 

izlendi. Bazı glomerüller atrofik özelliklere sahipti.  

6- Sisplatin+Losartan grubunda sisplatin grubuna göre patolojik bulguları 

daha az sayıda izlendi. 

7- Kaspaz 3 aktivitesi sisplatin+losartan grubunda sisplatin grubuna göre 

daha düşük bulundu (p<0,05). 

8- BrdU/Anti-BrdU işaretlemesi ile pozitif boyanan hücre sayısı 

sisplatin+losartan grubunda sisplatin grubuna göre anlamlı olarak yüksek 

saptandı (p<0,001). 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

ACE            : Anjıotensin Dönüştürücü Enzim 

ADH            : Antidiüretik Hormon 

AΙΙΙ              : Anjiotensin 3  

AΙV              : Anjiotensin 4 

ALL             : Akut Lenfoblastik Lösemi 

Anti- BrdU   : Anti 5-bromo 2'deoxyuridine 

ATP             : Adenozintrifosfat 

ATPaz         : Adenozintrifosfataz 

AT1             : Anjiyotensin 1 

AT2             : Anjiyotensin 2 

ATR             : Anjiotensin 2 Reseptörü 

ATR1           : Anjiotensin 2 Reseptörü Tip 1 

ATR2           : Anjiotensin 2 Reseptörü Tip 2 

BrdU            :5-bromo 2'deoxyuridine 

Cr                : Kreatinin 

DAB            : 3,3'-diaminobenzidin 

Dk               : Dakika 

DNA            : Deoksiribonükleikasit 

GFR            : Glomerüler filtrasyon hızı 
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GSH            : Redükte Glutatyon 

GGT            : γ-glutamil transpeptidase 

HCl              : Hidroklorik asit 

HRP            : Horseradish peroksidaz  

HO-                    : Hidroksil radikali 

H202                  : Hidrojen peroksit 

H&E            : Hematoksilen-Eozin 

Iv                 : Intravenöz 

i.p.               : Intraperitoneal 

NADPH       : Nikotinamid Adenin Dinükleotid Fosfat 

Na-K ATPaz: Sodyum-Potasyum Adenozintrifosfataz 

NO              : Nitrik Oksit 

NOS            : Nitrik Oksit Sentaz 

O2-                    : Süperoksit anyonu 

PBS            : Fosfat buffered salin  

RNA            : Ribonükleikasit 

SF               : Serum fizyolojik 

TGF-β1       : Transforming Growth Factor-Beta1 

60 
 



 

 

ŞEKİLLER 

Şekil 1: Sisplatinin Moleküler Yapısı………………………………………………13 

Şekil 2: Sisplatinin Hücre Sitoplazmasında Birikim Mekanizması……………..15 

Şekil 3: DNA-Sisplatin Bağlanması……………………………………………….16 

Şekil 4: Oksidatif denge…………………………………………………………….20 

Şekil 5: RAAS’nin Enzimatik Yolağı Ve Etkin Mediyatörleri…………………….23 

Şekil 6: Losartanın Moleküler Yapısı………………………………………………27 

61 
 



 

 

RESİMLER 

Resim 1: Batın eksplorasyonu……………………………………………………..30 

Resim 2: Sol böbreğin anatomik yerleşimi………………………………………..30 

Resim 3: Sol böbreğin çıkartılması………………………………………………...31 

Resim 4: Sağ böbreğin çıkartılması………………………………………………..31 

Resim 5. H&E boyamasına ait mikrofotograf……………………………………..37 

Resim 6. Aktif kaspaz-3 işaretlemesi……………………………………………...38 

Resim 7. Anti-BrdU işaretlemesi…………………………………………………...42 

62 
 



 

 

TABLOLAR 

Tablo 1: Sisplatinin Kimyasal Özellikleri…………………………………………...13 

Tablo 2: Sisplatinin İstenmeyen Etkileri…………………………………………....17 

Tablo 3: AT2’nin Fizyolojık Etkileri………………………………………………….25 

Tablo 4: Losartanın Kimyasal Özellikleri…………………………………………..26 

Tablo 5: Deney Hayvanları Grupları………………………………………………..29 

Tablo 6: Kontrol grubu kaspaz-3 ile pozitif boyanan hücre sayıları…………….39 

Tablo 7: Sisplatin grubu kaspaz-3 ile pozitif boyanan hücre sayıları…………...39 

Tablo 8: Sisplatin+Losartan grubu kaspaz-3 ile pozitif boyanan hücre sayıları.40 

Tablo 9: Kaspaz-3 hücre sayılarının karşılaştırılması……………………………40 

Tablo 10: Kontrol grubu anti-BrdU ile pozitif boyanan hücre sayıları…………43 

Tablo 11: Sisplatin grubu anti-BrdU ile pozitif boyanan hücre sayıları……….43 

Tablo 12: Sisplatin+losartan grubu anti-BrdU ile pozitif boyanan  

hücre sayıları…………………………………………………………………………44 

Tablo 13: Anti-BrdU hücre sayılarının karşılaştırılması………………………….44 

Tablo 14: Anti-BrdU hücre sayısı ortalamalarının istatiksel karşılaştırılması….45 

 

63 
 


	ÖZET
	SUMMARY
	Key words: apoptosis, losartan, nephrotoxicity, cisplatin 1.GİRİŞ ve AMAÇ
	2.GENEL BİLGİLER
	2.1 Sisplatin
	2.1.1 Sisplatinin Moleküler Yapısı ve Özellikleri
	2.1.2 Sisplatinin Farmakokinetiği
	2.1.3 Sisplatinin Hücre İçine Alınışı
	2.1.4 Sisplatinin Etki Mekanizması
	2.1.5 Sisplatin Toksisitesi
	2.1.6 Sisplatin Nefrotoksisitesi
	2.1.6.1 Sisplatin Nefrotoksisite Patogenezi
	Sisplatin Nefrotoksisitesinde DNA Sentezinin Bozulması
	Sisplatin Nefrotoksisitesinde Sisplatinin Redükte Glutatyon İle Konjugasyonu
	Sisplatin Nefrotoksisitesinde Oksidadatif Stres
	Sisplatin Nefrotoksisitesinde Nitrik Oksit Radikalleri
	Sisplatin Nefrotoksisitesinde Apoptozis
	Sisplatin Nefrotoksisitesinde Histopatolojik Değişiklikler
	Sisplatin Nefrotoksisitesinde Renal Fizyoloji Değişiklikleri



	2.2 Renin Anjiotensin Aldesteron Sistemi
	2.3. Losartan
	2.3.1 Losartanın Moleküler Yapısı ve Özellikleri
	2.3.2 Losartanın  Farmakokinetiği
	2.3.3 Losartanın Antioksidan Etkisi


	3.GEREÇ VE YÖNTEM
	3.1. Deney Hayvanları
	3.2. Deney Hayvanları Grupları
	3.3. Çalışmanın Yürütülmesi
	3.4 Histolojik İnceleme
	3.4.1 Dokuların Elde Edilişi ve Doku Takibi
	3.4.2 Işık Mikroskopik İncelemeler
	3.4.2.1 Hematoksilen-Eozin Boyaması
	3.4.2.2  İmmünohistokimyasal İşaretlemeler


	3.5 İstatistik Analiz

	4.BULGULAR
	4.1 Işık Mikroskopik Değerlendirmeler
	4.1.1 Hematoksilen-Eozin ile Boyanmış Kesitlerin Değerlendirilmesi
	4.1.2 Aktif Kaspaz-3 ile İşaretlenmiş Kesitlerin Değerlendirilmesi



	KAYNAKLAR
	SİMGELER VE KISALTMALAR
	ŞEKİLLER
	RESİMLER
	TABLOLAR

