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OZET

Cisplatin Indiiklii Bobrek Hasarma Kars1 Punicalaginin Koruyucu Etkisinin
Aragstirtlmast

Bu arastirmada cisplatin indiiklii bobrek hasarina karst punicalaginin koruyucu
etkisinin arastirtlmasi amaglandi. Calismada her grupta 8 adet fare olmak iizere 32
adet 8 haftalik BALB/c 1rk1 disi/erkek fareler 4 gruba ayrildi. Grup 1 kontrol grubu
olarak ayrild1 ve 3 giin boyunca salin soliisyonu intraperitoneal (i.p.) olarak verildi.
Grup 2 deki farelere punicalagin 3 giin boyunca 15 mg/kg, i.p. olarak uygulandi.
Grup 3’deki farelere tek doz cisplatin 20 mg/kg dozunda i.p. olarak uygulandi. Grup
4 deki farelere tek doz cisplatin (20 mg/kg dozunda i.p. ) ile punicalagin (15 mg/kg
i.p. 3 gilin siireyle s.i.d.) verildi. Calisma sonunda deneklerden alinan serum
orneklerinde iire, kreatinin, total oksidant ve total antioksidant status (TOS ve TAS)
ve bobrek doku TAS ve TOS seviyeleri belirlendi. Ayrica almman bobrek
orneklerinden histopatolojik olarak hemotoksilen-eosin boyama,
immunohistokimyasal olarak Bcl-2, TNFoa, NF-kB yoniinden incelenerek
bobreklerde olusan degisiklikler degerlendirildi. Deney sonunda elde edilen serum
orneklerinde cisplatin grubundaki iire seviyeleri kontrol ve punicalagin gruplarinda
elde edilen iire seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gosterdigi
tespit edildi (p<0.05). Buna karsin punicalagintcisplatin grubu iire seviyesi cisplatin
grubuna gore diisiik oldugu goriildii. Ure seviyesi kontrol ve punicalagin gruplariyla
karsilastirildiginda yiiksek oldugu goriildii. Kreatinin seviyesi punicalagin+cisplatin
grubundaki kreatinin seviysinde kontrol grubuna gore fark goriilmedi (p>0.05).
Cisplatin grubu serum ve bobrek doku TAS seviyeleri incelendiginde kontrol
grubuna gore anlamli bir sekilde diisiis gosterirken, TOS seviyeleri anlamli bir
sekilde artis gosterdi (p<0.05). Punicalagin+ cisplatin grubu serum ve bobrek doku
TAS ve TOS seviyeleri kontrol grubuna gore fark gostermedigi tespit edildi
(p>0.05). Histopatolojik incelemede cisplatin grubunda siddetli hiperemi, tubullerin
liimenlerinde proteinli sivi birikimleri ve glomeruluslarda sklerozis dikkati cekti.
Punicalagintcisplatin grubunda bulgularin 6nemli Ol¢liide azaldigi gortildii.
Bobreklerin Bcel-2 ekspresyonlari incelendiginde kontrol ve punicalagin gruplarinda
negatif reaksiyon gozlenirken cisplatin grubunda hem tubul epitellerinde hem de
glomeruluslarda belirgin  sekilde artmis immunoreaksiyon dikkati cekti.
Punicalagin+cisplatin grubunda immun reaksiyonun cisplatin grubuna goére onemli
Olciide azaldig1 gozlendi. Bobreklerde NF-kB ve TNF-a immunoreaksiyonu
incelendiginde kontrol ve punicalagin grubunda negatif ekspresyon gozlenirken
ciplatin ~ grubunda c¢ok sayida hiicrede yogun ekspresyon  goriildii.
Punicalagin+cisplatin grubunda ise cisplatin grubuna gore azalmis immunoreaksiyon
goriildii. Sonug olarak biyokimyasal ve histopatolojik bulgulara gore punicalalginin
cisplatin indiiklii bobrek hasarina ve oksidatif strese karsi koruyucu etki gosterdigi,
punicalalginin cisplatin tedavisi sirasinda koruyucu ve tedavi edici bir ajan olark
kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Cisplatin, Punicalagin, Bobrek hasari, Koruyucu etki



ABSTRACT

The Investigation of protective effect of punicalagin on cisplatin-induced kidney
damage

The aim of this study was to investigate the protective effect of punicalagin against
cisplatin-induced renal injury. In this study, 32 BALB/c breed male/female mice (8
week old ) were divided into 4 groups. Group 1 served as control and received saline
solution intraperitoneally (i.p.) for 3 days. Group 2 (punicalagin group) mice
received punicalagin 15 mg/kg for 3 days, i.p. Group 3 (Cisplatin group) mice
received a single dose of 20 mg/kg cisplatin i.p. Group 4 mice (punicalagin+cisplatin
group) were given a single dose of cisplatin (20 mg/kg i.p.) and punicalagin (15
mg/kg i.p. s.i.d.) for 3 days. At the end of the study, serum urea, creatinine, total
oxidant and total antioxidant status (TOS and TAS), renal tissue TAS and TOS levels
were determined. In addition, hematoxylin-eosin staining was performed
histopathologically and immunohistochemically Bcl-2, TNFa, NF-kB were evaluated
for renal changes. At the end of the experiment, urea levels in the cisplatin group
increased significantly compared to the control and punicalagin groups (p<0.05). In
contrast, urea level in punicalagin + cisplatin group was lower than cisplatin group.
Urea levels were higher than control and punicalagin groups. Serum creatinine level
increased in the cisplatin group compared to the control group (p<0.05), while the
creatinine level in the punicalagin + cisplatin group did not differ compared to the
control group (p>0.05). Serum and renal tissue TAS levels of cisplatin group
decreased significantly compared to control group, while TOS levels increased
significantly (p<0.05). The serum and renal tissue TAS and TOS levels of the
punicalagin+cisplatin group did not differ from the control group (p>0.05).
Histopathologic examination revealed severe hyperemia in cisplatin group, protein
fluid accumulation in lumens of tubules and sclerosis in glomeruli. In the
punicalagin+cisplatin group, these findings decreased significantly. When Bcl-2
expressions of kidneys were examined, negative reaction was observed in control
and punicalagin groups, whereas significantly increased immunoreaction in both
tubular epithelium and glomeruli in ciplatin group. In the punicalagin+cisplatin
group, the immune reaction was significantly reduced compared to the cisplatin
group. When NF-kB and TNF-a immunoreaction were examined in the kidneys,
negative expression was observed in the control and punicalagin group, whereas
intensive expression was observed in multiple cells and renal tubular epithelium in
the ciplatin group, respectively. The immunoreactivity was decreased in the
punicalagin + cisplatin group compared to the cisplatin group. As a result, according
to biochemical and histopathological findings, it was concluded that punicalalgin has
protective effect against cisplatin induced kidney damage and oxidative stres, and
punicalalgin could be used as a protective and therapeutic agent during cisplatin
treatment.

Keywords: Cisplatin, Punicalagin, Kidney damage, Protective effect
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1. GIRIS

Nefrotoksisite yliksek morbidite, mortalite ve saglik maliyetleri ile iliskili
kiiresel bir halk sagligi sorunudur. Ilaglar nefrotoksisitenin yaygmn kaynagini
olusturur (Zuk ve Bonventre, 2016). Nefrotoksisiteye neden oldugu bildirilen ilaglar
toksik etkilerini bir veya daha fazla patojenik mekanizma ile gostermektedir.
Hastalarda, nefrotoksisiteye eslik eden daha fazla ikincil hastaligin goriilmesiyle
birlikte, hastalarin bobrek fonksiyonlarina zarar verme potansiyeli olan tani ve tedavi
yontemlerine maruz kaldiklar1 gézlemlenmistir (Naughton, 2008). Ozellikle diyabet
ve kardiyovaskiiler hastaligi olan yasli yetigkinler arasinda, ilaca bagli nefrotoksisite
insidansinda %66’ya kadar yiikselme gozlemlenmistir. Nefrotoksisiteye yol acan
ilacin kesilmesi durumunda, boébrek yetmezligi genellikle geri doniistimliidiir

(Ghandi ve ark., 2000; Hoste ve Kellum, 2006; Kohli ve ark., 2000).

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin bobrekte baslica; glomertil, proksimal
tubul ve distal tubul olmak tizere nefronun ii¢ ana boliimiinde fonksiyon bozukluguna
ve hasara neden oldugu bildirilmistir (Eren ve ark., 2012). Kanser tedavisinde
siklikla kullanilan ve platin bilesigi bir kemoterapotik ajan olan cisplatin (CDDP),
bir ¢ok solid tiimoriin tedavisinde yiiksek diizeyde ve genis bir antitimor aktiviteye

sahiptir. (Cetintas ve Eroglu, 2013; Florea ve Biisselberg, 2011).

Cisplatinin 19601 yillarda kansere karsi kullanilabilecek bir ilag olarak

kesfedilmesi ile kanser tedavisinde yeni bir donem baglamistir (Florea ve Biisselberg,
2011).

Cisplatin testis, ovaryum, bas ve boyun, akciger kiigiik hiicreli tiimorleri,
mesane, serviks gibi bir¢ok solid tlimorlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Giileg ve
ark., 2004). Bununla birlikte, cisplatinin siklikla toksik yan etkilere neden oldugu ve
bunun sonucunda ikincil malignitelere yol acan timoér direncinin eslik ettigi
bildirilmistir (Florea ve Biisselberg, 2011).

Cisplatinin en 6nemli yan etkilerinden birisi doza bagli olarak akut tubuler
nekroza neden olmasidir. Bu nefrotoksik etkisine bagli olarak tedavi protokoliine ara
verilerek ila¢ tedavisi sinirlandirilabilmektedir. Nefrotoksik etkisinde, akut bobrek

hasari, hipomagnezemi, fanconi benzeri sendrom, distal renal tiibliler asidoz,
1



hipokalsemi, bobrek tuzu israfi ve hiperiirisemi gibi ¢esitli semptomlarla ortaya

cikabilir (Giileg ve ark., 2004; Oh ve ark., 2014).

Cisplatin bobrek dokusunda farkli mekanizmalarla nefrotoksik etki
gostermektedir. Bunlar, oksidatif stres, inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon ve
tibliler epitel hiicrelerine direkt sitotoksisite gibi mekanizmalardir. Cisplatin
miyelosiipresyon, ototoksisite, gastrotoksisite ve alerjik reaksiyonlar gibi cesitli
toksik etkilere yol acar (Giile¢ ve ark., 2004; Oh ve ark., 2014). Antikanser ilaglarin
bu sekilde olusturdugu toksik ve yan etklerini 6nlemeye yonelik degisik caligmalar
yapilmistir. Bunlar arasinda 6zellikle dogal bitkisel kaynakli farkli fitokimyasallar

iceren trlinler denenmistir.

Gliniimiizde gida maddelerinin biyoaktif bilesikleri olan fitokimyasallara
artan oranda ilgi gelismektedir (El Gharras, 2009). Polifenoller de bitki esash
gidalarda bulunan en 6nemli fitokimyasallardir. Polifenol bilesikler, antioksidan
ozellige sahip olan vitaminlerin ve enzimlerin fonksiyonlarini tamamlayan ve reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif strese karsi giiglii bir antioksidandir
(Tsao, 2010). Yiiksek molekiil agirliklt polifenoller olarak bilinen tanenler i¢inde
ellagitanenler 6nemli bir yere sahiptir. Ellagitanenler dogal olarak bazi meyvelerde
(nar, ¢ilek, bogiirtlen, ahududu), findik (ceviz, badem) ve tohumlarda bulunur.
Ellagitanenler anti-inflamatuar, antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal
(antibakteriyel, antifungal ve antiviral) aktiviteye sahiptir. Ellagitanenler ve bunlarin
metabolitlerinin antikanser aktivitesi, serbest radikal siipiirme yetenegi ile iliskilidir.
Bu nedenle, ellagitanenler, karsinogenezis olusumunu, ateroskleroz ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nemli bir nedeni olan oksidatif stresi Onleyici ve

azaltic1 etkileri vardir (Lipinska ve ark., 2014).

Punicalagin, baglica nar (Punica granatum) meyvesinin degisik kisimlarinda
bulunan ve narin biyoaktif etkilerinin ¢cogundan sorumlu olan bir ellagitanendir (Lu
ve ark., 2008). Punicalagin kimyasal olarak biiyiik bir molekiiler yapiya ve lipofilik
karaktere sahip oldugundan emilimi ve biyoyararlanimi diisiiktiir (Vora ve ark.,
2015). Punicalagin o6zellikle bagirsaklarda mikrobiyal ve karaciger enzimleriyle

tirolitinlere metabolize olarak idrarla atilirlar (Heber, 2011).



Grup olarak ellagitanenler ve Ozellikle punicalagin antikanserojen,
kardiyoprotektif ve antioksidan ozellikleriyle 6ne g¢ikmaktadir. Bu arastirma ile
farelerde cisplatinle indiiklenen bobrek hasarina karsi punicalaginin koruyucu

etkisinin arastirilmasi ve literatiire yeni bilgiler kazandirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nefrotoksisite

Yasayan organizmalarin ilaglara ve kimyasallara uzun siire maruz kalmasi
sonucu siklikla toksisite goriilmektedir. Bu ilaglar ve kimyasallarin viicudun
tamamina toksik etkisi oldugu soOylense de; bir¢ok bilesigin toksik etkisi bazi
organlar iizerine daha belirgin olabilmektedir ve bu organlara hedef organlar denir.
Bir bilesigin farmakokinetigi ve hedef organin toksik maddeye kars1 direng gosterme
yetenegi, bir organin toksisiteye karsi duyarliligini belirleyen onemli faktorler

arasinda gosterilmektedir (Brady ve Brenner, 1995).

Bobrek, kimyasallar1 toksik ara drlinlere metabolize ettigi ve bu
metabolitlerin atilmasinda gorev yaptigi i¢in hedef organ konumundadir. Bobregin
baz1 fizyolojik ve biyokimyasal (tiibiiler sekresyon, reabsorbsiyon ve konsantrasyon)
ozellikleri diger organlarla karsilagtirildiginda onu iskemik ve toksik hasara karsi
daha hassas hale getirmektedir. Nefronlar arasindaki anatomik, fonksiyonel ve
biyokimyasal farkliliklar toksik ajanlara veya iskemi ya da hipoksi gibi patolojik
durumlara verecekleri cevabin degisik olmasina neden olur. Bobregin boliimlerinin
ajanlara duyarli veya direncli olmasinin nedeni nefron heterojenitesine gore
degismektedir. Fazla sayida tasiyici sistem igeren proksimal nefron epitel hiicreleri
birgok nefrotoksik ajan i¢in hedef bolge haline gelmekte ve enzimleri bulundurdugu
icin toksik hasara daha ¢ok maruz kalmaktadir (Brady ve Brenner, 1995; Chew ve
Dibartola, 1989; Guder ve Morel, 1992; Jones, 1986; Perazella, 2009; Pfaller ve
Gstraunthaler, 1998).

Nefrotoksisite, akut glomerularnefritis, nefrotoksik renal yetmezlik,
interstisyel nefritis, nefrotik sendrom ve nefron nefrozisi olarak tanimlanmaktadir
(Davis, 1989; Pfaller ve Gstraunthaler, 1998). Nefrotoksisite sirasinda meydana
gelen degisiklikler (renal konsantrasyon bozuklugu, akut tiibiiler nekroz veya renal
yetmezlik) ilacin renal kortekste birikme Ozelliginden kaynaklanmaktadir (Luft ve
ark., 1976; Mistik, 2000). ilaca bagh toksisite, akut tiibiiler nekroz, intersitisyel
nefritis ya da glomeriilonefritis seklinde olusabilmektedir (Evenepoel, 2004; Maden,



1994). Ilag tedavisi goren hastalarm, % 20'den fazlasinda ilag toksisitesinin akut
bobrek yetmezligi ile sonuglandigi bildirilmistir (Can ve ark., 2000; Ghaznavi ve
ark., 2005).

Nefrotoksisite gelisiminde asil belirleyici olay toksik ajana yeterli siirede ve
miktarda maruz kalinmasidir. Tiibiil epitellerinin biiyiik bir kisminin hasara karsi
kendilerini yenileme yetenegi hizliyken glomeriil ve medulladaki hiicreler ya
kendilerini yenileyemezler ya da daha yavas yenilenme gosterirler. Iste bu bolgedeki
tekrarlayan maruziyetlerin kronik ve son dénem bdbrek yetmezligi gibi hasarlara

neden olabilecegi bildirilmistir (Pfaller ve Gstraunthaler, 1998).

Toksisiteye neden olan bu ajanlar ise genis bir yelpazede incelenebilir. Evcil
hayvanlarda birgok ilag ve kimyasal maddeler nefrotoksisiteye neden olmaktadir.
Bunlarin  baslicalari; aminoglikozidler (neomisin, gentamisin, kanamisin,
streptomisin, tobramisin, amikasin vb.), sefalosporinler, tetrasiklinler, stilfonamidler,
vankomisin, penisilinler, polimiksinler , monensin, acyclovir, amfoterisin-B, ¢esitli
agir metaller (arsenik, bizmut, talyum, bakir, kadmiyum, kursun, civa, altin tuzlari,
uranyum), metoksifluran, metotreksat, tanenler, klorlu hidrokarbonlar, kontrast
maddeler, okzalatlar, mikotoksinler, etilen glikol , ¢esitli analjezik ilaglar (ibuprufen,
naproksen, salisilatlar, fenilbutazon), anjiotensin II reseptor antagonistleri,
myoglobin ve hemoglobin gibi endotoksinler, radyokontrast maddeler gibi bazi
diyagnostik amacli kullanilan ajanlarin da nefrotoksik oldugu bilinmistir (Anderson
ve Barry, 2004; Brier ve ark., 1985; Briguori ve ark., 2005; Brion ve ark., 1984;
Haziroglu ve Milli, 1998; Kaneko ve ark., 1997; Maden, 1994).

Nefrotoksisiteye neden olabilen diger maddeler arasinda alternatif tipta
kullanilan bazi bitkisel ilaglar ve dogal iiriinlerin de bulundugu bildirilmistir.
Alternatif tipta kullanilan bazi ajanlar kendilerini daha ¢ok akut bobrek yetmezligi
ile gosterirken, ilaglara ve cevresel faktorlere devamli ve diisik dozda maruz
kalinmas1 durumunda daha cok kronik ve son donem bobrek yetmezligi
gorilmektedir (Van Vleet ve Schnellmann, 2003). Kemoterapi ilaglar1 bobrekte
baslica proksimal tiibiil, distal tiibiil ve glomeriiller olmak tizere nefronun ii¢ ana
boliimiinde yapisal hasara ve fonksiyon bozukluguna neden olurlar (Kintzel, 2001;

Vogelzang, 1991; Ikarashi ve ark., 2004).

5



Cisplatinin hiicre igerisinde hasar olusturabilmesi i¢in nefrotoksik bir ajana
dontismesi gerekmektedir (Townsend ve ark., 2003). Gama glutamil transferaz
(GGT) tarafindan hiicre disindaki glutatyon (GSH), glutamik asit ve sisteinilglisin
olarak ayrilmaktadir. Sisteinilglisin ise diaminopeptidaz tarafindan sistein ve glisin
olarak ayrilir. Sistein ve glisin olarak ayrilan bu aminoasitlerin bir kismi, hiicre
icerisine alinarak GSH sentezlenmesini uyardigi bildirilmistir. Glutatyon-S-
transferaz (GST) enzimi araciliiyla cisplatin molekiilii ve GSH birleserek GSH-
cisplatin konjugatlarimi olusturmakta ve GGT tarafindan hiicre disinda metabolize
edilmektedir. Hiicre i¢ine alinan cisplatin-sistein beta liyazlar aracilig1 ile reaktif
tiyollere dontistiiriiliir (Hanigan ve Devarajan, 2003). GGT bdbrekte nefrotoksisiteye
neden olurken tiimor hiicrelerinde cisplatine karsi direng gelismesine neden oldugu

bildirilmistir (Hanigan ve ark., 1999).

Bobrek hiicrelerinde cisplatinin neden oldugu hasar sonucunda olusan
nefrotoksisitesinin mekanizmasi olduk¢a komplekstir. Bu mekanizmalar oksidatif
stres, apoptozis, inflamasyon ve fibrinojen olusumudur. Yiiksek miktarda cisplatin
proksimal tiibiillerde nekroz, diisiikk konsantrasyonda cisplatin kaspas 9 yolu

tizerinden apoptozise neden olur (Lieberthal ve ark., 1996).

Apoptozis; niikleusun kondensasyonu ve daha sonra pargalara ayrilmasidir.
Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik
300.000 kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz. Apoptozisin erken
evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis ylizey organellerini
kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, birka¢ dakikada hacimlerinin 1/3’{inii
kaybederler. Bu goriiniim, muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon kanallari
ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasma baghdir (Kerr ve ark.,, 1972;

Schwartzman ve Cidlowski, 1993).

Apoptozis normal ve patolojik siire¢lerde tanimlanan énemli bir hiicre 6liim
seklidir. Kaspaz 1, kaspaz 8 ve kaspaz 9; kaspaz 3’1 aktivite eden oncii kaspazlardir.
Bu siire¢ hiicre dis1 ylizey reseptorleri ve hiicre i¢i mitokondriyal yollar {izerinden
ilerlemektedir. DNA fragmanlar1 ve oksidatif stres, mitokondriyal yolu aktive
etmekte, bu yol kaspaz 9 aktivitesi ile sonuglanmaktadir. Timor nekroz faktor alfa

(TNF-a)’nin hiicre yiizey reseptoriiyle baglanmasi kaspaz 8’i aktive etmektedir

6



(Green ve Reed, 1998;Kaushal ve ark., 2001;Tsuruya ve ark., 2003). Kaspaz 1
kaspaz 3’1 cisplatine bagli bobrek hasarinda direkt aktive etmektedir. Kaspaz 1
ayrica interlokin-1B (IL-1B) seviyesini artirip cisplatinin indiikledigi inflamasyona
katilmaktadir. Cisplatine bagli apoptozis ve akut tiibiiler nekroz, kaspaz 1 eksik
farelerde azalmaktadir (Bonfoco ve ark., 1995; Faubel ve ark., 20003). Cisplatinin
indiikledigi ve bobrek hasarina neden olan bir seri inflamatuar degisiklik vardir.
Yakin zamanda yapilan caligmalar cisplatinin indiikledigi renal hasar olusumunda
inflamasyonun 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Cisplatin zaman bagimli bir
etki ile inhibitor kB (IkB) yikimim1 ve niikleer faktér-kB (NF-kB) baglanma
aktivitesini artirmaktadir. Bu olaylar da renal TNF-a aktivitesini artirmaktadir. TNF-
a renal hasar olusumunda merkezi bir role sahiptir. Apoptozisi indiiklemekte, reaktif
oksijen molekiillerinin (ROS) olusumuna neden olmakta, kemokin ve sitokinler
arasindaki yollar1 koordineli bir sekilde aktive etmektedir (Nithipongvanitch ve ark.,
2007; Ramesh ve Reeves, 2002). Cisplatin etkilenen tiibiillerin etrafinda makrofaj ve
lenfosit infiltrasyonu ile beraber fibrozisi de indiiklemektedir. Bir rat ¢calismasinda 2
mg/kg dozunda cisplatin haftada bir olacak sekilde 7 hafta uygulanmis ve birinci
haftadan itibaren kortikomediiler bileskede fibrotik lezyonlar gelismis ve besinci
haftada maksimum dereceye ulastigi tespit edilmistir. Hasarin cisplatinin
kesilmesinden sonra 19 haftalik bir siiregte fibrotik dokunun azalmasi ve yerini
rejenere tiibiillerin almasi ile sonuglandig: bildirilmistir (Yamate, 2002). Makrofajlar
Transforme edici biiytime faktor beta 1 (TGF-B1) ve TNF-a iiretimini artirarak renal

interstisyel fibrozu olusumunda énemli bir rol oynamaktadir (Yao ve ark., 2007).

2.2.Cisplatin

Cisplatin, 1970’11 yillardan sonra kanser tedavisinde kullanilan en &nemli
antineoplastik ilaglardan biridir. Cisplatin 6nemli bir sitotoksik maddedir ve
insanlarda bas, boyun, akciger, testis, over, bobrek gibi bircok solid tiimérde etkili
bir antikarsinojenik ajan olarak yaygimn bi¢cimde kullanilir (Schrier, 2005). Ayrica
cocukluk ¢aginda ndroblastom, hepatoblastom, beyin tiimdrleri, germ hiicreli tiimor,

osteosarkom tedavisinde de kullanildig1 bildirilmistir (Sastry ve Kellie, 2005).

Peyronie’nin kloriirii olarak bilinen cisplatin diinyada ilk olarak 1845 yilinda
Michele Peyronie tarafindan sentezlenerek tanimlanmistir. Kimyasal yapisi ilk olarak

1893 yilinda Alfred Werner tarafindan aydmnlatilmistir. Cisplatinin biyolojik
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ozellikleri 1960’11 yillarda biyofizik¢i Barnett Rosenberg tarafindan tesadiif eseri
kesfedilmistir. Elektromanyetik radyasyon uygulamasinin bakteri ve memeli
hiicrelerinin boliinmesi iizerine etkisini arastiran Rosenberg, Escherichia coli ile
yaptig1 ilk deneylerde biliylime alaninda platin elektrodlar1 kullanmaktaydi. Platin
elektrodlarinin bulundugu bu biiyiime alaninda bakterinin normalden 300 kat daha
uzun olan filamanlara sahip oldugunu bildirmistir. Kisa siirede bu etkinin
elektromanyetik alandan degil platin elektrodlarindan ortaya c¢ikan elektroliz
triinlerinden kaynaklandigini gostermistir. Ayrintili Kimyasal analiz sonucunda bu
biyolojik etkiye yol acan bilesenin ilk olarak 1845 yilinda Peyron tarafindan
sentezlenip tanimlanan ve Peyron kloridi olarak da bilinen ve sonradan cisplatin
adin1 alan platinin nétral bir cis izomeri oldugu saptanmistir. Bu bilesenin bakterinin
hiicre boliinmesini engelledigi ancak diger biiyiime yapilarini engellemedigi
goriilmiis ve ¢ok uzun filamanlarin ortaya ciktigi gosterilmistir. Cisplatine ait bu
bulgular 1965 yilinda yaymlanmis ve 1968 yilinda sarkomlu bir farede
intraperitoneal cisplatin uygulamasi sonucunda tiimor boyutunda belirgin gerileme
oldugu gozlenmistir. ilk kez 1971 yilinda kanser hastalarinda basari ile uygulanmaya
baslanan ilagc Amerikan Gida ve Ilac idaresi kurumundan 1978 yilinda onay almistir

(Prestayko ve ark., 1980; Rosenberg ve ark., 1965; Sastry ve Kellie, 2005).

2.2.1.Cisplatinin Molekiiler Yapis1 Ve Ozellikleri

Cisplatin “‘Cisplatin-diamminedichloroplatinum (II)”> acik formiilld, kare
diizlemsel geometriye sahip, amonyum ve klor atomlar ile ¢evrili agir metal (platin)
koordinasyon bilesigidir (Sekil 2.1). Bilesigin cis ve trans olmak iizere iki izomeri
vardir. Cis formu sitotoksiktir ve suda ¢oziinme 6zelligine sahiptir. Oda sicakliginda
beyaz veya koyu sart ya da sari-turuncu Kristal tozdur (Becit, 2017; Wang ve
Lippard,2005).



Cl NH3

Cl
NH3

Sekil 2.1. Cisplatinin molekiiler yapis1 (Lewis ve ark., 2012).

Cisplatin  kemoterapisi; Cisplatin’in  intraperitoneal veya intravendz
uygulanmasini igerir (Markman ve ark., 2001). Cisplatin’in, uygulama sonrast hemen
hemen tiim dokulara ve hiicre i¢i organellere dagildigi belirlenmistir. Bununla
birlikte yiiksek konsantrasyonlar bdobrek, karaciger ve bagirsakta, en diisiik
konsantrasyon ise beyinde bulunmustur (Cayir ve ark., 2009; Kart ve ark., 2010).
Hiicre icinde cisplatin esas olarak sitosol, mitokondri, ¢ekirdek ve lizozomlarda
birikmektedir (Kuhlmann ve ark., 1997). Plazmada, toplam platinin sadece %2’si
sulandirilmig formda bulunur; bununla birlikte cisplatin hiicrenin igine girdiginde bu
oran %42’ye ¢ikmaktadir (Chirino ve ark., 2008). Diisiik molekiiler agirhigi ve
degismeyen karakteri nedeniyle, uygulandiktan 5 giin sonra cisplatin’in %27-451

idrar ile viicuttan atilir, kalan kismi ise viicutta 50 giine kadar tutulur (Hassan ve ark.,
2013).

Cisplatin, plazma gibi kloriir igerigi yiliksek olan ortamlarda stabil bir yapida
kalabilmektedir. Hiicre i¢i kloriir yogunlugunun diisiik oldugu ortamlarda, kloriir
atomlarim1 kaybederek, DNA ve diger biiyiik molekiillerle kovalent olarak baglanir
ve reaktif elektrofillerini verir. DNA ile olusturulan bu capraz baglar sayesinde,
DNA sentez ve replikasyonunda bozulma ve bunun sonucunda c¢esitli sinyal iletim
yolaklarinin aktive edilerek sitotoksik etkilerinin ortaya ¢ikmasi saglanmis olur
(Scovell ve ark., 1987). Cisplatin ayrica hiicre mitokondrisine de zarar verir.
Mitokondriondan kalsiyum O, ¢ikisini arttirir, ayn1 zamanda oksijen taginmasini da
artirarak solunum hizinda artisa, dolayisi ile hipoksiye sebep olur. Hiicre dongiisiinii
duraklatir, adenozintrifosfataz (ATPaz) aktivitesini engeller, transport sistemlerini
degistirir ve sonug olarak apoptozis, inflamasyon, nekroz ve hiicre 6liimiine sebep

olur. Makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunda ilacin etkisi ile artis gozlenir ve fibrozise
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neden olur (Sastry ve Kellie, 2005; Wang ve Lipprd, 2005).

Cisplatin, TNF-a’nin ekspresyonunu arttirir ve TNF-o hiicrede inflamasyona
yol acgarak apoptozisi indiikler ve ROS {iretimine katkida bulunur (Aksit ve Bildik,
2008).

Cisplatin’in hiicre i¢ine alinigina yonelik mekanizmalar tam olarak
anlasilamamustir. Yapilan ilk ¢alismalarda CISPLATIN nin pasif difiizyon ile hiicre
icine girdigi One siirlilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ise bakir
transport proteini olan copper transporter 1’in (CTR1) CISPLATIN nin hiicre igine
aktif olarak alinmasinda etkili oldugunu gostermektedir (Holzer ve ark., 2004; Wang
ve Lippard, 2005).

2.2.2. Cisplatinin Farmakokinetigi

Cisplatinin gastrointestinal kanaldan emilimi yoktur, bu nedenle sadece
intravendz yoldan kullanilabilir. Cisplatin stabil olmayan bir bilesiktir. Plazma gibi
klorid yogunlugunun daha yiiksek oldugu ortamlarda dogal yapisint korur ve hiicre
membranini gecebilir. Hiicre igerisinde ise klorid yogunlugu disiiktiir ve klorid
gruplar1 hidroksil gruplar ile veya su ile yer degistirir. Bu durumda DNA ile
reaksiyona giren daha reaktif pozitif yiiklii iiriinlerin olugsmasina neden olur (DeConti
ve ark., 1973). DNA ¢ift-zincirinde sarmal i¢i capraz baglar olusturur. Boylece
hiicrede DNA sentezini inhibe ederek antineoplastik aktivite gosterir. Cisplatinin
sitotoksik etkisi, niikleer DNA’ya baglanmasi sonucunda transkripsiyon ve
replikasyon mekanizmalarin1 engellemesi ile agiklanmaktadir (Sabuncuoglu ve
Ozgiines, 2010; Wang ve Lippard, 2005). Cisplatinin modifiye ettigi DNA, yeterince
yenilenemediginden, ortaya ¢ikan DNA hasar1 apoptozisi baglatir. Bu hasar
onarilamayacak boyutta ise, hiicre tarafindan tolere edilemez ve hiicre Sliimiine
neden olur (Jordan ve Carmo-Fonseca, 2000). Cisplatinin neden oldugu oksidatif
hasar sonucu ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri de mitokondrial hasar ve kaspaz
9 iizerinden apoptozisi tetiklemektedir (van Geelen ve ark., 2003). Cisplatin %90
oraninda plazma proteinlerine baglanir. Kandan kaybolmasi iki fazli bir seyir
gosterir. {1k faz cisplatinin intravendz uygulamasindan sonra baslangig yar1 émrii 25-
49 dakika kadar siiren satha olup daha sonra giinlerle ifade edilen ikinci faz

(ortalama yar1 omrii 58-73 saat) takip eder. Uygulamadan sonraki ilk 5 gilinde {iriiniin
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sadece % 27-43’lik kismi1 degismeden atilir. Karaciger, bobrek ve prostatta yiiksek
oranda birikmektedir. Bobrek yetmezliginde cisplatinin yari Oomrii uzamaktadir
(DeConti ve ark., 1973). En ¢ok karaciger, bobrek ve prostatta birikir. Cisplatin anne
stitiine, plevral siviya ve plasentayr geger fakat kan-beyin bariyerinden gecisi iyi
olmayip eser miktardadir. Cisplatinin merkezi sinir sistemine gecis orani dustiktiir.
Insan ve hayvan calismalarinda ilk 24 saatte ilacin %80’inin idrarla atildig1 tespit
edilmistir. {lacin %8’i sonraki 24 saatte atilir. Cisplatinin safra kanal1 yoluyla atilim
orani %10’un altindadir. Cisplatin, klorid yogunlugu diisiikk soliisyonlarla
hazirlandiginda daha toksik olabilmektedir. Bu nedenle kloriir konsantrasyonu
yiikksek olan serum fizyolojik ile hazirlanmalidir (Boulikas ve Vougiouka, 2003;
Canal, 1998; Casper ve ark., 1979; Sleijfer ve ark., 1985). Intravenéz uygulamayi
takiben, hizli bir sekilde viicuda dagilir; bobrek ve karaciger dokusunda yiiksek
yogunlukta bulunurken, kaslar, mesane, pankreas, testis ve dalakta daha diisiik,
barsak, akciger adrenal, kalp, beyin ve beyincikte en diisiik yogunluklarda bulunur.
Cisplatin kullanimindan sonra 4 ay siire ile bobrek dokusunda platin saptanabilir.
Eliminasyon omrii 60 saat olup, uygulamadan 2 saat sonra plazma cisplatininin
%90’dan fazlas1 irreversibl bir sekilde proteinlere baglanir. Non-enzimatik bir
reaksiyonla metabolitlerine doniisiir. 50-100 mg/m? cisplatinin intravenéz bolus
seklinde enjeksiyonundan sonra, plazma eliminasyonu bifaziktir. Insanlarda cisplatin

yarilanma omrii yaklagik 2-5 giindiir (Emmerson, 1996; Links ve Lewis, 1999).

Cisplatinin temel atilim yeri bobrekler olup fekal atilimi ise ¢ok azdir.
Bobreklerde en fazla cisplatin atilimi intravendz inflizyondan sonraki 1 saat i¢inde
goriliir. Cisplatin plazma proteinlerine baglanarak tasinir ve bobreklerden degisim
gostermeden atilirlar. Bu nedenle bobrekteki cisplatin miktar1 diger organlara gore
cok fazladir. Bobreklerdeki cisplatin birikim miktar1 oksijen kullanimina bagli olarak
degisiklik gosterir. Bobreklerin korteks tabakasindaki hiicrelerin sitoplazmasinda
birikim gosterir. Azalmis bobrek fonksiyonu ile plazma yar1 6mrii artar (Safirstein ve

ark., 1984).

Cesitli organlar lizerinde bu istenmeyen toksik etkilerinin yaninda risklerden
biri de iireme sisteminde 6zellikle over veya testis hasarma bagl olarak steriliteye
yol agmasidir. Ozellikle testis hiicreleri mitotik, mayotik morfojenik ¢esitli siireclere

girdiklerinden kemoterapdtik ajanlar tarafindan hedef olarak secilir, bu yiizden de
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kolayca hasar alirlar (Hassan ve ark., 2013; Kayaalp 1994; Pogach ve ark., 1989).

2.2.3. Cisplatin Toksisitesi

Basta nefrotoksisite olmak iizere cisplatinin; hepatotoksisite, norotoksisite,
ototoksisite, miyelosupresif etki, gecici 16kopeni, trombositopeni ve anemi gibi doza
bagimli olarak yan etkileri vardir (Boulikas ve Vougrouka, 2003; Rybak ve ark.,
2007).

2.2.4. Cisplatin Nefrotoksisitesi

Nefrotoksisite cisplatinin en 6nemli doz sinirlayict yan etkisidir (Arany ve
Safirstein, 2003). Preklinik ¢aligmalarda bu etki saptanmig ve cisplatin tedavisinde
yogun hidrasyonun kullanilmadig:i ilk protokollerde hastalarda ciddi ve geri
dontisiimsiiz bobrek hasart goriilmiistiir (Gonzales-Vitale ve ark., 1977; Hanigan ve
Devarajan, 2003; Schaeppi ve ark., 1973). Bir ¢alismada tek doz 50-100 mg/m?
cisplatin verildikten sonra hastalarin %28-36’sinda doza bagl nefrotoksisite gelistigi
gosterilmistir (Reis ve Klastersky, 1986). Giinlimiizde de yogun profilaktik
Onlemlere ragmen cisplatin alan hastalarin tigte birinde geri doniisiimsiiz bobrek

hasar1 olusmaktadir (Santoso ve ark., 2003; Taguchi ve ark., 2005).

Cisplatin nefrotoksisitesi, kan iire azotu diizeyinde artis, GFR’de azalma,
nonspesifik tiibiiler nekroz, spesifik olarak potasyum ve magnezyum kaybinin yani
sira proksimal tiiblilde histopatolojik olarak dejeneratif ve nekrotik lezyonlarin
olusumuyla karakterizedir. Ayrica distal tiibiil ve toplayic1 kanallarda akut tiibiiler

nekroz ve dilatasyon gelismektedir (Sabuncuoglu ve Ozgiines, 2010).

2.2.5. Cisplatin Nefrotoksisitesinde Mekanizmalar

Cisplatin 6zellikle diisiik klor ortaminda giiclii hiicresel toksindir. Hiicre dis1
kloriir konsanstrasyonunda ise stabil bir yapiya sahiptir. Cisplatin pasif difiizyon ya
da CTRI1 gibi tasiyict proteinler araciligi ile hiicre igerisine girebilmektedir.
Stoplazmadaki diisiik kloriir konsantrasyonu ile cisplatin hidrolize olmaktadir. Son
derece elektrofilik olan hidrolize cisplatin, proteinlerin siilfidril gruplar1 ve niikleik
asitlerin azot verici bolgeleri gibi niikleofilik olan molekiiller ile etkilesime girerek

hiicresel hasara neden olmaktadir. indirgenmis glutatyon (GSH), metallotiyonein,
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metiyonin, proteinler ve plirin bazlari, cisplatinin hiicre i¢i hedeflerindendir

(Boulikas ve Vougiouka, 2003; Dasari ve Tchounwou, 2014; Galluzzi ve ark., 2012).

Cisplatin, piirinlerin N7 reaktif merkezine baglanarak DNA’da sarmal i¢i ve
sarmallar aras1 ¢apraz baglar olusturarak sitotoksik etkisini gostermektedir. Capraz
baglarin biiylik bir c¢ogunlugu 1,2 sarmal i¢i d(CpG) ve d(ApG) yapilaridir.
Cisplatinin olusturdugu DNA hasar1 hiicre dongiisiinii G2 ve S fazinda durdurarak,
niikleotid eksizyon onarimi ve yanlis eslesme onarimi gibi tamir mekanizmalarinin
devreye sokulmasini tetikler. DNA onarilamayacak kadar hasarli bir halde ise Fas,
p53, p73 ve Chk2 proteinlerinin aktivasyonu saglanmakta ve hiicre apoptoz
mekanizmasi araciligi ile 6lmektedir (Eastman, 1987; Sancar ve ark., 2004; Vitale ve

ark., 2011).

Cisplatin tedavisine bagli olarak mitokondrilerde solunum zincirinin
devamliliginin bozulmasi, mitokondrilerde kalsiyum ¢ikisinin artmasi, kontraktil
proteinlerin inaktivasyonu, ATP {iretiminin azalmasi, sodyum (Na)+ potasyum (K)+
- ATP’az ve kalsiyum (Ca)++/ magnezyum(Mg)+ ATP’az gibi degisik ATP’azlarin
etkilenmesi ortaya ¢ikar. Bu enzim aktivitesinin inhibisyonu ile Na+/K+ iyonlarinin
akimi etkilenerek hiicre i¢i K+ seviyelerinde diisme goézlenebilir ve bu durum
hiicresel toksisiteye sebep olabilir (Singh, 1989; Halabe ve ark., 1991). Mitokondrial
GSH azalmas1 mitokondri i¢indeki stilfidril gruplariin kaybini da beraberinde getirir

(Zhang ve Lindup, 1994).

Cisplatin nefrotoksisitesinde mitokontrial DNA hasar1 da Onemlidir.
Cisplatinin  indiikledigi nefropatide hemodinamik faktorler de oOnemli rol
oynamaktadir. Cisplatin tedavisine bagli olarak ortaya cikan platelet aktive edici
faktoriin (PAF) arteriolar ve/veya mezangial vazokonstriksiyona neden olarak renal
kan akimi ve glomerular filtrasyon hizim1 (GFH) azalttig1 bildirilmektedir. Cisplatine
bagli renal hasarin baslangicinda goriilen proksimal tiip emilim bozukluklarinin
azalmis renal kan akimi ile arttigt ve bobrek hasarinda preglomeruler
vazokonstriksiyonun onemli rol oynadigi ileri siiriilmiistiir (Dos Santos ve ark.,

19914a; Dos Santos ve ark., 1991b; Zhang ve Lindup, 1993).

Cisplatin toksisitesinde rol alan 6nemli mekanizmalardan biri de olusan
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oksidatif stres ve buna bagl hiicresel olaylardir. Cisplatin, 6zellikle potent bir serbest
radikal olan hidroksil radikalinin iiretimini arttirir. Hidroksil, glutatyon gibi hiicre ici
antioksidan depolar tiiketir, diger serbest radikaller gibi dogrudan lipid, protein ve
DNA gibi hiicre bilegenleri lizerinde etki gosterir ve yapilarini bozar (Masuda ve
ark., 1994; Townsend ve ark., 2003). Cisplatin ile indiiklenen mitokondriyal
fonksiyonel hasar, bozulmus solunum zinciri yoluyla ROS agir1 iiretilmesine ve
hiicresel oksidatif stresin indiiklenmesine neden olmaktadir. Reaktif oksijen
tiirlerinin asir1 iiretimi cisplatin tedavisinin dozu ve siiresine baghdir (Yanez ve ark.,
2003). Cisplatinin yapilan g¢alismalarda bobrek dokusunda lipid peroksidasyonu
olusturarak oksidan ve antioksidan parametrelerde anlamli (p<0,05) degisiklere yol

actig1 bildirilmigstir (Sogiit ve ark., 2004; Yildirim ve ark., 2003).

2.3. Punicalagin

Gida maddelerinin biyoaktif bilesikleri olan fitokimyasallara giiniimiizde artan
oranda ilgi gelismektedir (Doig ve ark., 1990). Polifenoller de bitki esasli gidalarda
bulunan en 6nemli fitokimyasallardir (Viladomiu ve ark., 2015). Polifenoller genelde
bircok bitkide bulunmasinin yani sira yenilebilir bitkilerde daha fazla bulundugu
ortaya konmustur. Diyette tiiketilen polifenoller kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Polifenollerin ~ saglik {izerindeki etkileri, bir¢ok faktdore (miktarina ve
biyoyararlanimina) bagli olarak degisir (Manach ve ark, 2004). Diyetteki
polifenoller, basit molekiillerden (monomerler ve oligomerler) polimerlere kadar
genis bir yap1 cesitliligine sahiptir. Yiiksek molekiiler agirlikli yapilar genellikle
taninler olarak adlandirilir ve proteinlerle etkilesime girme kabiliyetine sahiptir.
Yogunlastirilmis tanenler, bitkilerde genis dagilim gosterir ve gida kalitesine etki

ettigi i¢in 6nemlidir (El Gharras, 2009).

Tanenler hayvan organizmasi tarafindan sentezlenemeyen bitki kaynakl
polifenollerdir. Bununla birlikte, bitkilerde zararli dis etkenlere karsi koruyucu
maddeler olarak da bulunurlar. Tanenler, lipid peroksidasyonunun inhibisyonu;
oksijen radikallerinin temizlenmesi; Fe ve Cu gibi pro-oksidatif metallerin
baglanmasi ve inaktivasyonu ve proteinlerin enzimatik aktivitelerinin bastirilmasi ile
baglanmasi (proteaz inhibisyonu) gibi etkiler gosterirler. Bu indirgeyici faaliyetlerle,

kendileri okside olurlar. Tanenler meyve ve sebzelerin kabugunda yogunlasan diyetin
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onemli bilesenlerindendir. Diyette asir1 miktarda bulunan tanen, gastrointestinal
sistemdeki proteinler ile kompleksler olusturarak bitki temelli proteinlerin enzimatik
par¢alanmasini onler (Hassig ve ark., 1999). Bitki sekonder bilesiklerinin énemli bir
grubunu olusturan tanenler; hidrolize edilebilir tanenler (gallotanenler ve
ellagitanenler), kompleks tanenler ve kondense tanenler (KT) olarak 3’e ayrilirlar.
Gallotanenler (GTs) ve ellagitanenler (ET) kimyasal olarak hidrolize olabilen
tanenler (HT)’dir (Adamczyk ve ark.,, 2017; Khanbabaee ve van Ree, 2001).
Gallotanninler, bir polifenolik ve bir poliol kalintis1 igeren en basit hidrolize olabilen
tanendir. Ellagitanenler de en az iki galloil biriminin oksidatif baglanmasiyla
gallotanenlerden olusurlar. Ellagitanenler simdiye kadar bilinen tanenlerin kimyasal
yapt olarak en biiyiik grubunu olusturur (Khanbabaee ve van Ree, 2001).
Ellagitanenler 6zellikle nar meyvesinde bulunan biyoaktif polifenollerdir. Biitiin
meyveyi sikarak elde edilen nar suyu, yaygin olarak tiiketilen meyve suyundan daha
yilksek konsantrasyonda ET igerir. Ellagitanenler i¢inde ise bilinen en biiyiik

molekiil agirligina sahip polifenol grubu bilesigi punicalagindir (Heber, 2011) .

2.3.1. Punicalagin’in Kaynaklar

Punicalagin, baslica nar (Punica granatum) meyvesinin (Sekil 2.2) degisik
kisimlarinda bulunan ve narin biyoaktif etkilerinin ¢ogundan sorumlu bir
ellagitannindir. Nar kabugu, geleneksel Cin tibbinda antibakteriyel, anti-inflamatuar
ve hemostatik bir ajan olarak kullanilmistir (Lu ve ark., 2008). Bununla beraber
punicalagin Terminalia ve Combretum cinsleri de dahil olmak iizere Combretaceae
ailesinin tyelerinde de bulunmustur. Terminalia cinsinden; Terminalia catappa,
Terminalia oblongata ve Terminalia myriocarpa da bulunurken Combretum
cinsinden; Combretum molle’de bulunur. Ayrica Anogeissus Leiocarpus bitkisinde
de bulundugu bildirilmistir. Anogeissus Leiocarpus ve Terminalia catappa
bitkilerinin yapraklarinda bulunur (Anand ve ark., 2015; Gill ve ark., 2000; Heber,
2011;Waterman ve ark., 2015).

Punicalagin nar bitkisinde en fazla bulunan polifenoldiir (Lu ve ark., 2008).
Punicalagin P. ranatum, Terminallia mollis ve Terminallia brachystemma'dan da
Candida albicans'a kars1 antifungal etkili olarak tanimlanmistir (Foss ve ark., 2014).
Terminalia tiirleri gesitli hastaliklarin tedavisinde tropik ve subtropik bolgelerde

yaygin olarak kullanilmaktadir. Afrika'da Terminalia mollis ishal, gonore, sitma ve
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HIV tedavisinde yardimci ilag olarak kullanilmaktadir, T. brachystemma da

sistozomiyaz ve gastrointestinal bozukluklarin tedavisinde kullanilan bir ilagtir (Liu
ve ark., 2009).

Sekil 2.2. Nar meyvesi (A), nar kabugu tozu (B), nar tanesi (C), kurutulmus nar
kabugu (D) (Ismail ve ark., 2012).

Punicalaginin nar kabugundaki seviyesi, yetistigi bolgeye bagli olarak
farklilhik gosterirken, isleme ve depolama kosullari da kabuktaki punicalagin
miktarin1 etkiler (Lu ve ark., 2008; Gomez-Caravaca ve ark., 2013). Nar suyunda
yiiksek oranda bulunan punicalagin ticari meyve sularinda biitiin nar meyvesinin
preslenmesiyle meyve suyuna gecer ve 2 g/L diizeyine kadar ulasir (Adams ve ark.,
2006; Gill ve ark., 2000). Narin preslenmesi ile elde edilen nar suyunun antioksidan
aktivitesinin % 92 sinin nar kabugunda bulunan ve hidrolize olabilen tanenlerden
kaynaklandigi bildirilmistir (Tzulker ve ark., 2007).

Punicalagin nar kabugunun haricinde nar suyundan ve aga¢ kisminin kok ve
kabuk kismindan izole edilmistir. Nar bitkisinde bulunan meyve, kabuk, septa gibi
bitki kisimlarindan elde edilen ekstreler antioksidan 6zellik gosterir. Nar suyunun bu

giiclii antioksidan aktivitesinin %50’sinden daha fazlasi punicalaginden kaynaklanir
(Adams ve ark., 2006; Bell ve ark., 2008).
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Bir bardak nar suyu (200 mL) yaklasik 1g, ahududu piiresi (100 g ahududan
elde edilen) yaklasik 300 mg, 1 adet cilek 70 mg ve 4 adet ceviz yaklasik 400 mg

ellagitanen saglayabilir (Larossa ve ark., 2010).

2.3.2. Kimyasal Yap1 ve Fiziksel Ozellikleri

Punicalagin, 6zellikle nar kabugunda bulunur ve nar kabugana sar1 rengini
verir. Isleme esnasinda meyve suyuna gecer ve ellagik asite hidrolize olabilir.
Punicalagin, bir polifenolik bilesik olarak oldukg¢a biiyiik bir molekiiler yapiya
sahiptir (Cerda ve ark., 2003; Heber, 2011).

Yapisal olarak, punicalagin, bir gallagik asit kism1 ve glikoza bagl bir elagik
asit kismindan olusur (Sekil 2.3). Punicalaginin yapist 2 reversibl anomer formunda

bulunur. Bunlar punicalagin A ve punicalagin B’dir (Doig ve ark., 1990).

Punicalagin (m/z=1083)
e g
O

OR3
R1=-H, R2= -OH, R3= -H (m/z=227)
Dihydroxy-6H-dibenzo[b,d]pyran-6-one
R1 =-H, R2=-OH,
R3=Glucuronic acid (m/z=405)

R1=-OH, R2 = -OH, R3= -H (m/z=243)
Tnihydroxy-6H-dibenzo[b.d]pyran-6-one

HO
Gallagic acid (miz=601)

Punicalin (m/z=781)

Sekil 2. 3. Punicalagin’in kimyasal yapisi ve metabolitleri (Cerda ve ark., 2003).

Punicalaginin molekiiler formiilii CsgH23030, molekiiler agirligt 1084.722
g/mol’diir. Sar1 toz halinde bulunur. Metanolde, 5 mg / mL berrak bir ¢ozelti
olusturur (Sohrab ve ark., 2014). Punicalagin yiiksek antioksidan etkisinden sorumlu

16 ayrisabilir -OH grubuna sahiptir (Shin ve ark., 2017).

Punicalagin A ve B formlari, 2,3- (S) -heksahidroksidifenil-4, 6-(S,S)-
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gallagil-d-glikozun polifenolik hidrolize olabilen tanenleri ve izomerleridir. Suda
cozlinebilen punicalagin, normal fizyolojik kosullar altinda ince bagirsakta
polifenolik bilesikler halinde hidrolize olur. Hidroliz sonrasinda gallik asit ve ellagik

asit salmir (Larossa ve ark., 2010; Lei ve ark., 2007).

2.3.3. Farmakokinetik

Ellagitanenler genel olarak iyi emilmezler. Asidik kosullar (HCI, pH 1.8-2.0)
ve mide enzimleri ellagitaneni hidrolize etmez. Midenin serbest ellagik asit emilimi
icin ilk 6nemli yer oldugu diisiiniilmektedir (Larossa ve ark., 2010). Ellagitanenler
bagirsakta ellagik asiti serbest birakarak biiyilkk oranda bakteriler tarafindan
metabolize edilerek dibenzopiranonlara (iirolitinlere) dontisiir (Heber, 2011).
Mikrobiyal transformasyon ince bagirsaklarda anaerobik bakteriler araciligiyla
baglar, daha sonra hidroksil gruplarinin irolitin A (3,8- dihydroxydibenzopyran-6-
one) ve tlirolitin B (monohydroxydibendopyran-6-one)‘ye ayrilmasiyla kolonun distal
kisimlarinda tekrar biyotransformasyona ugrar. Bunun yaninda tirolitin C ve D olmak
tizere ii¢ ve dort fenolik hidroksi gruplara sahip lriinler ince bagirsaklarda bulunur
(Sekil 2.4-2.5). Emilen metabolitler glukuronik asit ile konjuge edilip daha sonra bir
metil grup eklenerek atilir. Bu konjugatlar idrar veya safradan atilmadan once
karacigerde metabolize olur (Espin ve ark., 2007). Urolitin A ve B konjugatlari
plazma ve idrarda tespit edilen ana metabolitlerdir. Ellagitaninlerin mikrobiyal
transformasyon sonucu olusan metabolitleri daha sonra faz [ (hidroksilasyon)
ve/veya faz Il (metilasyon, glukuronidasyon ve siilfasyon) enzimleri ile metabolize
edilip idrarla daha kolay atilabilen ve suda ¢6ziinebilir bilesikler haline doniistiiriiliir.
Mikrofloranin transformasyon {iriinleri olan {irolitin metabolitleri potansiyel endokrin
bozucu molekiillerdir. Bunlar enterofitodstrojen olarak tarif edilen iirlinlere benzer ve
potansiyel Ostrojenik ve antiostrojenik etkilere sahip olabilir (Aqgil ve ark., 2011;
Cerda ve ark., 2003; Larossa ve ark., 2010; Quideau, 2009). Yapilan bir ¢calismada
punicalaginin farmakokinetik incelemesinde biyotransformasyon tepkimesinde rol
alan siilfat konjugasyosununu inhibe ettigi dolayisiyla diger ilaglarla birlikte
kullanilirken bu ilaglarin biyoyararlanimmi degistirebilecegi rapor edilmistir

(Saruwatari ve ark., 2008).
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Sekil 2.4. Urolitin A, Urolitin B, Urolitin C ve Urolitin D’nin kimyasal yapisi
(Larossa ve ark., 2010).

Punicalagin hem ratlarda hem de insanlarda diisiik oranda bir biyoyararlanima
sahiptir. Punicalaginin diisiik biyoyararlanimi biiyiik molekiiler yapida olmasi ve lipit
su partisyon katsayisinin diigilk olmasindan kaynaklanir. Bu durum punicalaginin
gastrointestinal sistemden emilimini sinirlandirir.  Ayrica, punicalagin saglikli
insanlarin kolonik mikrofloralar1 tarafindan metabolize edildiginde biyoyararlanimi
artarken, nispeten zayif antioksidan formu olan oksijen- 6-hidroksibenzopiran-6-one

tiirevlerine metabolize olurlar (Vora ve ark., 2015).

Punicalagin igeren diyetle beslenen ratlarda punicalagin saf halde %3-6
oraninda idrar ve digskida 37 giin boyunca tespit edilmistir. Alinan punicalaginin
biiyiik ¢ogunlugu ellagik asit tiirevleri metaboliti 6H-dibenzo- [b,d]pyran-6-one
seklinde atilir. Plazmada punicalagin direkt olarak tespit edildigi gibi ayrica elagik
asidin metil eter tiirevlerinin glukuronidleri seklinde de tespit edilmistir. Diskida,
punicalagin sican mikroflorasi tarafindan hidroliz iiriinlerine ve kismen metabolitleri
olan 6H-dibenzo- [b, d] piran-6-on tiirevlerine doniistiiriiliir. Idrarda gdzlenen temel
metabolitler, aglycones veya glukuronid olarak 6H-dibenzo [b, d] piran 6-one

tiirevleri seklinde bildirilmistir (Cerda ve ark., 2003).
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Sekil 2.5. Ellagitanenlerin ince ve kalin bagirsakta mikrobiyal biyotransformasyon
sonucu olusan metabolitleri (Lipinska ve ark., 2014).

2.3.4. Radikal Siipiiriicii ve Antioksidan EtKi

Punicalagin’in antioksidan etkilerini bildiren bir¢ok ¢alisma mevcuttur.
Punicalaginin antioksidan etkisini bildiren calismalar genellikle nar meyvesinin
cesitli kismlarindan elde edilen ekstrelerin calisilmasiyla ortaya konulmustur.
Punicalaginin sahip oldugu antioksidan kapasite, yapisindaki hidroksil (OH)
gruplarindan kaynaklanmaktadir (Kulkarni ve ark., 2007).

Punicalagin, siiperoksit anyonu, singlet oksijeni ve hidroksil radikal
temizleme aktivitesine ve lipit peroksidasyonunu inhibe edici aktiviteye sahip olan

giliclii bir serbest radikal siipiiriiciidiir (Vora ve ark., 2015).
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DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radikal siipiiriicii aktivite testi standart
olarak farkli polifenollerin serbest radikal siiplirme etkinligini Olgmek igin
kullanilmaktadir. Yapilan g¢alismalarda punicalaginin doza bagli olarak giiclii bir
DPPH radikal stipiiriicii aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Bu radikali inhibe
etme yiizdesi 0.05, 0.1 ve 0.15 mg/ml konsantrasyonlarda sirasiyla %12.5 %23.9 ve
%30.8 olarak tespit edilmistir. Bu oranda radikal siipiiriicii etki BHT= butylated
hydroxytoluene (sentetik antioksidan)’ye es deger bulunurken, trolox (dogal
antioksidan) ile karsilastirildiginda bir miktar diisiik oldugu tespit edilmistir. Radikal
stiptirticii etki, (DPPH" radikalinin non-radikal formu olan DPPH-H formuna
doniistimii) punicalaginin DPPH" radikaline bir hidrojen atomu vererek DPPH-H’e
indirgemesiyle gercgeklestirir. Punicalaginin serbest radikal siiplirme aktivitesi,
serbest radikallere bir elektron vererek bu radikalleri nispeten daha kararli bilesiklere
doniistiirmesiyle ortaya cikar (Lei ve ark., 2007). Hidrojen peroksit (H2O>) siipiiriicii
aktivitesi bakimindan incelendiginde punicalaginde bulunan fenolik gruplarin varlig
H,O,’e bir elektron vererek bu radikali H,O’ya doniistirme esasina dayanir.
Punicalaginin 0.05, 0.1 ve 0.15 mg/ml konsantrasyonlarda sirasiyla H,O; yi slipiirme
yiizdesi %11, %17 ve %18 olarak bulunmustur. Bu sonuglar gostermektedir ki doza
bagli olarak punicalaginin H,O5’i siipiiriicii etkisi artmaktadir. Punicalaginin H,O,’1
siptiriicii etkisi BHT ile karsilastirildiginda daha yiiksek bulunurken trolox ile
karsilastirildiginda ise herhangi bir istatistiki fark bulunamamistir. Ferr6z demir
(Fe+2) H,0, ile selat olusturarak daha etkin olan HO (hemoksijenaz)’in ortaya
¢ikmasina neden olur. Fe*? degerli demir 1yonu hiicrede yiiksek derecede reaktif bir
iyon olup fenton reaksiyonu ile serbest radikal olusumunu indiikleyebilir. Reaksiyon
sonucu olusan *OH radikali hiicrede lipid peroksidasyonuna sebep olabilir.
Punicalaginin ferroz (Fe'*?) selasyon yapici etkisi incelendiginde yapisinda bulunan
fenolik bilesiklerdeki hidroksil gruplarin varhgna bagh olarak Fe*? ve Cu*? gibi
metal iyonlarin1 baglayarak serbest radikal olusumunu 6nler. Antioksidan aktivitenin
Olglimiinde kullanilan indirgeme giicii testi (reducing power assay) biyoaktif bir
bilesigin elektron verebilme kapasitesini Ol¢en testtir. Bu test ferik demir (Fe+3)’in
Fe*? tiyosiyanat formuna indirgenmesini 6lger. Punicalagin indirgeme giicii testinde
Fe"*>Fe™ doza bagl olarak artan bir sekilde indirgeme yetenegine sahip oldugu
gosterilmistir. Her bir punicalagin molekiiliiniin 16 adet fenolik hidroksil grubu
tagimas1 punicalaginin yiiksek indirgeme kabiliyetini gosterir (Alogbi ve ark., 2016;

Sun ve ark., 2017).
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Lin ve arkadaglar1 (2001), asetominofen ile indiiklenmis karaciger hasariyla
ilgili bir calismada, Asetominofen uygulamasinin ardindan serum AST ve ALT
diizeylerinde artis goriilmistiir. Punicala ve Punicalagin uygulamasiyla ALT ve AST
degerlerinin distiigii kaydedilmistir. Hasarin 6nlenmesinde punicalaginin antioksidan

etkisinin rol aldig1 bildirilmistir.

Aqil ve ark. (2012), akciger dokusunda tespit ettikleri viicudun kendi tirettigi
giiclii antioksidanlardan biri olan glutatyon diizeyini yem ile verilen punicalaginin,

belirgin olarak arttirdigini bildirmislerdir.

Punicalagin'in insan trofoblastlarinda anti-apoptoz ve anti-oksidatif etkileri
oldugu bildirilmigtir. Oksidatif strese duyarli hale gelen villus hiicrelerinin
punicalagin ile maruziyeti sonucu proliferasyon ile sitotrofoblastlarin arttigi
goriilmistlir. Punicalaginin trofoblast farklilagsmasimi arttirdigini ve plasental
fonksiyon bozuklugu riski tasiyan gebeliklerde punicalaginin terapdtik olarak
kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir. Punicalaginin gelismis otofaji, azalmis apoptoz
ve diferansiyel gen ekspresyonu ile trofoblastlar1 ve embriyolar1 oksidatif stresten
korudugunu bildirmislerdir (Chen ve ark., 2016; Chen ve ark., 2012).

2.3.5. Antikarsinojenik Etkisi

Nar iriinleri igerisinde bulunan ellagitanenler o6zellikle punicalagin son
yillarda giiglii antitiimorijenik aktiviteleri ile one ¢ikan biyoaktif molekiiller olarak
rapor edilmistir. Punicalagin akciger, gogiis, prostat ve servikal hiicrelerde giiclii bir
anti-kanser aktivitesi sergiledigi bilinmektedir. Narmn polifenol fraksiyonu bir dizi
kanser hiicre hattinda antiproliferatif ve proapoptotik etkilere sahiptir.
Karsinogenezisin olusumuna aracilik eden vaskiiler endotelyal biiylime faktorii,
insiilin benzeri biiylime faktorleri ve sitokin ile uyarilmis NF-kB gibi cesitli
mediyatorler in vitro olarak narin iginde bulunan ellagitanen ve punicalagin

tarafindan engellenmektedir (Lei ve ark., 2007; Vlachojannis ve ark., 2015).

Adaramoye ve ark. (2017), punicalaginin prostat kanser modeli olan Pca hatti
hiicrelerinde apoptozis indiiksiyonu ve antianjiojenik etki ile antiproliferatif etkinlik
gosterdigini bildirmistir. Punicalagin’in konsantrasyona bagli olarak DPPH radikalini

stipiirdiiglinii ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettigini gostermistir.
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Nar suyunda bulunan polifenoller arasinda, punicalagin, daha 6nce bildirildigi
gibi, nar suyunun gozlemlenen antioksidan Ozelliklerine biiylik Ol¢lide katkida
bulunan en giiclii antioksidan bilesen oldugunu rapor etmislerdir (Seeram ve ark.,
2005). Ayrica, punicalagin, prostat kanser hiicre hatti PC-3 ve LNCaP'da hiicre
canliligimi inhibe ederken normal prostat hiicre hattt olan BPH-1'deki canlilig1
etkilemedigini gostermislerdir. Punicalagin prostat kanser modelinde normal
hiicreleri etkilemezken secici olarak kanser hiicrelerinin canliligini 6nlemektedir

(Adaramoye ve ark., 2017).

Punicalagin, ¢esitli tiimor tiplerinde etkili bir anti kanser ajan olarak
bilinmektedir. Punicalaginin, apoptozun indiiklenmesi yoluyla prostat kanseri ve
kiicik hiicreli olmayan akciger kanserinde hiicre biiylimesini engelledigi
gosterilmistir. Ayrica, son zamanlarda punicalaginin papiller tiroid karsinomu hiicre
hattinda (BCPAP) apoptozdan bagimsiz olarak otofajik hiicre 6liimiine neden oldugu
bildirilmistir. Punicalagin'in BCPAP hiicrelerinde DNA hasarin1 indiikledigi
gosterilmistir (Yao ve ark., 2017).

Punicalagin, kolon kanser hiicre hatti olan Caco-2 hiicrelerinde hiicre
dongiisiinii S evresinde durdurdugu ve hiicre apoptozunu indiikledigi buna karsin
punicalaginin normal kolon hiicre hattinda (CCD-112CoN) bu etkilerin goriilmedigi
bildirilmistir (Larossa ve ark., 2006).

Seeram ve ark. (2005), nar suyu, nardan ekstrakte edilen punicalagin, ellagik
asit ve total nar tanenleri ile yaptiklar1 karsilastirmali bir ¢calismada insan oral, prostat
ve kolon tiimor hiicrelerinde canli hiicre sayisini azalttigini tespit etmislerdir.
Bununla birlikte, saf nar suyu ile daha istlin etkinlik elde edildigi bildirilmistir.
Benzer sekilde, nar suyu, punicalagin, ellagitanenler ve toplam nar tanenleri HT-29

(kolon kanser hiicre hatt1) hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ortaya konulmustur.

Aqil ve ark. (2012), punicalaginin akciger kanseri, meme kanseri ve serviks
kanseri hiicrelerinde ve hiicre hatlarinda doza bagimli bir sekilde hiicre iiremesini
engelledigini bildirmistir. Akciger kanseri hiicrelerinin punicalagine en duyarl
hiicreler oldugunu servikal kanser hiicre serisinin ise en direngli hiicreler oldugunu

gozlemlemislerdir. Punicalagin dogrudan DNA ile etkilesime girmese de, hidroliz
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iriini ellagik asitin DNA ile kovalent bag yaparak oksidatif hasardan korudugu

gosterilmistir.

Diger bir ¢alismada Aqil ve ark. (2012) punicalaginin Benzo [ a ] piren (BP)
uygulanmis ratlarin akciger dokusunda BP’nin metabolizmasinda rol alan baslica
enzimler olan CYP1A1, CYP1A2, CYPIBI ve GSTM (glutatyon S transferaz p)'nin
ekspresyonunun inhibisyonuyla DNA adiiktlerini inhibe ettigini bildirmistir.
Uygulama yolu farketmeksizin punicalagin uygulamasinin CYP1A1 ekspresyonunda
%20-30 azalma oldugunu tespit etmislerdir. Punicalagin BP tarafindan indiiklenen
DNA adiiktleri P450 enzim aktivitesini veya faz Il enzimlerini inhibe ederek veya
alternatif olarak da benzo[a]pyrene-7,8-diol-9,10-epoxide (anti-BPDE) ile direkt
konjugasyon yoluyla inhibe etmektedir.

2.3.6. Diger etkileri

Punicalagin, Entamoeba histolytica ve Giardia lamblia’ ya Kkarsi
antiplazmodiyal aktiviteye (Foss ve ark., 2014), bagirsak florasindaki Escherichia
coli, Salmonella spp., Shigella spp. ve bunlarin yani sira Vibrio cholerae gibi enterik
patojenlere kars1 antibakteriyel aktivitelere sahiptir (Ismail ve ark., 2012). Ayrica
punicalaginin patojenik Klostridia, Staphyloccocus aureus gelisimini inhibe ettigi
(Bialonska ve ark., 2009) ve dis ¢iiriiklerine neden olan Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis gibi karyojenik bakteriler iizerinde inhibe edici etkisinin
oldugu bildirilmistir (Millo ve ark., 2017).

Nar ekstresinin, noroviriis, influenza virtisii, HIV-1 ve poksviriislere karsi
antiviral etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Seeram ve ark., 2005). Punicalagin,
onemli bir sitotoksik etki gostermeden pM  konsantrasyonlarda insan
sitomegalovirlisi (HCMV), hepatit C viriisii (HCV), dang viriisiit (DENV), kizamik
viriisii (MV) ve solunum sinsityal viriisii (RSV) ile olusturulan enfeksiyonlar1 yok

etmede etkili bulunmustur (Lin ve ark., 2013).

Nar kabugu ekstrakti ve ¢inko siilfat (ZnSO4) kombinasyonunun Herpes
simplexvirus-1 (HSV-1), Herpes simplex virus-2 (HSV-2) ve aciclovir-resistant
HSV-1 viruslarina kars1 giiclii antiviral etkinlik gosterdigini bildirmistir (Houston ve

ark., 2017).
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Punicalaginin enteroviriis 71 tizerindeki antiviral etkisini arastirilmis ve
punicalaginin rabdomiyosarkom hiicrelerinde enterovirus 71 virusiinii doza bagimli

olarak inhibe ettigi tespit edilmistir (Yang ve ark., 2012).

Punicalaginin hiicre yiizeyi glikozaminoglikanlari ile herpes simplex 1 virusu
glikoproteinleri arasindaki etkilesimi bloke ederek herpes simplex 1 virusunun hiicre

icine girigini ve yayilmasini engelledigi gézlemlenmistir (Lin ve ark., 2011).

Punicalagin, fitopatojenik funguslara karsi aktiftir. Foss ve ark (2014) nar
kabugunun ekstresi ve punicalaginin, Trichophyton rubrum’a ve Microsporum'a

kars1 yliksek derecede antifungal aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Liu ve ark. (2009), Punicalaginin Candida parapsilosis ve Candida
krusei'ye (MIC = 6.25 pg / mL) kars1 ve C. albicans'a (MIC = 12.5 pg / mL) kars1
cok yiiksek antifungal aktivite gdsterdigini bildirmistir.

Punicalagin, timor nekroz faktér o (TNF-a), interlokin 6 (IL-6) gibi
inflamatuar genlerin transkripsiyonunda azalmaya neden olur. Ayrica yapilan bir
calismada pro-inflamatuar molekiillerin ekspresyonunu diizenleyen faktorleri inhibe

ederek inflamasyonu engelledigi bildirilmistir (Patel ve ark., 2008).

Punicalagin, antioksidan etkisinden 6tiirii LDL oksidasyonunu inhibe etme ve
boylece arteriyel kopiik hiicre seviyelerinin belirgin bir azalmasi ile aterosklerozun

ilerlemesini geciktirme veya durdurma potansiyeline sahiptir (Ismail ve ark., 2012).

Ratlarda asetaminofen ve karbon tetrakloriir ile olusturulan karaciger hasarina

kars1 punicalaginin koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Lin ve ark., 1998).

Siklofosfamid ile karaciger hasar1 olusturulan ratlarda punicalaginin karaciger
koruyucu etkisi arastirllmigtir. Punicalagin, siklofosfamid uygulamasiyla ayni
giinden baglanarak, 7 giin boyunca 15 ve 30 mg/kg/giin olarak iki doz halinde
verilmigstir. Punicalagin, AST, NF-kB, p65, TNF-o, IL-1B, malondialdehit, nitrik
oksit, Bax/Bcl-2 orani, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve kaspaz 3 ve 9’un gibi
parametrelerde goriilen artiglari doza bagl olarak azalttigr bildirilmistir (Fouad ve

ark., 2016).
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Fareler iizerinde yapilan bir calismada, farelere baslangigta Salmonella
enterica subsp. enterica serovar typhimurium (S. typhimurium) verilmis ve sonra da
punicalagin ile tedavi edilmigstir. Enfeksiyondan 8 giin sonra, farelerin dokulardaki
patojen sayilari, hematolojik parametreleri, sitokin seviyeleri ve histolojik
degisiklikleri incelenmistir. Sadece S. typhimurium ile enfekte olan farelerle
karsilagtirildiginda, punicalagin ile tedavi edilen farelerin daha fazla gida tiiketimi ve
daha az kilo kayb1 oldugu gozlemlenmistir. Karacigerdeki TNF-a, IL-6, IL-10 ve
IFN-y diizeylerinin punicalagin ile azaltildigini rapor etmislerdir. Punicalagin ile
tedavi edilen farelerde daha fazla nétrofil ve daha yiiksek notrofil-mononiikleer hiicre
oranlar1 gozlemlenmistir. Histolojik incelemede karacigerdeki ve dalaktaki hemorajik

nekrozlu hiicreleri punicalaginin korudugu goértilmistiir (Li ve ark., 2015).

Tip 1l diabetli hastalarda yapilan bir ¢alismada 1561 mg/l punicalagin igeren
nar suyunun tiiketimi sonrasi diyabetik parametrelere bakilmistir. Diyabetik
hastalarda kan Hb Alc diizeyinin kontrol gruplarina gore %59 oraninda azaldigi
tespit edilmistir (Rosenblat ve ark., 2006). Punicalagin hipertansif ve tip 2 diyabetli
hastalarda lipid peroksidasyonunu, sistolik kan basincini ve serum anjiyotensin

doniistiiriicii enzim aktivitesini diisiirmektedir (Basu ve Penugonda., 2009 ).

Punicalagin, lipopolisakkarit kaynakli ndroinflamasyon ve amiloidogenezi
azaltan etkisiyle Alzheimer Hastaligmmin tedavisinde kullanilabilecek bir adaydir.
Noroinflamasyon ve amiloidogenez (anormal proteinin birikmesi) Alzheimer
hastaliginin baglica semptomlaridir. Punicalagin, NF-kB’ye dogrudan baglanarak
aktivasyonunu inhibe eder. Hiicrede bulunan NF-kB’nin aktivasyonu iltthaplanma ve
amiloidogenez yolaklarini indiikleyebildiginden punicalagin Alzehimer Hastaliginin

tedavisinde kullanilabilecek bir fitokimyasaldir (Kim ve ark., 2017).

Oral olarak etanol ile muamele edilen ratlarda punicalaginin gastroprotektif
ozelliginin incelendigi bir ¢alismada punicalagin etanol ile indiiklenen serbest radikal
olusumundaki artis1 ve antioksidan aktivitede goriilen azalmayr Onlemistir.
Punicalagin TNF-a gen ekspresyonu ve inflamatuar sitokinlerden olan TNF-a, IL-1,
IFNy mukozal seviyelerinde diisiise yol agarken IL10’un mukozal diizeyini
artirmigtir. Punicalagin etanol kaynakli mide iilseri lizerindeki gastroprotektif etkisi

nitrik oksit ve miisin igeriginin yenilenmesinin yani sira, mukozal oksidatif stresin ve

26



inflamasyonun NF«B yolaginin baskilanmasiyla olustugu tespit edilmistir (Katary ve

Salahuddin, 2017).

2.3.7. Toksisite

Punicalaginin, olasi toksik etkileri farkli calismalarda incelenmistir. Ratlar
tizerinde yapilan bir ¢alismada diyetlerinde ortalama % 6 punicalagin bulunacak
sekilde 37 giin boyunca beslenmislerdir. Punicalagin ile bes hafta tekrarlanan oral

uygulamalarin sonucunda ratlar i¢in toksik olmadigini belirlenmistir (Cerda ve ark.,

2003) .

% 30 punicalagin iceren 600 mg/kg nar ekstraktinin etkilerinin arastirildig
diger bir ¢alismada, nar ekstresinden 180 mg/kg/giin punicalagin alim1 olacak sekilde
verilmistir. Nar ekstraktinin oral gavaj uygulamasini takiben elde edilen bulgular, nar

ekstraktt uygulamasinin herhangi bir yan etki olusturmadigi gostermistir (Patel ve

ark., 2008).

Gebelikte nar suyunun giivenligi konusunda kontrollii bir ¢alisma
bulunmamakla birlikte, gebe olmayan insan galigmalarinda 1.400 mg'a kadar nar

polifenolii 6zleri giivenli olarak tanimlanmistir (Khateeb ve ark., 2010).

Punicalagin'in sitotoksisitesini belirlemek igin, bir c¢alismada Mel-Ab
hiicreleri 24 saat boyunca punicalagin ile inkiibe edilmistir. Hiicre canliligi, kristal
mor renkli tahlil kullanilarak 6l¢iilmiis ve punicalaginin Mel-Ab hiicreleri iizerinde

sitotoksik etkisinin olmadigi rapor edilmistir (Shin ve ark., 2017).

Yapilan caligmalarda ratlar tarafindan tekrarlanan punicalagin tiiketiminden
sonra toksik etkilere rastlanmamis ve organlarda histopatolojik analizler yapilarak
teyit edilmistir. Akut veya subkronik yaklasimdaki nar suyu uygulamasi sicanlarda
olumsuz etkilere neden olmamistir (Viladomiu ve ark., 2013). Wistar 1rki ratlarda
yapilan subkronik bir ¢alismada, gavaj yolu ile sirasiyla 60, 240 ve 600 mg/kg
dozlarinda 90 giin boyunca nar ekstresi uygulanmistir. Ekstraktin uygulanmasi,
klinik gozlemlerde viicut agirligi artisinda, yem tiikketiminde, klinik patoloji
degerlendirmelerinde ve organ agirliklarinda toksikolojik bir degisiklige neden

olamdig1 kaydedilmistir. Ayni caligmada nar ekstraktinin subkronik oral LDsg
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dozunun sican ve farelerde viicut agirligt basina 5 g/kg oldugu bildirilmistir.
Intraperitonal LDsy dozu siganlar ve fareler igin sirasiyla 217 mg/kg ve 187 mg/k
olarak belirlenmistir. Boylelikle saglikli bir insan i¢in risk tagimayan nar suyunun

tilketebilecegi gosterilmistir (Patel ve ark., 2008).

Nar ¢ekirdegi yagi ile yapilan akut oral toksisite ¢alismasinda 2000mg/kg
dozda herhangi bir etki olusturmadigi gozlenmistir. 0, 10.000, 50.000 ve 150.000
ppm dozlarinda diyetle alinan nar cekirdegi yagi 28 giin boyunca Wistar ratlara
diyetle verildiginde sadece 150.000 ppm doz grubunda serum AST ve ALT
enzimlerinde ve karaciger/viicut agirligi oraninda artis gozlenmistir. NOEL seviyesi
50.000 ppm yani 4.3g olarak belirlenmistir (Meert ve ark., 2009). Punicalagin ile
yapilan yukarida bahsettigimiz calismalarda agik bir sekilde goriilmektedir ki
punicalagin biyolojik olarak oldukg¢a aktif bir madde olup farmakolojik acidan
cisplatin benzeri ilaclarin olusturdugu toksik ve yan etkileri Onleyebilecek
potansiyele sahip bir fitokimyasal molekiildiir. Bu ¢alismada farelerde cisplatin ile
deneysel olarak olusturulan nefrotoksisite iizerine punicalaginin koruyucu ve yararl

etkileri, biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. GEREC
3.1.1. Hayvan Materyali

Arastirmada hayvan materyali olarak kullanilan fareler Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma

Laboratuvari’ndan temin edildi ve deneysel uygulamalar ayn1 yerde gergeklestirildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Tekkim 201790.01000),
Formaldehit (Merck 103999),

Punicalagin (TRC Canada >%95)

Cisplatin (Sigma >%95)

Fosfat tamponu

Isofluran (Adeka),

Serum fizyolojik (Polifarma)

Total Antioksidan Status kiti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye)
Totatl Oksidan Status Kiti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye)

3.1.3. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Analitik terazi (Shimadzu AY-220)
Hassas terazi (BX 4200H),
Homojenizator (IKA),

Isik Mikroskobu (Olympus CX21),
Kamera (Olymus DP26),

Magnetik karistirici (IKA-RH Basic 2),
Mikroplaka spektrofotometre (Biotek Epoch),
Mikrotom (Leica 2155 rotary),
Otoanalizor (gesanChem-200),
Ototeknikon (Leica ASP300S),

pH metre (Metrohm 704),

Sogutmali santrifiij (Eppendorf-5810R),
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Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)
Vorteks (Yellowline TTS2)
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3.2.YONTEM
3.2.1. Etik

Arastirma, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Rektorliigi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 19/07/2018 tarihli toplantisinda alinan 370 sayili

karar dogrultusunda gergeklestirildi.

3.2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney Protokolii

Hayvanlar 12 saat 1s1k/karanlik siklusu ayarlanabilir odalarda % 60-80 nem
ve 21-23 °C 1sida bakildi. Tiim hayvanlara ad libitum pelet yem ve su verildi.
Deneme siiresi boyunca hayvanlara % 24 ham protein, % 6.19 ham seliiloz ve 3.100

kcal/kg metabolik enerji iceren fare pelet yemi kullanildi.

Tez arastirma konusunun uygulanmasi i¢in 32 adet 8 haftalik BALB/c 1rki
disi/erkek fare Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin
edilerek her grupta 8 adet fare olmak lizere 4 gruba ayrildi (Tablo 3.1). Grup 1
kontrol grubu olarak ayrildi ve 3 giin boyunca salin soliisyonu intraperitoneal (i.p.)
olarak verildi. Grup 2 deki farelere punicalagin 3 giin boyunca 15 mg/kg, i.p. olarak
uygulandi. Grup 3’deki farelere tek doz cisplatin 20 mg/kg dozunda i.p. olarak
uygulandi. Grup 4 deki farelere Cisplatin (20 mg/kg dozunda i.p. ) tek doz olarak
verildi. Cisplatin uygulamasindan 1 saat 6nce 15 mg/kg dozda punicalagin
uygulandi. Daha sonra 2 giin daha punicalagin ayn1 dozda uygulanarak toplamda 3
doz olacak sekilde verildi. Tiim gruplar, cisplatin uygulamasini takiben 72 saat sonra
kan Ornekleri alinip izofloran anestezisi altinda servikal dislokasyon yontemiyle
Otenazi edildi. Deneklerden alinan serum oOrneklerinde iire kreatinin diizeyleri,
bobrek doku, total oksidant ve total antioksidant seviyeleri (TOS ve TAS) belirlendi.
Ayrica alinan bobrek orneklerinden histopatolojik olarak incelemeler i¢in

hemotoksilen-eosin boyama ile bobreklerde olusan degisiklikler degerlendirildi.
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Tablo 3.1. Arastirmadaki deney gruplarina verilen maddeler ve verildigi giinler (n: 8).

Deney Gruplar1  Verilen maddeler- Verildigi giinler

Kontrol %0.1’lik DMSO p.i (2ml/kg c.a./giin) — 3 giin

Cisplatin(Cis) 20 mg/kg/c.a/giin cisplatin tek doz p.i.-1. giin (fizyolojik NaCl
icinde)

Punicalagin(Pun) 15 mg/kg/c.a/giin punicalagin p.i (%0.1’lik DMSO)- 3 giin

Pun+Cis 15 mg/kg/c.a/giin punicalagin p.i.- 3 giin + 20 mg/kg/c.a/giin

cisplatin p.i.tek doz-1.giin

3.2.3. Orneklerin Toplanmasi

Caligma 4. giinde sonlandirildi, hayvanlarin tamami %2-3 oraninda izofluran
(inhalasyon) ile anesteziye alinarak kalpten kan alma islemi gerceklestirildi ve
hayvanlar anestezi altindayken servikal dislokasyon yontemi ile 6tenazi edildi. Kan,

karaciger ve bobrek 6rnekleri alindi.

3.2.4. Dokularin Homojenizasyonu

Hayvanlardan elde edilen bobrek oOrneklerinin agirliklart hassas terazi ile
ol¢iildii. Her bir farenin bobreginden 0.5 gr doku alindi. Bu dokulara agirliklariin 4
kat1 pH degeri 7.4 olan fosfat tamponu (m/v) eklendi. Daha sonra homojenizator ile
homejenizasyon islemi gerceklestirildi. Deney tiiplerine alindiktan sonra 4.000
devirde 10 dakika boyunca santrifiij cihazinda santrifiij islemi yapildi. Elde edilen
stipernatantlar  ependorf tiiplere mikropipet yardimiyla aktarildi.  bobrek
homojenatlarini antioksidan ve oksidan seviye analizlerinde kullanilmak iizere -20

°C’de saklandi.

3.2.5. Total Oksidan ve Antioksidan Seviyelerinin Tayini

Total antioksidan ve total oksidan statiisi ticari kit kullanilarak

spektrofotometrik olarak belirlendi (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye).
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3.2.5.1. Total Antioksidan Status (TAS) Analizi

TAS kiti ile toplam antioksidan durumu 6l¢iildi (Erel, 2004). Y 6ntem, renkli
2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-stilfonik asit) (ABTS) radikalin, 6rnekte bulunan
antioksidanlar tarafindan renksiz indirgenmis form olusmasina dayanir. Renkteki bu
degisim 660 nm'de absorbansda spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Metot, E vitamini

analogu Trolox ile kalibre edildi ve veriler mmol Trolox eq./L olarak ifade edildi.

3.2.5.2. Total Oksidan Status (TOS) Analizi

TOS kiti ile toplam oksidan durum 6lgiildii (Erel, 2005). Yontemin ana ilkesi
ornekteki oksidanlarin, selatore bagli ferrik demir iyonlarini ferroz demir iyonlarina
okside etmesidir. Asidik ortamda bu ferrik iyonlar, kromojen ile renkli kompleks
olusturdu. Spektrofotometrik olarak renk yogunlugu, 530 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
Deney, hidrojen peroksit (H,O,) ile kalibre edildi ve sonuglar umol H,0, eq./L
olarak ifade edildi.

3.2.5.3. Histopatoloji Yontemi

Calisma sonunda Otenazisi gerceklestirilen farelerden nekropsi sirasinda
almman karaciger ve bobrek ornekleri %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda
tespit edildi. Iki giin tespit edildikten sonra trimlenen doku pargalar: takip kasetlerine
alindi. Ardindan rutin doku takibine baglandi ve gece boyunca otomatik takip
cthazinda diisiik oranli alkollerden yiiksek oranli alkollere gecirilerek sulart alinan
dokular, daha sonra iki adet ksilolden gegirilerek yagi alinip sicak parafinden
gegirilerek doku bosluklarina parafin dolmasi saglandi. Rutin patolojik takip islemi
icin tam otomatik Leica ASP300S model ototeknikon kullanildi. Gece boyu takipte
tutulan dokular ertesi giin sabah parafine gomiilerek blokaj islemi yapildi. Bloklardan
4-5 saat sogutulmanin ardindan Leica 2155 rotary mikrotomda, 5 mikron kalinliginda
seri kesitler alindi. Histopatolojik inceleme i¢in kesitler normal lamlara ve
immunohistokimyasal inceleme i¢in polilizinli lamlara alindi. Bir gece oda 1sisinda
kurutulan kesitler ertesi giin boyamaya alindi. Normal lamlara alinan doku kesitleri
hematoksilen-eozin boyamasi i¢in 30’ar dakika siireyle 3 ayri ksilol serisinden
gecirilerek parafin tabakasi uzaklastirildi. Daha sonra sirasiyla %100, 96, 90, 80 ve

70’lik olmak tizere alkol serisinden gegirilerek dokulara su verildi. Ardindan dokular
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hematoksilenle (15 dakika) ve eozinle (3 dakika) boyandi. Boyama isleminin
ardindan sirasiyla %70, 80, 90, 96 ve 100’liik alkollerden gegirilerek dokularin suyu
alindi. Parlatmak i¢in ksilolden gecirilen dokularin iizerine entellan damlatilarak
lamel yapistirildi. Olympus CX21 model 151k mikroskobunda incelenen preparatlar
Olympus DP26 model kamera ile mikroskobik dijital fotograflar ¢ekilerek bilgisayar

ortamina aktarildi.

3.2.5.4. Immunohistokimyasal inceleme Yontemi

Doku kesitleri immunperoksidaz yontem igin polilizinli lamlara g¢ekilerek
hazirlan 3 ayr1 seri kesitte streptoavidin-biotin kompleks peroksidaz yontemi
uygulandi. Abcam (UK) firmasinin hazir kitlerinin kullanildigi incelemede, kesitler
TNF-a [Anti-TNF alpha antibody (ab6671), 1/100 diliisyon], NF-kB [Anti-NF-kB
p65 antibody (ab16502), 1/100 diliisyon] ve Bcl-2 [anti-Bcl-2 antibody (ab18210),
1/100 dilisyon] ile boyandi. Sekonder kit olarak EXPOSE Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB Detection IHC kit (ab80436) ve kromojen olarak DAB (3,3-
diaminobenzidine) (Abcam, UK) kullanildi. Bu amagcla ksilol serilerinden gecirilerek
deparafinize edilen kesitler, alkol serisinden gecirilerek rehidre edildikten sonra 10
dakika stire ile suda yikandi. Testin tiim asamalart nemli kamarada gerceklestirildi.
Bu asamadan sonra lamlar, dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini gidermek
amactyla metanolde hazirlanmis %3’lik hidrojen peroksit (H2O,) ile 20 dakika
inkiibe edildi. 10’ar dakika siireyle iki defa fosfat tamponlu soliisyonu (PBS, pH 7,2)
ile yikanan dokular, nonspesifik antijenik boyamalari 6nlemek icin 45 dakika
boyunca ticari normal kec¢i serumunda tutuldu. Daha sonra dokular yikama
yaptlmaksizin primer antikorlar1 ile kaplandi ve bir gece +4 °C’de inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin dokular ayni sekilde PBS ile yikandr akabinde 30 dakika siireyle
streptavidin ile muamele edildi. Bu asamadan sonra iki defa 10’ar dakika olmak
tizere PBS ile yikandi. Dokular 30 dakika boyunca biotinli serum ile inkiibe edilip
aym sekil ve siireyle yikandi. Yikama islemini takiben hazirlanmis olan DAB (3.3
diaminobenzidine tetrahydrochloride) substrati 15 dk siireyle uygulandiktan sonra
harris hematoksilen ile karsit boyama yapilarak islem sonlandirildi. Alkol
serilerinden gecirilen dokular dehidre edildikten sonra ksilolde seffaflagtirilip
yapistirict (Entellan- Merck) ile lamel kapatildi. Ayni sartlarda ayni prosediire
uyularak boyanan dokular 1sitk mikroskobunda (Olympus CX41) degerlendirildi.
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Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus
Corporation, Tokyo, Japan) kullanilarak mikrofotografi ve morfometrik inceleme

yapildi.

3.3. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin 6ncelikle parametrik olup olmadigi Kolmogrov-Smirnov
testi ile test edildi. Veriler parametrik bulundugu i¢in gruplar arasinda fark bulunup
bulunmadigr One-way ANOVA testi ile belirlendi. Gruplar arasinda fark oldugu ve
hangi gruplar arasinda fark oldugunu post-hoc test yardimiyla (Tukey Testi)
belirlendi. Bu amagla SPSS v.16 paket programi kullanildi. Bu veriler
ortalama+standart hata olarak gosterildi ve p<0,05 degeri anlamlilik degeri olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Deney Gruplarinda Serum Ure ve Kreatinin Seviyeleri

Deney sonunda elde edilen serum Orneklerinde {re seviyeleri
karsilastirildiginda cisplatin  grubundaki iire seviyesi kontrol, punicalagin ve
punicalagin+cisplatin gruplarinda elde edilen iire seviyelerine gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artis gosterdigi tespit edildi (p<0,05). Fakat punicalagin+cisplatin
iire seviyesi kontrol ve punicalagin gruplariyla karsilagtirildiginda yiiksek oldugu
goriildii. Diger taraftan punicalagintcisplatin grubunun iire Seviyesi cisplatin
grubundan diisiik olarak bulundu. Kontrol ve punicalagin gruplar1 arasindaki
karsilastirmalarda iire seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilemedi. (p>0,05). Gruplardaki serum iire seviyeleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Serum Orneklerinde kreatinin seviyeleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
cisplatin grubu, kontrol ve punicalagin grubuna gore anlaml sekilde artig gosterdigi
tespit edildi (p<0,05). Kontrol, punicalagin ve punicalagin+cisplatin gruplar ikili
olarak karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilemedi
(p>0,05). Cisplatin ve punicalagint+cisplatin gruplari arasinda kreatinin agisindan
degerlendirildiginde istatistiksel fark olmamasina ragmen punicalagintcisplatin
grubundaki kreatinin seviyeleri kontol ve punicalagin gruplariyla istatistiksel olarak
anlamli bir fark yine tespit ediledmedi. Gruplardaki serum Kkreatinin seviyeleri Tablo

4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Deney gruplarina gore serum Ure ve Kreatinin seviyeleri

Gruplar URE (mg/dl) KREATININ(mg/dl)
Kontrol 81,26+5,21° 0,65+0,01%
Punicalagin 90,82+6,27 2 0,61+0,02?
Cisplatin 325,17+31,16° 1,00+0,11°
Punicalagin+Cisplatin  216,91+40,50° 0,85+0,07%°

ab o Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugunu gostermektedir. Degerler aritmetik ortalama+standart hata
olarak verilmistir.
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4.2. Deney Gruplarinda Serum TAS Seviyeleri

Cisplatin grubu total antioksidan status (TAS) seviyesi kontrol grubuna gore
anlamli bir sekilde diisiis gosterirken punicalagin grubuyla kontrol grubu
karsilastirildiginda TAS seviyesinin punicalagin grubunda daha yiiksek oldugu tespit
edildi. Serum TAS seviyeleri incelendiginde kontrol ve punicalagin+cisplatin grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi gozlendi. Diger taraftan serum
TAS seviyesi cisplatin ve punicalagin+cisplatin gruplar1 karsilastirildiginda da
istatistiksel olarak bir fark goriilmedi. Gruplardaki serum TAS seviyeleri Tablo 4.2’

de verilmistir.

Tablo 4.2. Deney gruplarina gore serum Total Antioksidan Status (TAS) seviyeleri

Gruplar TAS (mmol Trolox eq./L)
Kontrol 0,96+0,09 °
Punicalagin 1,14+0,10 €
Cisplatin 0,32+0,05 ?
Punicalagin+Cisplatin 0,75+0,06

a b c Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugunu gostermektedir. Degerler aritmetik ortalama+standart hata
olarak verilmistir.

4.3. Deney Gruplarinda Serum TOS Seviyeleri

Serum ornekleriyle yapilan TOS analiz verileri cisplatin grubunun diger
gruplara (kontrol, punicalagin, punicalagin+cisplatin) gére anlamli olarak yiiksek
oldugunu gosterdi (p<0,05). Kontrol, punicalagin ve punicalagin+cisplatin gruplar
ikili olarak karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadigi

tespit edildi (p>0,05). Gruplardaki serum TOS seviyeleri Tablo 4.3’de verilmistir.
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Tablo 4.3. Deney gruplarina gore serum Total Oksidan Status (TOS) seviyeleri

Gruplar TOS (mmol Trolox eq./L)
Kontrol 12,37+2,16 °
Punicalagin 11,2743,45 2
Cisplatin 39,5343,83 °
Punicalagin+Cisplatin 16,69+3,96 2

ab ¢ Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark oldugunu gostermektedir. Degerler aritmetik ortalama+tstandart hata
olarak verilmistir.

4.4. Deney Gruplarinda Bobrek Doku TAS Seviyeleri

Bobrek dokularindan hazirlanan homejenatlar ile yapilan TAS analiz
seviyeleri karsilastirildiginda Cisplatin grubu kontrol grubuna goére anlamli bir
sekilde diisiis gosterirken punicalagin grubuyla kontrol grubu karsilastirildiginda
TAS seviyesinin punicalagin grubunda daha yiiksek oldugu tespit edildi. Bobrek
doku TAS seviyeleri incelendiginde kontrol ve punicalagin+cisplatin grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 gozlendi. Diger taraftan bobrek doku TAS
seviyesi cisplatin ve punicalagin+cisplatin gruplar1 karsilastirildiginda da istatistiksel
olarak bir fark goriilmedi. Gruplardaki bobrek doku TAS seviyeleri Tablo 4.4’de

verilmigtir.

Tablo 4.4. Deney gruplarina gore bobrek doku 6rneklerinde Total Antioksidan
Status (TAS)

Gruplar TAS (mmol Trolox eq./L)
Kontrol 2,37+0,27 °
Punicalagin 4,29+0,49 °
Cisplatin 0,99+0,22 @
Punicalagin+Cisplatin 1,98+0,27 &

abc Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugunu gostermektedir. Degerler aritmetik ortalama+standart hata
olarak verilmistir.
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4.5. Deney Gruplarinda Bobrek Doku TOS Seviyeleri

Bobrek dokusu total oksidan status (TOS) seviyesinde kontrol ve punicalagin

gruplar1 arasinda anlamli bir fark goriilmedi. Cisplatin grubunda tespit edilen TOS

seviyesi kontrol ve punicalagin gruplarma gore anlamli bir artis gosterdi.

Punicalagintcisplatin grubu bobrek dokusunda tespit edilen TOS seviyesi kontrol

grubunda elde edilenlerle ayni diizeyde bulundu. Punicalagin+cisplatin grubundaki a

bobrek doku TOS seviyesi yalnizca punicalagin verilen gruba gore anlamli bir

sekilde yiiksek tespit edildi. Gruplardaki bobrek doku TOS seviyeleri Tablo 4.5’de

verilmigtir.

Tablo 4.5. Deney gruplarina gére bobrek doku 6rneklerinde Total Oksidan Status
(TOS) seviyeleri

Gruplar TOS (mmol Trolox eq./L)
Kontrol 11,95+0,53
Punicalagin 9,65+0,76 2
Cisplatin 15,88+0,96 °
Punicalagin+Cisplatin 13,39+0,86 *°

abg Aynt siitunda farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugunu gostermektedir. Degerler aritmetik ortalama+standart hata
olarak verilmistir.
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4.6. Histopatolojik Bulgular

Bobreklerin histopatolojik incelemesinde kontrol grubundaki tiim bobreklerin
normal goriniim de olduklar1 gozlendi. Cisplatin grubunda siddetli hiperemi,
tubullerin limenlerinde proteinli siv1 birikimleri ve glomeruluslarda sklerozis dikkati
cekti. Punicalagin+cisplatin grubunda bulgularin 6nemli Ol¢lide azaldigr goriildii.

Punicalagin grubunda histopatolojik bulgu saptanmadi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. (A) Kontrol grubunda normal goriiniimde bobrek histolojisi, (B) Cisplatin
grubunda tubiil liimenlerinde proteinli sivi birikimi (oklar) ve glomeruluslarda
sklerozis (ok basi), (C) Punicalagin+cisplatin grubunda normal goriinim, (D)
Punicalagin grubunda mikroskobik olarak normal goriinimde bdbrek yapisi, HE,
Barlar=50pm.
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Karacigerlerin histopatolojik incelemesinde kontrol grubunda patolojik bir
bulgu saptanmazken cisplatin grubunda hiperemi ve o6dem dikkati ¢ekti. Bazi
hepatositlerde  piknozla  karakterize  tek  hiicre  nekrozlar1  gdzlendi.
punicalagin+cisplatin ve punicalagin gruplarinda karacigerlerde normal histoloji

saptand1 (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. (A) Kontrol grubundaki normal bir karacigerin goriiniimii, (B) Cisplatin
grubunda 6dem (ok) ve tek hiicre nekrozlart (ok basi), (C) Punicalagin+cisplatin
grubunda normal bir karaciger, (D) Punicalagin grubunda mikroskobik olarak normal
goriinlimde karaciger yapisi, HE, Barlar=50pm.
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4.7. Iimmunohistokimyasal bulgular
4.7.1. Bcl-2 Immunohistokimyasal bulgular

Bobreklerin  Bcl-2 ekspresyonlart incelendiginde kontrol ve punicalagin
gruplarinda negatif reaksiyon gozlenirken cisplatin grubunda hem tubul epitellerinde
hem de glomeruluslarda belirgin sekilde artmis immunoreaksiyon dikkati c¢ekti.
Punicalagin+cisplatin grubunda immun reaksiyonun cisplatin grubuna goére 6nemli
olglide azaldig gozlendi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Bcl-2 immunoreaksiyonu. (A) Kontrol grubundaki bobreklerde negatif
immunoreaksiyon, (B) Cisplatin grubunda tubiillerde ve glomerulus hiicrelerinde
siddetli pozitif reaksiyon (oklar), (C) Punicalagin+cisplatin grubunda belirgin sekilde
azalmis ekspresyon (ok), (D) Punicalagin grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin
Biotin Peroksidaz metodu, Barlar=50pm.
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Karacigerlerin Bcl-2 immunreaksiyonu incelendiginde kontrol grubunda
negatif ~ ekspresyon gozlenirken cisplatin grubunda hepatositlerde
immunoreaksiyonun belirgin bir sekilde arttigi dikkati ¢ekti. Punicalagintcisplatin
grubunda azalmig bir ekspresyon gozlenirken punicalagin grubunda negatif

immunoreaksiyon goriildii (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Bcl-2 immunoreaksiyonu. (A) Kontrol grubundaki karacigerlerde negatif
immunoreaksiyon, (B) Cisplatin grubunda hepatositlerde siddetli pozitif reaksiyon
(oklar), (C) Punicalagin+cisplatin grubunda belirgin sekilde azalmis ekspresyon (ok),
(D) Punicalagin grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin Biotin Peroksidaz
metodu, Barlar=50pm.
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Bobreklerde NF-kB  immunoreaksiyonu incelendiginde kontrol ve
punicalagin grubunda negatif ekspresyon gozlenirken cisplatin grubunda ¢ok sayida
hiicrede yogun ekspresyon punicalagintcisplatin grubunda ise cisplatin grubuna

gore azalmis immunoreaksiyon goriildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. NF-xB immunoreaksiyonu. (A) Kontrol grubundaki bobreklerde negatif
immunoreaksiyon, (B) Cis grubunda tubul epitellerinde siddetli pozitif reaksiyon
(oklar), (C) C+P grubunda belirgin sekilde azalmis ekspresyon (ok), (D) Pun
grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin Biotin Peroksidaz metodu, Barlar=50pm.
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Karacigerde NF-kB immunoreaksiyonlarinin incelenmesinde kontrol ve
punicalagin grubunda negatif ekspresyon gozlenirken cisplatin grubunda yogun,

punicalagin+cisplatin grubunda ise azalmis immunoekspresyon gozlendi (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. NF-kB immunoreaksiyonu. (A) Kontrol grubundaki karacigerlerde negatif
ekspresyon, (B) Cisplatin grubunda hepatositlerde siddetli ve yogun pozitif reaksiyon
(oklar), (C) Punicalagin+cisplatin grubunda belirgin sekilde azalmis ekspresyon (ok),
(D) Punicalagin grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin Biotin Peroksidaz
metodu, Barlar=50um.
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Bobreklerde TNF-a immunoreaksiyonu incelendiginde kontrol ve punicalagin
grubunda negatif ekspresyon gozlenirken cisplatin grubunda 6zellikle bobrek tubul
epitellerinde yogun ekspresyon Punicalagin+cisplatin grubunda ise cisplatin grubuna

gore azalmig immunoreaksiyon goriildii (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. TNF-a immunoreaksiyonu. (A) Kontrol grubundaki bobreklerde negatif
immunoreaksiyon, (B) Cisplatin grubunda tubiil epitellerinde siddetli pozitif
reaksiyon (oklar), (C) Punicalagin+cisplatin grubunda belirgin sekilde azalmis
ekspresyon (ok), (D) Punicalagin grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin Biotin
Peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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Karacigerde TNF-a immunoreaksiyonlarmin incelenmesinde kontrol ve
punicalagin grubunda negatif ekspresyon gozlenirken cisplatin grubunda yogun,

punicalagin+cisplatin grubunda ise azalmis immunoekspresyon gozlendi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. TNF-a immunoreaksiyonu. (A) Kontrol grubundaki karacigerlerde negatif
ekspresyon, (B) Cisplatin grubunda hepatositlerde siddetli ve yogun pozitif reaksiyon
(oklar), (C) Punicalagin+cisplatin grubunda belirgin sekilde azalmig ekspresyon (ok),
(D) Punicalagin grubunda negatif ekspresyon, Streptavidin Biotin Peroksidaz
metodu, Barlar=50pum.
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5. TARTISMA

Cisplatin degisik kanser tiirlerinde siklikla antineoplastik bir ajan olarak
kullanilan platin bazli bir ilactir. Genis bir yelpazede yer alan malignant tlimdrlere
kars1 potent antitimdr 6zellige sahiptir. Diger taraftan cisplatinin yol a¢tig1 ciddi yan
etkilerden dolay1 (baslica nefrotoksisite, norotoksisiste ve ototoksisite) klinik

kullanimi kisitlanabilmekte ve sonlandirilabilmektedir (Schrier, 2002).

Cisplatin toksisitesine karst pek cok strateji gelistirilmis, koruyucu ajan
takviyesiyle cisplatin yan etkilerini onleyici pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Ozellikle
cisplatinin neden oldugu serbest oksijen radikallerinin artigina karsin, serbest radikal
temizleyicilerinin deneysel ve klinik kullaniminin etkinligini gosteren ¢aligmalardan
ozellikle 6nemi anlasilan antioksidanlar son zamanlarda en yaygin yapilan ¢aligmalar
arasina girmistir (Delibas, 1995). Bu calismalar arasinda antioksidan etkisinin ytliksek
oldugu bildirilen ve baslica nar (Punica granatum) meyvesinin degisik kisimlarinda
bulunan punicalagin, narin biyoaktif etkilerinin ¢ogundan sorumlu bir ellagitannin
olarak bilinmektedir. Ayn1 sekilde nar suyunun da giiglii antioksidan aktivitesinin
%350’sinden daha fazlasimin punicalaginden kaynaklandigi pek ¢ok c¢alismada
gosterilmistir (Adams ve ark., 2006; Bell ve ark., 2008; Tzulker ve ark., 2007).

Bu c¢alismada, BALB/c farelerde tek doz i.p. cisplatin (20mg/kg)
uygulamasiyla olusturulan nefrotoksisite modelinde punicalagin uygulamasinin
bobrek iizerinde koruyucu etkisi arastirilmistir. Cisplatin grubundaki iire seviyesi
kontrol, punicalagin ve punicalagin+cisplatin gruplarinda elde edilen iire seviyelerine
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artig gosterdigi tespit edildi (p<0,05).
Punicalagin+cisplatin grubu serum iire seviyesi kontrol ve punicalagin gruplariyla
karsilastirildiginda yiiksek oldugu goriildii. Ancak punicalagin+cisplatin grubunun
iire seviyesi cisplatin grubundan diisiik olarak bulundu. Bu durum gostermektedir ki
cisplatin kaynakli serum {ire artis1 punicalagin uygulamasiyla normalize olarak

kontrol grubu degerleriyle karsilastirildiginda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Cisplatin grubu serum kreatinin seviyeleri, kontrol ve punicalagin grubuna
gore anlamli bir sekilde artis gosterdigi tespit edildi (p<0,05). Kontrol, punicalagin
ve punicalagin+cisplatin - gruplar1 ikili olarak karsilastirildiginda aralarinda

istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05). Cisplatin ve
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punicalagin+cisplatin gruplar1 arasinda serum kreatinin seviyelerinde istatistiksel bir
fark bulunmadi. Diger taraftan punicalagin+cisplatin grubundaki kreatinin seviyeleri
kontrol ve punicalagin gruplarindaki serum kreatinin seviyelerinde istatistiksel olarak

anlamli bir fark yine tespit edilemedi.

Serum kreatin ve iire seviyeleri punicalagin+tcisplatin grubunda kontrol ile
cisplatin gruplar1 arasindaki bir seviyeye getirdigi, buna bagl olarak hem kontrol
hem de cisplatin grubundan istatistiksel olarak farkli bir degere sahip olmadigi
gorilmektedir. Bu da punicalaginin bdbrek fonksiyolarini cisplatin grubuna gore

olumlu yonde diizelttigini géstermektedir.

Ure ve kreatinin, metabolizmanin azotlu son iiriinleridir. Ure, diyet proteini
ve doku proteini dongiisiinden elde edilen birincil metabolittir. Kreatinin, kas kreatin
katabolizmasinin iirlintidiir. Her ikisi de toplam viicut suyuna dagilmis olan nispeten

kiiglik molekiillerdir (Walker ve ark., 1990).

Bobrek fonksiyonunun degerlendirilmesinde kullanilan parametreler arasinda
bulunan ve protein olmayan bir azotlu (NPN) atik iirlinli olan kreatinin, kreatin ve
fosfokreatinin parcalanmasindan {iretilir. Kreatinin; kreatin, arginin, glisin ve
metiyonin amino asitlerinin transaminasyonuyla karaciger, pankreas ve bobreklerde
sentezlenir. Protein metabolizmasinin bir iirlinii olan {ire ise genelde kan iire azotu
(BUN) olarak adlandirilmakta ve NPN atik {iriin olarak kabul edilmektedir. Viicudun
tire salgilamak i¢in bobrek sistemine bagimliligi, bobrek fonksiyonunu

degerlendirmek igin yararli bir parametre haline getirir (Salazar, 2014).

Kreatinin atilim1 sadece bobrekler yoluyla olmakta ve reabsorbsiyon
goriilmemektedir. Kreatininin plazmada bululnan miktar1 atilimin  gostergesi
oldugundan, yiiksek kreatinin diizeyr renal fonksiyondaki bozukluklar
gostermektedir. Fonksiyonel nefronlarin yarisinin kaybinda ancak kismi bir kreatinin
artis1 (180 pmol/l = %2 mg) goriilmektedir. Ancak nefronlarin 3/4 kayip olusmasi
durumda kreatinin diizeyinde belirli bir artis oldugu tespit edilmistir (Coles, 1986;
Mert,1996). Cisplatin verilen farelerde serum iire ve kreatinin seviyeleri ve bobrek
fonksiyonlarindaki azalmanin, punicalagin verilen gruba oranla belirgin bi¢imde

yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Glomerular filtrasyon ile ekstre edilen {ire ve
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kreatinin, glomerular filtrasyon oraninin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir

(Chew ve Dibartola, 1989; Coles, 1986).

Ajith ve ark., (2007) yaptiklar1 ¢alismada 10 mg/kg dozda uygulanan cisplatin
kullanilan grubun kontrol grubuna goére iire ve kreatinin seviyesinde artis oldugunu
gozlemlemislerdir. Shimeda ve ark., (2005) ratlarda yaptig1 bir ¢alismada tek doz
intraperitoneal olarak uygulanan cisplatinin (5 mg/kg), kontrol grubundaki ratlara
kiyasla idrar hacmi, serum kreatinin ve iire seviyelerinde onemli artiglara neden
oldugunu bildirmislerdir (p<0.05). Wang ve ark., (2015) tarafindan yapilan
calismada intraperitoneal olarak 20 mg/kg tek dozda verilen cisplatinin olusturdugu
nefrotoksisite sonucunda, kontrol grubuna gore kan iire azotu, kreatinin, protein
nitrasyonu ve kaspaz 3/7 aktivitesi ve DNA fragmantasyonu gibi hiicre 6lim
belirteglerinin belirgin bir sekilde artis gosterdigini bildirmislerdir. Sayed-Ahmed ve
ark. (2004) tek doz olarak uygulanan cisplatin (7 mg/kg) ile olusturduklar
nefrotoksisite grubunda serum iire ve kreatinin diizeylerinin kontrol grubuna gore
sirastyla 2.5 ile 3.3 kat arttigimi bildirmislerdir. Yapilan bu calismalar, yaptigimiz

calismanin sonuclariyla benzerlik gdstermektedir.

Bu calismalardan farkli olarak Parlakpmar ve ark. (2002) 5mg/kg dozda
cisplatin kullanarak olusturduklar1 bobrek hasarinda serum {ire ve kreatinin
seviyelerinin kontrol grubuna gore biraz artis gosterdiginin bildirmis, ancak
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmadigini tespit etmislerdir

(p<0.05).

Astuti (2013) yaptig1 calismada 80 mg/kg intraperitoneal gentamisin ile
olusturdugu akut bobrek yetmezligine karst nar ekstratinin koruyucu etkisini
aragtirmistir. Akut bobrek yetmezligi olan ratlarda nar ekstraktinin serum BUN ve
kreatinin seviyelerinin azalmasinda etkisinin bildirmistir. Patel ve ark. (2008) yaptig1
bir toksisite ¢alismasinda, disi ve erkek ratlara 90 giin boyunca 600 mg/kg/gilin nar
ekstraktin1 oral (gavaj) uygulama ile vermislerdir. Nar ekstrakt uygulanan erkek
sicanlarda trigliserit, potasyum, fosfor, kalsiyum ve kolinesterazin ortalama
degerlerinde anlaml1 artis ve iire, kreatinin, BUN ve toplam bilirubin seviyesinde ise
azalma kaydetmislerdir. Disi ratlarda ise lire, BUN ve kreatinin seviyelerinde anlamli

bir azalma tespit etmislerdir. Boroushaki ve ark., (2014) ratlarda gentamisine bagh
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nefrotoksisiteye karsi punicalagin iceren nar c¢ekirdegi yaginin (PSO) koruyucu
etkisini arastirmiglardir. PSO ile 6n uygulama yapilan grubu ile gentamisin grubu
karsilagtirildiginda serum kreatinin ve iire seviyelerinde 6nemli ve doza bagl bir
azalma oldugunu gormiislerdir. Yapilan bu ¢alismada PSO'mun gentamisine bagh
nefrotoksisiteyi agikga zayiflattigini bildirmislerdir. Ak¢a ve ark. (2018) ratlarda
astaksantinlerin cisplatin (i.p. olarak tek doz 16 mg/kg) kaynakli nefrotoksisiteye
kars1 koruyucu etkisini aragtirdiklar1 bir calismada verdikleri cisplatinin BUN, serum
kreatinin seviyelerini artirdigini bildirmislerdir. Bulunan bu sonuglar ¢alismamiz ile

paralellik gostermektedir.

Cisplatin grubunda bobrek fonksiyonlarinda meydana gelen bozuklugun
nefronlarda hiicresel diizeyde cisplatin kaynakli olusan degisikliklerin bir sonucu
olarak goriilen iire ve kreatinin seviyelerindeki artis olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bobreklerde olusan cisplatin kaynakli bu hiicresel bozukluklar cesitli mekanizmalara
bagli olarak ortaya c¢ikabilmektedir. Bu mekanizmalardan en Onemlilerinden birisi
artan serbest radikal yiikiine bagli olarak olusan oksidatif stres ve lipit

peroksidasyonu oldugu ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir.

Calismamizda, cisplatin grubu serum ve bobrek doku TAS seviyeleri kontrol
grubuna gore anlamli bir sekilde diislis gosterirken punicalagin grubuyla kontrol
grubu karsilastirildiginda TAS seviyesinin punicalagin grubunda daha yiiksek oldugu
tespit edildi. Serum ve bobrek doku TAS seviyeleri incelendiginde kontrol ve
punicalagintcisplatin grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi
gozlendi. Diger taraftan serum ve bobrek doku TAS seviyesi cisplatin ve
punicalagintcisplatin gruplar karsilastirlldiginda da istatistiksel olarak bir fark
goriilmedi. TAS seviyesi incelenen viicut sivisi veya dokusunda tek tek bireysel
enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlarin incelenmesi yerine tiim antioksidanlarin
toplam etkisini yansitmaktadir (Aslan ve ark., 2014). Bulgular gostermektedir ki
punicalagin uygulamasinin cisplatin kaynakli doku ve serum antioksidan seviyelerini
normal (kontrol grubu degerleri) seviyelere yaklastirarak punicalaginin antioksidan
sistemini destekledigi goriilmiistiir. Diger taraftan cisplatinin ise bobrek dokusunda
ve serumda antioksidan savunma mekanizmalarini etkileyip hiicresel antioksidan

durumu zayiflattigina isaret etmektedir.
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Cisplatin toksisitesinde reaktif oksijen tiirleri iiretiminde artma, antioksidan
enzim diizeylerinde azalma ve TNF-a seviyesinde yiikselme goriilmektedir. Bu
degiklikler dolayisiyla nefrotoksik etki goriilmekte ve apoptozis indiiklenmektedir
(Ramesh ve Reeves, 2002; Tsuruya ve ark., 2003).

Oksidatif stres, cisplatin toksisitesinde yer alan en 6nemli mekanizmalardan
biridir. Mitokondri, cisplatin kaynakli oksidatif stresin birincil hedefi olup,
mitokondriyal protein siilthidril grubunun kaybi, kalsiyum alim inhibisyonu ve
mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasi ile sonuglanir (Saad ve ark., 2004).
Cisplatin, ozellikle potent bir serbest radikal olan hidroksil radikalinin tiretimini
arttirir. Hidroksil, glutatyon gibi hiicre i¢i antioksidan depolari tiiketir, diger serbest
radikaller gibi dogrudan lipid, protein ve DNA gibi hiicre bilesenleri {lizerinde etki
gosterir ve yapilarin1 bozar (Masuda ve ark., 1994;Townsend ve ark., 2003).
Cisplatin hiicre DNA’sinda meydana getirdigi sitotoksik etkilerin yani sira,
mitokondriyal DNA’ya 4-6 kat daha yiiksek oranda toksik etkisi yapmaktadir
(Jamieson ve Lippard, 1999). Mitokondriyal DNA (mtDNA) ile etkilesime girerek
mtDNA replikasyonu ve mitokondriyal gen transkripsiyonunu inhibe etmektedir
(Dasari ve Tchounwou, 2014). Degistirilmis mtDNA, elektron tasima zincirinde yer
alan anormal ve/veya fonksiyonel olmayan proteinlerin sentezine yol agarak
mitokondriyal disfonksiyona neden olmaktadir. Cisplatin ile indiiklenen
mitokondriyal fonksiyonel hasar, bozulmus solunum zinciri yoluyla ROS asir1
iiretilmesine ve hiicresel oksidatif stresin indiiklenmesine neden olmaktadir. Reaktif
oksijen tiirlerinin asir1 tiretimi Cisplatin tedavisinin dozu ve siiresine baglidir (Yanez
ve ark., 2003). Cisplatin araciligiyla olusturulmus reaktif oksijen tiirleri kaspazlarin
aktivasyonunu indiikleyerek apoptozun uyarilmasinda énemli bir rol oynamaktadir.
Tim kaspaz ftiyeleri arasinda, kaspaz-3 ozellikle hiicre iskeletinde bozulmaya,
niikleer 6liime ve diger hiicre degisikliklerine neden olan 6nemli bir apoptotik

efektordiir (Khan ve ark., 2012).

Cisplatinin ROS olusumunda rol oynadigi, timdér baskilayici protein p53°i
etkiledigi, tiimor nekroz faktorii etkilesimi ve intrinsik kaspazlar yoluyla apoptozisi
indiikledigi ve mitokondriyal disfonksiyona neden oldugu gosterilmistir. Ayrica,
cisplatin apoptozisi tesvik eden sitokrom ¢ ve kaspazlarin mitokondriyal salinimina

neden olmaktadir (Canta ve ark., 2015; Florea ve Biisselberg, 2011). p53 ve p38
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proteinlerinin ve ekstraseliiler regiile edici kinaz 1/2 (ERK1/2) sinyal yollarinin
aktivitesini de arttirmaktadir (Scuteri ve ark., 2009). Mitokondrinin yani sira
endoplazmik retikulum (ER) iizerindeki stres yoluyla hiicrede kalsiyum

sinyalizasyonunu etkilemektedir (Florea ve Biisselberg, 2011).

Hem anti-apoptotik (esas olarak Bcl-2) hem de pro-apoptotik (esas olarak
Bax) faktorleri Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan kontrol edilir ve bunlar hiicre
yagami1 ve 0liimii tizerinde kontrolii saglar. Mitokondriyal dis zar biitiinliigii Bcl-2 ile
korunurken, Bax tarafindan artan membran gecirgenligi, kaspaz-9 ve kaspaz-3'i

aktive eden sitosolde apoptojenik faktorleri serbest birakir (Fouad ve ark., 2016a).

Cisplatinin yapilan c¢aligmalarda bdbrek dokusunda lipid peroksidasyonu
olusturarak oksidan ve antioksidan parametrelerde anlamli (p<0.05) degisiklere yol
actif1 ve antioksidanlar ile bu degisikliklerin viicut i¢in olumlu olacak sekilde
diizeltildigi gosterilmistir (Sogiit ve ark., 2004; Yildirnm ve ark., 2003). Benzer
sekilde yaptigimiz calismada biyokimyasal bulgular incelendiginde cisplatin
grubunun serum ve bobrek dokusunda TAS seviyesi anlamli (p<0.05) olarak azalmus,
TOS seviyesi ise anlamli (p<0,05) olarak artis gostermistir. Punicalagin+cisplatin
grubunda serum ve bobrek dokuda TAS seviyesi anlamli (p<0.05) olarak artarken,
TOS seviyesi kontrol grubunda elde edilenlerle ayni, punicalagin verilen gruba gore
yiiksek diizeyde bulundu. Bu sonuglar punicalagin gruplarinda antioksidan kapasiteni
artirdigina isaret etmektedir. Sonuglarimiza gore cisplatin ile artan TOS ve azalan
TAS hiicrede oksidatif strese yol agarak histopatolojik derlendirmelere gore hiicre
harabiyetine neden oldugu diisiiniilebilir. Punicalaginin bu hasar1 6nlemede gii¢lii bir
antioksidan molekiil olarak oksidatif stresin etkisini azaltip koruyucu etkisi ile

hiicresel hasar1i minimize etmis olabilir.

Punicalagini tek basma farmakolojik ve koruyucu etkisini arastiran sinirl
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Daha ¢ok caligmalar punicalagini igcerdigi bilinen nar,
nar kabugu, nar ¢ekirdegi veya nar suyu ile yapilmis olup nar meyvesinin etkileri

arastirilmastir.

Fouad ve ark. (2016b) punicalaginin, siklofosfamid (20 mg/kg/giin, i.p., 7 giin

boyunca) uygulanan ratlarda olas1 karaciger koruyucu etkinsini arastirmislardir.
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Punicalagin uygulamasinin, serum alanin aminotransferaz ve karaciger NF-kB p65,
TNF-a, IL-1B, MDA, nitrik oksit (NOS), Bax/Bcl-2 oranini, indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) ve kaspazlarin yliksekliklerini énemli Ol¢lide ve doza bagh
olarak azalttigim1 kaydetmislerdir. iNOS, kaspaz 3 ve 9 aktiviteleri ve hepatik TAS
seviyelerinin azalmasii Onledigini bildirmislerdir. Baska bir calismada Fouad ve
ark. (2016a), ratlarda lipopolisakkarit (LPS 5 mg/kg iv) ile indiiklenen akut bobrek
hasarma karst punicalaginin potansiyel nefroprotektif etkisini arastirmiglardir. LPS
uygulamasindan 1 saat 6nce ve 1 saat sonra punicalagin (50 mg/kg, ip)
uygulanmistir. LPS uygulamasiyla, serum kreatinin diizeyinde 6nemli artisa neden
oldugunu tespit etmislerdir. LPS ayrica interlokin-18, tiimor nekroz faktorii-a,
interlokin-6, malondialdehit, nitrik oksit, Bax/Bcl-2 oran1 ve miyeloperoksidaz,
INOS, kaspaz 3, 8 ve 9 aktivitelerinde ve bobrek dokularinda TAS seviyelerinde
onemli azalma oldugunu kaydetmislerdir. Punicalaginin, 6lgiilen parametrelerdeki
degisiklikleri 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini bildirmislerdir. Punicalaginin siganlarda
oksidatif stres ve apoptoz ile miicadele ederek endotoksemik akut bobrek hasarini
tyilestirdigini tespit etmislerdir. Bu ¢alismalarin sonuglar1 ¢alismamiza benzer olarak
punicalaginin antioksidan ve koruyucu etkileri ac¢isindan benzerlik gostermektedir.
Narin kisimlarinda bulunan gii¢lii antioksidan aktivitenin %50’sinden daha fazlasi
punicalaginden kaynaklandigi pek ¢ok calismada gosterilmistir (Adams ve ark.,
2006; Bell ve ark., 2008; Tzulker ve ark., 2007). Uzar ve ark. (2012) ratlarda
streptozotosin kaynakli diyabet olusturmuslar ve punicalaginin yapisinda bulunan
ellagik asit ile beyin ve siyatik sinir dokularindaki olasi etkilerini arastirmislardir.
Ellagik asit verilen diyabetik siganlarda katalaz, paraoksonaz enzimi (PON-1) ve
TAS degerleri, ellagik asit verilmeyen gruplara goére normal seviyelerde oldugunu
bildirmislerdir. (p<0.05). Beyin ve siyatik sinir dokularindaki MDA ve TOS
diizeyleri, ellagik asit uygulanmamis diyabetik si¢anlarda kontrol grubuna gore daha
yiiksekti (p<0.05). Bununla birlikte, MDA ve TOS diizeylerinin, ellagik asit
uygulanan diyabetik grupta, uygulanmayan diyabetik gruba goére O6nemli olgiide
azaldigimi bulmuslardir (p<0.05). Sonug olarak, ellagik asidin diyabetik siganlarda

oksidatif hasara kars1 noroprotektif etkiler gosterdigi tespit edilmistir.

Al-Hadidy ve ark. (2014) erkek beyaz Yeni Zelanda tavsanlarinda
ateroskleroz gelisimini 6nlemek i¢in nar (punica granatum) ve paraoksonaz enzimi
arasindaki iligkileri arastirdiklar1 ¢alismada aterosklerozu baslatmak i¢in diyetle
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%0.26 kolesterol vermislerdir. Nar suyu (6 ml) verilen grupla kolesterol verilmis
grup karsilastirilmis ve nar suyu verilen grubun serum TAS seviyesinde dnemli bir
artis oldugunu tespit etmislerdir. Kolesterol+ nar suyu grubunun, serum TAS
seviyesi ile kontrol grubunun TAS seviyesinin benzer konsantrasyonda oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan baska bir ¢alisamda narin (POM) siganlarda metotreksat
(MTX) kaynakli toksisiteye karst noroprotektif etkilerini arastirmiglardir. Kontrol
grubuna kiyasla MTX grubunda TAS diizeylerinde azalma ve TOS, MDA, IL-18 ve
TNF-a diizeylerinde artis gézlemlemislerdir. MTX grubuna kiyasla, MTX + POM
grubunda MDA, IL-1p ve TNF-a seviyelerinde anlamli bir diisiis oldugunu
belirtmislerdir. Bu ¢alismada, MTX'in siganlarin siyatik sinir dokusunda 6nemli bir
oksidatif strese ve inflamatuar yanita neden oldugunu ve POM'un pro-inflamatuar
yanit1 azalttigini kanitlamiglardir (Celik ve ark., 2013) . Sancaktutar ve ark. (2014)
deneysel olarak bobrek iskemi-reperfiizyon (I / R) hasar1 olusturulan ratlarda nar
Oziiniin (PE) koruyucu etkisini aratirmiglar ve I / R'den once PE ile tedavi edilen
ratlarda serum malondialdehit (MDA) seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gormislerdir. (p=0.016). Serum TAS diizeylerinin I / R grubunda
laparoskopik olarak I / R olusturulan rat grubuna gore daha diisikk oldugunu tespit
etmislerdir ( p= 0.001). Bobrek dokusunda TOS diizeyleri ve OSI indeksi, I / R
hasarindan sonra, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz dahil diisiikk TAS seviyeleri
veya diisiikk antioksidan enzim aktivitesi bildiren onceki g¢aligmalara gére I / R
hasarma bagli oksidatif stres gosteren 6nemli 6lgiide artmistir. TAS diizeyleri bu
caligmada I/R grubunda daha diisiik olarak Ol¢iilmiistiir. Sigan bobrek dokularinda,
I/R hasarindan sonra TOS diizeylerinin anlamli olarak arttigin1 TAS seviyelerinin ise
azaldiginmi tespit etmislerdir. I/R + PE grubunda nar 6ziiniin, olusan I/R hasarinin
olumsuz etkilerini tersine c¢evirdigini bildirmislerdir. Bobrek dokusunda olusan
tiibliler nekrozun PE 6n tedavisi ile azalma gosterdigini bildirmislerdir. Diyabetik
ratlarda ¢alisan Aboonabi ve ark. (2014) i.p streptozotosin enjeksiyonu (60 mg/kg)
ile oksidatif stresi indiiklemislerdir. Nar ¢ekirdegi suyu ile 21 giin boyunca oral
tedavi yaptiklarin1 bildirmislerdir. Nar suyu uygulanan grupla kontrol grubu
karsilagtirildiginda TAS, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttigini, gama-glutamil transferaz (GGT) ve
MDA gibi oksidatif stresin biyobelirte¢ seviyelerinin azaldigini tespit etmislerdir. Bu
sonuglar dogrultusunda, narin oksidatif stres kaynakli diyabetik si¢anlara karsi

potansiyel koruyucu etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.
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Yaptigimiz literatiir arastirmasinda ve bilgimiz dahilinde cisplatin kaynakli
bobrek hasar1 iizerine direkt punicalaginin etkisinin arastirildigi bir g¢alismaya

rastlanilmamustir.

Ratlarda yapilan bir caligmada, ilk ii¢ gruba i.p. olarak normal salin, L-
karnitin (500 mg/kg) ve D-karnitin (750 mg/kg) uygulamislardir. Diger gruplara ise
tek doz cisplatin (7 mg/kg) uygulamislar ve cisplatin uygulanan bu gruplarda 6.
Glintin sonunda bdbrek dokuda total oksidan status TOS belirteci olan MDA
seviyesinde onemli bir artis gozlemlemislerdir (Sayed-Ahmed ve ark., 2004). Akca
ve ark. (2018) yaptig1 calimada da yine ayni sekilde cisplatin (i.p. olarak tek doz 16
mg / kg) kaynakli nefrotoksisitede bobrek doku TAS seviyesinin diistiigii, bobrek
doku TOS seviyesinin ise arttdigini bildirmiglerdir. Koyuncu (2018), ratlarda
cisplatin ile olusturulan nefrotoksisite c¢alismalarinda bdbrek dokusundaki bazi
biyokimyasal parametreleri arastirmistir. Cisplatin tek doz (7 mg/kg/i.p.) olarak
uygulanmis ve cisplatin grubundaki bobrek TOS, oksidatif stres indeksi, MDA ve
ileri oksidasyon protein iiriinleri diizeylerinin kontrol grubuna gére arttigini (p<0.05),
bobrek TAS ve GSH diizeylerinin anlamli (p<0.05) olarak azaldigini tespit etmistir.
Ratlara i.p. olarak tek dozda cisplatin (10 mg/kg) uygulanan bir ¢calismada bobrek
dokularinda oksidan (oksidasyona duyarlilik, ksantin oksidaz enzimi ve
malondialdehit seviyesi) ve antioksidan (siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz
ve katalaz enzimleri ve antioksidan potansiyel degeri) parametrelerini 6lgmiislerdir.
Kontrol grubuna kiyasla TAS seviyelerinde onemli azalma TOS seviyelerinde ise
onemli bir artis goézlemlemislerdir (Cetin ve ark., 2006). Bir diger c¢alismada
cisplatini 1.p. olarak tek dozda (5 mg/kg) uygulamislar ve uygulamadan 24 saat
sonra, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerinde énemli bir
azalma, bobrek doku malondialdehit (MDA) seviyelerinde ise dnemli bir artis tespit
etmislerdir (Durak ve ark., 2002). Somani ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢alismada
cisplatin (16 mg/kg dozda 1i.p.) ile nefrotoksisite olusturmuslardir. Deneyin
sonucunda bobrek dokuda siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH
peroksidaz) ve glutatyon rediiktaz aktivitelerinin cisplatin uygulamasini takiben
kontrol grubuna gore (sirastyla %62, %75, %62 ve %80) azaldigini bildirmislerdir.

MDA seviyesinin ise kontrol grubuna goére %204 oraninda arttigini tespit etmislerdir.

Elde ettigimiz histopatolojik sonuglara gore kontrol grubundaki tiim
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bobreklerin normal goriinlimde olduklar1 gozlendi. Cisplatin grubunda siddetli
hiperemi, tubullerin liimenlerinde proteinli sivi birikimleri ve glomeruluslarda
sklerozis dikkati c¢ekti. Punicalagintcisplatin grubunda bulgularin 6nemli 6lgiide
azaldigi goriildii. Punicalagin grubunda histopatolojik bulgu saptanmadi.
Karacigerlerin histopatolojik incelemesinde kontrol grubunda patolojik bir bulgu
saptanmazken cisplatin grubunda hiperemi ve 6dem dikkati ¢ekti. Bazi hepatositlerde
piknozla karakterize tek hiicre nekrozlar1 gozlendi. Punicalagintcisplatin ve

punicalagin gruplarinda karacigerlerde normal histoloji saptandi.

Fouad ve ark. (2016a) Sicanlarda lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen akut
bobrek hasarina karsi punicalaginin potansiyel nefroproteksiyonu aragtirildiklar: bu
calismada LPS'nin tiibiiler dilatasyon, epitelyal hiicrelerin deskuamasyonu,
interstisyel nétrofilik infiltrasyon ve pihtilasan nekroz seklinde bobrek dokusunda
belirgin histopatolojik hasara neden oldugunu gostermislerdir. Punicalagin
histopatolojik bobrek dokusu hasarini en aza indirmis ve LPS tehdidine maruz kalan
ratlarda tiibiiler nekroz skorunun 6nemli 6l¢iide azaldigini bildirmislerdir. Aboonabi
ve ark. (2014) Yiiksek antioksidan seviyesine sahip nar g¢ekirdegi suyu ile tedavi
edilen  diyabetik  sicanlarda  histopatolojik  degisikliklerin  azaldigim
gozlemlemislerdir. Ayrica histopatolojik gbézlem, narin 6nemli oranda antioksidan
enzim Urettigini ve diyabetik sicanlarda hepatik dokuyu korudugu fikrini
destekledigini bildirmislerdir. Ratlarda cisplatin kaynakli nefrotoksisitenin etkilerini
arastirmayr amaclayan baska bir calismada histopatolojik inceleme sonucunda
proksimal ve distal tiibiillerde dilatasyon, vakuolizasyon ve tiibiiler epitel
hiicrelerinde kayip meydana gelmis ve bobrek dokusunda glomertiiler dejenerasyon
ile 6dem tespit edilmistir (p <0.05) (Akga ve ark., 2018). Cisplatin ( tek doz
7 mg/kg) kaynakli nefrotoksisite ¢aligmasinda (Atessahin ve ark., 2005), cisplatinin
histopatolojik olarak tiibiillerde siddetli nekroz ve hafif dejeneratif degisikliklere
neden oldugunu gostermislerdir. Kanter ve ark.’nin (2007) yaptig1 calismada
cisplatin uygulanan sicanlara E vitamini enjeksiyonu yapilmis, siganlarin bobrekleri
151k ve elektron mikroskobunda incelenmistir. Uygulanan cisplatin ile renal tiibiiller
ve Bowman kapsiiliniin bazal membraninda kalinlagma, Bowman araliginda
genisleme ve glomeriil biyiikliigiinde degisiklik, kortikomediiller bolgedeki
tiibiillerde genisleme, firgamsi kenarlarda bozulma, mitokondriyal sisme ve

interstisyel alanda infiltrasyon sahasi tespit edilmistir. Francescato ve ark. (2007)
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cisplatin nefrotoksisitesinde proapopitotik Bax proteininde artig, anti-apopitotik Bcl
proteininde azalma oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde Wei ve ark. (2007)
yaptig1 baska bir calismada cisplatin nefrotoksisitesinde, renal tiibiiler hiicre
mitokondrilerinde Bax gen aktivasyonu ve birikiminin akut bobrek hasarma eslik

ettigi gosterilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Son yillarda ilaglarin yan etkilerini azaltmak veya ortadan kaldirmak adina
fitokimyasallarla pek ¢ok calisma yapilmistir. Onemli fitokimyasallardan olan
polifenoller kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi dejeneratif hastaliklarin
onlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Bobrek dokusunda farkli mekanizmalarla
nefrotoksik etki gosteren cisplatin, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve
tiibiiler epitel hiicrelerine direkt sitotoksisite gibi olumsuz etkilere neden olmaktadir.
Yaptigimiz calisma 6nemli bir polifenol olan punicalaginin ciplatininin neden oldugu
nefrotoksisitede, bobrek fonksiyonlart iizerindeki koruyucu etkisini gostermistir.
Cisplatin ile birlikte uygulanan punicalagin, oksidatif strese yol acan parametrelerde
O6nemli bir diizelmeye neden olmustur.

Sonu¢ olarak, punicalagin uygulamalarinin, cisplatinin viicutta meydana
getirdigi olumsuz etkilere kars1 serum ve bobrek dokuda koruyucu o6zellige sahip
oldugu goriilmektedir. Bundan dolay1 punicalagin cisplatin kemoterapisi sirasinda
destekleyici bir fitokimyasal olarak tedavi protokoliine eklenebilir. Punicalaginin
bir¢ok biyoaktif 6zelliginden dolay1 gelecekte farkli mekanizmalar {izerine ¢alismalar

yapilmasi ve farkli etkilerinin arastirilmasinin gerektigi kanaatine varilmistir.
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