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SIMGELER VE KISALTMALAR

Oy Stiperoksit anyonu

H,0, Hidrojen peroksit

OH Hidroksil iyonu

CAPE Kafeik asit fenetil ester

MDA Malondialdehit

SOD Stiperoksit dismutaz

GPX Glutatyon peroksidaz

L.p. Intraperitoneal

A.D. Anlamli degil

GFR Glomeriiler filtrasyon hiz1

CI Klor

OKT Organik katyon transporter
MAPK Mitogen-activated protein kinase
ERK Ekstraseliiler regulated kinase
JNK/SAPK Jun N-terminal kinase/stres-activated protein kinaz
TNF-a Timor necrosis factor-o

AGE lleri glikolizasyon iiriinleri
F2-ISOP F2 izoprostoglandin alfa
Ox-LDL Okside LDL kolesterol

Ox-DNA Okside DNA



1. GIRIS ve AMAC

Sisplatin onkoloji pratiginde solid organ kanserlerinin tedavisinde siklikla kullanilan
antineoplastik bir ajandir (1). En 6nemli doz smirlayict yan etkisi nefrotoksisitedir (2).
Sisplatine bagli akut bobrek yetmezligi sikligi ilk doz kullanimindan sonra %25-42 arasinda
gelismektedir (3). Siklikla non-oligiirik akut bobrek yetmezligine neden olsa da kalic1 bobrek
hasar1 da gelisebilmektedir. Bu nedenle sisplatin kullanilacak hastalarda nefrotoksisiteyi
azaltacak ila¢ ve/veya yontemler oldukc¢a 6nemlidir.

Sisplatin nefrotoksisitesinin gelisiminde ¢esitli patofizyolojik mekanizmalar soz
konusudur. Fakat 6zellikle oksidatif hasarin rolii olduk¢a belirgindir. Cesitli anti-oksidanlarin
sisplatin nefrotoksisitesinde koruyucu oldugu bildirilmistir (4-6). Ayrica sisplatin uygulamasi
sonucu bdbrek dokusunda anti-oksidan olarak bilinen enzimlerden katalaz, siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPX) diizeylerinde azalma gozlenirken, lipit
peroksidasyon iiriinii malondialdehid (MDA) diizeyinin arttig1 bildirilmistir (5,6). Histolojik
olarak yapilan degerlendirmelerde ise tiibiillerde belirgin hasar olusturdugu rapor edilmistir
(7,8).

Kefir hayvanlarda anti-tiimor, immun-stimulan etkileri ve lipit peroksidasyonunu
azaltan anti-oksidan aktivitesi oldugu bilinen bir maddedir (9,10). Bununla birlikte ¢ogu laktik
asit bakterlerinin oksijen radikallerini ortamda hidrolize eden giiclii anti-oksidan sistemlerinin
oldugu bildirilmistir. Bu sistemlerin en dnemlisi ise SOD’dur (11,12). Kefirin bildirilen anti-
oksidan aktivitesine ragmen sisplatin nefrotoksisitesi ilizerine etkisini arastiran herhangi bir
calisma bulunmamaktadir.

Bu calismada, anti-oksidan o6zelligi oldugu bilinmesine ragmen sisplatin
nefrotoksisitesi tizerindeki etkisi bilinmeyen kefirin, sicanlarda olusturulan sisplatin
nefrotoksisitesi iizerindeki etkisinin arastirilmasi planlanmigtir.  Kefirin  etkinligini
degerlendirmek i¢in bobrek dokusundaki anti-oksidan enzimlerin aktiviteleri ve histopatolojik
olarak tiibliler hasarin siddetinin kullanilmasi planlanmistir. Boylece kefirin sisplatin
nefrotoksisitesindeki etkinligi degerlendirilecek ve kefirin bir tedavi sekli olup olamayacagi

hakkinda soru isaretleri aydilanabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sisplatin

Sisplatin (cis-dichlorodiammineplatinum II) platin kompleksi iceren, genis spektrumlu
ve doneme 0Ozgli olmayan platin tlirevi organik bir kemoterapotik ajandir (Sekil 1).
Santraldeki platin atomunun cis pozisyonunda klor ve amonyum molekiilii bulunmaktadir
(1,2). Testis, over, mesane, bas ve boyun kanserleri gibi ¢esitli solid kanser tedavilerinde
kullanilmaktadir (13). Sadece cis izomeri sitotoksiktir (14). Gastrointestinal sistemden
emilmedigi i¢in sadece intravendz olarak kullanilabilmektedir. Plazma proteinlerine yaklasik
%90 oraninda baglanabilmektedir ve kullanimindan 4 ay sonra bile bobrek dokusunda platine
rastlandig1 bildirilmistir (15).

Sisplatin piirinlerin N7 pozisyonu ile kolayca reaksiyona girer. Terapdtik etkisini de
DNA cift zincirler arasinda ve zincir i¢inde ¢apraz baglar yaparak gosterir. Sisplatin-DNA
etkilesimi ile d(GpG)Pt, d(ApG)Pt ve d(GpNpG)pt zincir i¢i baglantilar olusur (16). Bu etki
hiicresel toksisite i¢in oldukca Onemlidir. Sisplatinin gastrointestinal sistem, hematopoetik
sistem ve periferik sinir sistemi {izerine yan etkileri vardir. Fakat doz sinirlayici baslica yan
etkileri ototoksisite ve nefrotoksisitedir (2).

Nefrotoksisite, sisplatin tedavisinin en sik ve doz smnirlayici yan etkisidir (17).
Sisplatin bobrekteki baslica toksisitesini, 6zellikle dis medullada bulunan ve proksimal
tiibiiliislerin diiz kesiminin (pars recta) son kismini olusturan S; segmentinde gostermektedir
(18). Olusan tiibiiler hasar; histolojik olarak hiicre nekrozu, mikrovili kaybi, lizozomlarda say1
ve sekil degisiklikleri ve mitokondrial vakuolizasyonun siddeti ile iligkilidir (19).

Sisplatinin onkoloji pratiginde yaygin kullanimi sonucunda sisplatin nefrotoksisitesi
ve buna bagli akut bobrek yetmezlikli olgu sayis1 artmaktadir. Ik kiir sisplatin kullanimi
sonras1 goriilen akut bobrek yetmezligi insidansi yaklasik %25°tir ve siklik tekrarlayan
dozlarda artmaktadwr. Etkilenen hastalarda siklikla non-oligilirik akut bobrek yetmezligi
gelisir. Ayrica izosteiniiri, hipomagnezemi ve hipokalsemi goriilebilir (2,3).

Bobrek yetmezlikli hastalarda kullanilacak sisplatin tedavisine yaklasim ise net
degildir. Sisplatin kullanilacak hastalarda serum kreatinin diizeyinin 2mg/dl’den az olmas1
veya glomertiler filtrasyon hizinin (GFR) 60ml/dak.’dan yiliksek olmasi istenmektedir (20).
Buna karsin, bobrek yetmezlikli hastalarda (GFR 46-60ml/dak olanlarda %25, GFR 31-

45ml/dak olanlarda %50 doz azaltimi ile) doz azaltilarak sisplatin kullanimini 6neren ¢alisma



(21) oldugu gibi, ileri derecede bobrek yetmezligi olanlarda da sisplatinin kullanildig1 calisma
vardir (22).

NH;

Platin

NH;

CI CI

Sekil 1. Sisplatinin molekiiler yapisi. CI; klor, NH3; amonyum

2.1.1. Sisplatin Nefrotoksisitesi

Bobrek; kanlanmasinin fazla olmasi, mediiller interstisyumda toksinleri konsantre
edebilmesi ve tiibiiler epitelin spesifik tasiyicilara sahip olmasi nedeniyle nefrotoksik
hasarlanmaya oldukca duyarhdir. Sisplatin ise olduk¢a giiclii bir tiibiiler toksindir ve 6zellikle
diisitk klor icerikli ortamlarda toksisitesi daha belirgindir. Diisiik klor icerikli ortamda
sisplatinin cis pozisyonundaki klor molekiilleri su ile yer degistirmektedir. Boylece hiicre
icine gecis kolay olmaktadir (23).

Sisplatin nefrotoksisitesinde olusan tiibiiler hiicresel hasar uzun yillar arastirmalara
konu olmustur. Hiicresel toksisitede inflamasyon, oksidatif hasar ve apopitoz sorumlu
tutulmustur  (24-26). Sorumlu mekanizmalarin anlagilmasi klinisyenlerin  sisplatin

nefrotoksisitesinden korunmada yapilabilecekler konusunda yardimci olacaktir.

2.1.2. Patogenez

2.1.2.1. Sisplatinin hiicreye alinmasi

Sisplatinin hiicreye alimmasi baslica aktif transport aracilifiyla olmaktadir. Bununla

birlikte pasif diflizyonun da katkis1 vardir (27). Sisplatinin atilimi baslica glomeriiler

filtrasyon ile olur. Az bir kism1 ise sekresyon ile atilirken, tiibiiler reabsorbsiyonu yoktur.

Sisplatin bobrekten atildig1 i¢in bobrekte diger organlardan daha fazla birikmektedir. Hatta



proksimal tiibiil hiicre konsantrasyonu serum konsantrasyonunun bes katina ulagabilmektedir
(28). Bobrek dokusunda biriken bu agir1 sisplatin nefrotoksisiteye neden olmaktadir. Sisplatin
proksimal tiibiilun S; segmentinde en fazla oranda birikmektedir. Bunu sirastyla distal
toplayici tiibiil ve proksimal tiibiiliin S; segmenti izlemektedir (29).

Sisplatinin hiicre i¢ine transportunda baglica sorumlu mekanizmalar organlara gore
degisiklik gdsterebilmektedir. Organik katyon transporter-2 (OKT-2) sisplatinin hiicre igine
gecisinde onemli bir organik transport mekanizmasidir. Bu transport mekanizmasi elektriksel,
voltaj bagimly, ¢ift yonlii, pH ve sodyumdan bagimsiz bir mekanizmadir (30). OKT nin 3 tipi
vardir. OKT-1 karacigerde, OKT-2 bobrekte ve OKT-3 plasentada bulunur. OKT-1 sisplatin
transportu yapmaz ve bu durum sisplatinin organa spesifik toksisitesini izah edebilir. Diger
sisplatin analoglar1 karboplatin ve oksaliplatin OKT-2 ile taginmaz ve bu da bu ajanlarin daha
az nefrotoksik olmasimi izah edebilir (30). OKT-2 i¢in sisplatinin kompetetif antagonisti olan

simetidinin sisplatine bagl proksimal tiibiil hiicre apopitozunu azalttig1 da gdsterilmistir (31)

2.1.2.2. Sisplatin metabolizmasi

Sisplatin hiicrede en fazla sitozolde, mitokondride, niikleusta ve mikrozomlarda
bulunur. (27). Hiicresel hasar i¢in sisplatinin proksimal tiibiil hiicresinde nefrotoksik bir
molekiile doniismesi gerekmektedir (32). Sisplatin glutatyona konjuge edilir ve daha sonra -
glutamil transpeptidaz ile metabolize olur. Daha sonra ise sistein S-konjugat [-lyase bagimli
yolak ile potent bir nefrotoksin olan reaktif tiyole ¢evrilir. Her iki enzimin inhibisyonu
sisplatinin hiicreye ge¢isini etkilemez iken nefrotoksisiteyi azaltir (32).

Sisplatin ayrica hidrolitik reaksiyonlar sonucunda monohidrat kompleksleri olusturur.
Olusan monohidrat kompleksleri hiicreye sisplatinden daha toksik etki yapar ancak toksisite
bobrege spesifik degildir. Diisiik intraseliiler klor konsantrasyonu bu formlarin olusumunu
kolaylastirir.  Sisplatin nefrotoksisitesinde de kullanilan hipertonik tuz solusyonlar:

monohidrat komplekslerin olusumunu azaltarak toksisiteyi azaltiyor olabilir (33).

2.1.2.3. Bobrek tiibiil hiicresinde sisplatin sonrasi olusan biyokimyasal

degisiklikler

Sisplatin nefrotoksitesinde diger bir yolda intraseliiler ‘‘mitogen-activated protein
kinase’> (MAPK) sinyal yoludur. Bu yolak hiicre proliferasyonunu, diferansiasyonunu ve

sagkalim stiresini belirler. Baglica 3 MAPK yolag1 vardir ve bu yolaklar 1; “‘ekstraseliiler



regulated kinase’’ (ERK), 2; p38 ve 3; ““Jun N-terminal kinase/stres-activated protein kinaz’’
(JNK/SAPK) enzimlerinde sonlanir. Sisplatinin bobrekte her {i¢ yolag1 da aktive ettigi in vivo
ve in vitro olarak gosterilmistir (34). P38 ve JNK/SAPK yolaklarint inflamasyon,
hiperosmolalite, oksidatif stres, hidroksil radikalleri ve sitokinler aktive edebilir. ERK (35) ve
p38 (36) ‘‘tumor necrosis factor-&’> (TNF-a)’y1 aktive eder. ERK ise kaspase 3’1 aktive

ederek tiibiiler apopitozu tetikler.

2.1.2.4. Oksidatif hasar

Oksidatif stres sisplatin nefrotoksisite patogenezinde Onemli bir mekanizmadir.
Reaktif oksijen iiriinleri hiicre komponentleri olan lipidler, proteinler ve DNA {izerine toksik
etkilidir ve yapisal degisikliklere neden olmaktadir. Reaktif oksijen {iriinleri ksantin-ksantin
oksidaz, mitokondri ve NAPDH oksidaz ile olugmaktadir. Sisplatin her ii¢ yolla reaktif
oksijen iirlinleri olusumuna neden olmaktadir (37). Bununla birlikte sisplatin glukoz-6 fosfat
dehidrogenaz ve heksokinaz aktivitesini artirarak serbest radikal olusumunu tetiklemektedir.
Ayrica anti-oksidan liretimini azaltmaktadir (38).

Sisplatin uygulamast bdbrek tiibiil hiicresinde intraseliiler kalsiyum miktarini
artirmaktadir. Bu ise mitokondri hasarina neden olarak reaktif oksijen radikal iiretimini
tetiklemekte ve NADPH oksidaz sistemini aktive etmektedir (36). Sisplatin sonras1 bobrekte
superoksit anyonu (O") (39), hidrojen peroksit (H,O,) (40) ve hidroksil radikalleri (OH") (41)
artmaktadir. Olusan bu serbest radikaller ise hiicre membraninin lipitlerini peroksidasyon ile,
proteinlerin ise yapisini bozarak hiicresel hasara neden olmaktadir. Ayrica serbest radikaller
mitokondri disfonksiyonuna neden olmaktadir (38).

Sisplatinin hiicresel anti-oksidan aktiviteyi azalttig1 gosterilmistir ve bobrek
dokusunda SOD, GPX ve katalaz enzimlerinde azalmaya neden olmaktadir (42,43). Bununla
birlikte anti-oksidan olarak bilinen melatonin (44), vitamin C (40) ve vitamin E’nin (45) akut

sisplatin nefrotoksisitesinde olumlu etkileri bildirilmistir.

2.1.2.5. Hipoksi ve mitokondrial hasar

Hipoksi sisplatin nefrotoksisitesinde dnemli bir mekanizmadir. Zira nefrotoksisitenin
baslangicinda gelisen bobrek kan akimimdaki azalma hipoksiye neden olmaktadir. Hipoksi ise
““hipoksi inducible factor-1’(HIF-1)’in aktivasyonuna neden olmaktadir. HIF-1 ise bobrek

tiibiil hiicresinde apopitoz mekanizmalarini tetiklemektedir (46).



2.1.2.6. Apopitoz

Apopitoz normal sartlarda ve patolojik durumlarda goriilen hiicre 6lim seklidir.
Kaspase 1, 8 ve 9, kaspase 3 aktivasyonuna neden olarak bobrek tiibiil hiicre apopitozunu
tetiklemektedir. Bu siire¢ iki yol ile gergeklesmektedir. Birincisi hiicresel ekstraseliiler yiizey
reseptor yolunun aktivasyonu, ikincisi ise intraseliiler mitokondriyal yoldur. Birinci yolda
TNF-a ile reseptor aktivasyonu olmakta ve kaspase 8 iizerinden apopitoz uyarilmaktadir (41).
Ikinci yolda ise DNA hasar1 ve oksidatif stres mitokondriyal yolu tetiklemekte ve kaspase 9
iizerinden apopitoz uyarilmaktadir (47) (Sekil 2).

2.1.2.7. Sitokinler

Sitokinlerin de sisplatin nefrotoksisitesinde rolii oldugu bilinmektedir. Sitokinlerden
ozellikle TNF-o’'nin roli  gosterilmistir. Sican modelinde olusturulan  sisplatin
nefrotoksisitesinde TNF-a blokorii olan pentoksifilin kullanimmin bdbrek disfonksiyonunda
ve histolojik degerlendirmede yapisal hasarda azalma sagladigi gosterilmistir (48). Ayrica
TNF-a “‘knock-out’’ farelerin sisplatin toksisitesine direnc¢li oldugu bildirilmistir (49).

Tiim bunlara ragmen sisplatin nefrotoksisite mekanizmalar1 tiimiiyle aydinlatilabilmis
degildir ve halen arastirmacilarin ilgisini ¢eken giincel bir konudur. Sekil 2’de baglica
toksisite mekanizmalar1 sematize edilmistir (4).

Sisplatin sonrast olusan bobrek hasarmin histopatolojik degerlendirilmesinde
Ecelbarger ve ark. tanimladigi semikantitatif bir metot kullanilmaktadir (8). Bu metotta
sifirdan dorde kadar degisen siddette tiibiil epitel hiicresindeki sisme, vakuolar dejenerasyon,

nekroz ve deskuamasyonun degerlendirildigi bir skala vardir (Tablo 1).
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Tablo 1. Sisplatin nefrotoksisitesinin degerlendirilmesinde esas alinan degerlendirme

Evre 0 Normal

Evre 1 Tiibiiler epitel hiicrelerinde; sisme, vakualizasyon ve nekroz
Kortikal tiibiillerin % 25’inden azinda deskuamasyon

Evre 2 Tiibiiler epitel hiicrelerinde; sisme, vakualizasyon ve nekroz
Kortikal tiibiillerin % 25-50’sinde deskuamasyon

Evre 3 Tiibiiler epitel hiicrelerinde; sisme, vakualizasyon ve nekroz
Kortikal tiibiillerin % 50-75’inde deskuamasyon

Evre 4 Tiibiiler epitel hiicrelerinde; sisme, vakualizasyon ve nekroz

Kortikal tiibiillerin % 75’inden fazlasinda deskuamasyon




2.2. Probiyotikler

Ondokuzuncu yiizyilin sonlarinda mikrobiyologlar saglikli bireylerin gastrointestinal
sistem florasinda hastalikli bireylerden farkli bir mikroflora tanimlamiglardir. Gastrointestinal
sistemde bulunan bu yararli mikroflora probiyotik olarak adlandirilmistir. Probiyotik kelime
anlami olarak ‘for life’” ‘‘yasam i¢in’> manasina gelmektedir (50).

Ik olarak 1908 yilinda Nobel &diiliinii de kazanan Elie Metchnikoff Bulgar
koyliilerinin uzun yasamasinin nedeninin bu insanlarin fazla miktarda fermente siit {irlinlerini
tiiketmeleri ile iliskili oldugunu ileri siirmiistiir (51). Ozellikle son iki dekatta probiyotikler
oldukca popiiler olmustur. Yapilan c¢esitli ¢aligmalarda probiyotik kullaniminin insan
saglhigina olumlu etkileri oldugu, beslenme ve tedavi amacglh kullanilabilecegi bildirilmistir
(52-54). Daha sonra ise ¢esitli mikroorganizma igeren probiyotikler hastaliklardan korunma
veya kiir saglama amaciyla kullanilmustir.

1974 yilinda Mann ve Spoering yaptiklar1 ¢alismada (55) Lactobasillus sp. ile
fermente edilmis yogurt tiiketen kisilerin serum kolesterol diizeyinin daha diisiik oldugunu
gostermesi, probiyotiklerin etkilerini arastiran ¢aligmalarin Oniinii agmistir. Bu ¢alisma ile
probiyotiklerin insan sagligi tizerine yararli etkileri oldugunun bildirilmesinden sonra
ozellikle son iki dekatta probiyotikler iizerine klinik caligmalar yapilmistir. 1994 yilinda ise
Diinya Saglik Orgiitii probiyotiklerin bagisiklik sistemine yaptig1 olumlu etkiyi resmen
bildirmistir (56). Probiyotik kullanimi ile gézlenen bu olumlu etkilerin igerdikleri laktik asit
bakterilerine bagli oldugu bildirilmistir (54,57). Halen giiniimiizde probiyotik preparatlari toz,
tablet, kapstil, graniil ve pelet seklinde kullanilabilmektedir.

Tablo 2’de probiyotik hazirlamada kullanilan baslica laktik asit bakterileri gosterilmistir (58).
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Tablo 2. Probiyotik hazirlamada siklikla kullanilan bakteri tiirleri

Lactobacillus sp. Bifidobacterium sp.  Enterococcus sp. Streptococcus sp.
L. acidophilus B. bifidum Ent. Feacalis S. cremoris

L. casei B. adolescentis Ent. faecium S. salivarius

L. delbrueckii ssp. B. animals S. diacetylactis
L. cellobiosus B. infantis S. intermedius

L. curvatus B. thermophilum

L. fermentum B. longum

L. lactis
L. plantarum
L. reuteri

L. brevis

2.2.1. Bir probiyotik olarak kefir

Kefir; kefir taneleri, kefir kiiltiirli ya da kefir starter kiltiirii kullanilarak siitiin
fermente edilmesi ile elde edilen hafif asitli, alkollii ve kopiiklii bir fermente siit icecegidir.
Mayalanan siitten kefir tanelerinin siiziilerek uzaklastirilmasi ile elde edilen kismu ifade eder.
Orijini Kafkasya’dir ve yaklasik 2000 yillik bir ge¢misi vardr. Kefir diger geleneksel siit
iiriinleri olan yogurt ve fermente siitten farklidir. Zira iiretimi i¢in kefir tanelerinin siite
eklenmesi ile olusan fermentasyon sonucu kefir olugsmaktadwr. Kefirde alkol ve laktik asit
fermentasyonu birlikte ger¢eklesmektedir. Kefirde bulunan maya ve laktik asit bakterilerinin
metabolik aktiviteleri sonucu siit asidi, etil alkol ve karbondioksit olusur (59,60).

Kefir taneleri karnibahar ¢iceginin minyatiir sekline benzeyen kiiciik, diizensiz sekilli,
sarims1 beyaz renkte, kivrimli ve piiriizlii ylizeyli, elastik ve yar1 sert yapiya sahiptir (Sekil 3
ve 4). Kefir tanesi ag benzeri lifsi uzantilar ve levhamsi yapilarin siki birlesiminden ibarettir.
Tanenin merkezinde mayalar1 ve bakterileri birlikte bulunduran agin mayalar tarafindan
uretildigi, tanenin merkezden uzak boélgelerinin lifsi yapisinin daha basit oldugu ve

mikroorganizmalarin taneden siite gegisini kolaylastirdig: bildirilmistir (61,62).
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Sekil 3. Kefir taneleri (62’den alinmistir).

Sekil 4. Kefir tanesinin ¢oklu mikroflorasi (62’den alinmistir).

Kefir taneleri kompleks bir mikrofloraya sahiptir. Kefir mikroflorasinda, tanenin
aslima bagl olarak laktozu fermente eden ve etmeyen mayalar ile homofermentatif ve
heterofermentatif laktik asit bakterileri ve asetik asit bakterileri bulunur. Bu flora, laktozun
mikrobiyal metabolizmas1 sonucu olusan glukoz ve galaktoz zincirlerini igeren kefiran
adindaki polisakkarit yap1 (kefir tanesi) icerisinde simbiyotik yasam siirer. Kefir tanesinde
laktik asit bakterileri laktobasiller, laktokoklar, leukonostoklar, asetik asit bakterileri ve

mayalar simbiyotik olarak yasam siirer. Bu floraya ek olarak kefirin vizkositesini ve kivamini
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artiran Acetobacter aceti ve Acetobacter rasens’in onemli role sahip oldugu bildirilmistir
(63,64). Orijinine bagh olmak lizere kefir tanesindeki yerlesik mikroorganizmalarin sayisi,
cinsi ve tiirii degisebilir.

Kefirde bulunan mikroorganizmalarin temel fonksiyonu laktik asit, antibiyotik ve
antibakterisit tiretimidir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda kefirin hayvanlarda antibakteriyel,
immunolojik ve anti-tiimor etkilerinin oldugu gosterilmistir (60,65,66). Kefirin kendisi ve
kefirden elde edilen sifingomyelin’in in vivo ve in vitro immun stimulan etkisi rapor edilmistir
(67,68).

Kefirin ¢esitli biyolojik aktiviteleri rapor edilmistir. Kefir mikroflorasindaki mayalar
ve asetik asit bakterileri barsak mikroorganizmalarma kars1 antibiyotik aktivitesine sahiptir.
Ayrica kefirin ¢ok tiiketildigi bolgelerde tiiberkiiloz ve sindirim bozuklugu gibi hastaliklarin
daha az goriildiigii bildirilmistir. Bunlarla birlikte kefirin hayvanlarda antitiimor,
immunstimulan etkileri ve lipit peroksidasyonunu azaltan anti-oksidan aktivitesi,
antidiyabetik, antibakteriyel ve antifungal etkilerinin oldugu bildirilmistir (69).

Cogu laktik asit bakterlerinin oksijen radikallerini metabolize eden sistemleri vardir.
Stecchini 2003 (70) ve arkadaslar1 bu anti-oksidan sistemin en énemlisinin SOD ve yiiksek
magnezyum +2 igerigi oldugunu bildirmistir. Knauf ve ark. 1992 (71) baz1 laktobasili
tiirlerinin yliksek oranda heme bagimli katalaz sentezledigi ve serbest peroksi radikallerinin

olusumunu 6nledigini géstermistir.

2.3. Oksidatif hasar belirtecleri ve antioksidan enzimler

Oksidatif stres viicuttaki oksidan iiriin olusumu ile anti-oksidan sistem aktiviteleri
arasindaki dengenin kaybi olarak tanimlanir. Ateroskleroz, kanser ve yaslanma gibi bir¢ok
olay ile iligkilidir (73-76). Cesitli durumlar oksidatif stresi artirabilmektedir. Bunlardan bir
tanesi de sisplatin kullanimidir.

Asirt oksidan lretimi ve/veya anti-oksidan sistem aktivitesinde azalma serbest
radikallerde artisa neden olmaktadir. Olusan serbest radikaller ise hiicre yapitaslari ile
kolaylikla tepkimeye girebilmektedir. Hiicre membraninda bulunan fosfolipidler, glikolipidler,
doymamis yag asitleri ve membran proteinleri serbest radikaller ile kolaylikla tepkimeye
girebilmektedir. Ayrica DNA, lipidler, karbonhidratlar ve proteinler de serbest radikallerin
hedefidir (77-79).

Oksidatif stresin degerlendirilmesinde ¢esitli parametreler kullanilmaktadir. Bunlarin

baslicalar1 oksidatif stresle artan lipit peroksidasyon son iirlinleridir. Bunlardan siklikla
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kullanilani ise MDA (73) ve F2-ISOP’dur (80). Non enzimatik anti-oksidan olarak ise siklikla
kullanilanlar albumin, alfa-tocopherol (vitamin E), beta carotene (vitamin A), ascorbik asit
(vitamin C), ve glutatyon’dur. Enzimatik anti-oksidan sistemde kullanilanlar ise SOD, GPX,
katalaz ve nitr6z oksittir.

Glutatyon peroksidaz selenyum metali iceren metalloenzim grubundan bir anti-
oksidan enzimdir. Rediikte glutatyonu okside glutatyona ¢evirirken hidrojen peroksiti (H,O»)
suya indirger (81). Katalaz ise glikoprotein yapisinda anti-oksidan enzimdir. Dokulardaki
anti-oksidan aktivitesi farklilik gostermekle birlikte en yiiksek aktivite bobrek dokusundadir.
Katalaz aktivitesi 6zellikle ortamda H,O, ¢ok arttigi durumlarda artmaktadir. Diisik H,O»
olan ortamda ise H,O, baslica glutatyon peroksidaz tarafindan kullanilir (82). Siiperoksit
dismutaz ise O,”’in, H»O,’e dismutasyonunu katalizleyen enzimdir. Katalizledigi tepkime
asagida verilmistir:

SOD
20, 42H — % H,0, + O,
Spontan olarak bu tepkime olusabilmektedir. Radikallere karsi hiicreyi koruyan savunma
mekanizmalar1 arasinda SOD enzimi baslica gdrevi lstlenir. SOD enzimi ile katalizlenen
tepkime sonucu olusan iriinlerin birikmesi katalaz enzimi tarafindan bertaraf edilmektedir
(77). Sekil 5’te oksidatif iiriinler ile anti-oksidan sistemler arasi denge sematize edilmistir

(83).



14

0,

NADPH Oksidaz
AGE <\
MDA %2-
F2-ISOP
Ox-LDL Oksidatif :
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Sekil 5. Anti-oksidan enzimler ve oksidatif hasar gostergeleri. AGE; ileri glikolizasyon
iiriinleri, MDA ; malondialdehit, F2-ISOP; F2 izoprostoglandin alfa, Ox-LDL; okside LDL
kolesterol, Ox-DNA; okside DNA, OH; hidroksil radikali, O,"; siiperoksit radikali ve H,O;;

hidrojen peroksit.



15

3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan laboratuari,
Biyokimya Anabilim Dali ve Patoloji Anabilim Dali Arastrma Laboratuarlarinda
gerceklestirilmistir. Siileyman Demirel Universitesi Arastirma Projeleri Yonetim Birimi
tarafindan TU-1304 proje numarasi ile desteklenmistir. Caligma, deney hayvanlarinm bilimsel
amacla kullanilabilmesi icin Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan

onay alinarak etik kurul kurallarina uygun bir sekilde yapilmistr.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan

Projede agirliklar1 200-250 gram arasinda degisen toplam 36 adet erkek Wistar-albino
cinsi sican kullanildi. Deneyde kullanilan siganlar, Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi hayvan laboratuarindan temin edildi. Calisma siiresince siganlar, standart 151k (12
saat giin 15131/ 12 saat karanlik), 1s1 (25 C)’da yeteri kadar su ve yem (yem kurumu standart
sican yemi) ile toplam 1 hafta siireyle beslendiler. Calismanin basinda ve sonunda agirliklar1

kaydedildi.

Sicanlar rastgele 6rnekleme metoduyla iki adet sekizli ve iki adet onlu gruba ayrildi.
Grup I kontrol grubu (n=8), Grup II kefir kontrol grubu (n=8), Grup III sisplatin grubu (n=10)
ve Grup IV sisplatin + kefir grubu (n=10), olmak iizere toplam dort grup olusturuldu. Sicanlar

calisma stiresince 6zel olarak hazirlanmis kafeslerde dorderli gruplar halinde tutuldular.

3.1.2. Kefirin hazirlanmasi

Kefir icin 2 litre siit Isparta siit iiriinleri fabrikasindan temin edildi ve cam kavanoza
kondu. Aymi giin siit 1s1s1 25 C° olacak sekilde 1sitild1 ve igine hazir starter kefir kiiltiiriinden
(kefir DC1 seri; 05223B 10001, Danisca Biolacta Sp. Poland) % 3 oraninda eklenerek
kavanozun agzi1 kapatildi. Daha sonra otoklavda 37 C”’de 24 saat siireyle inkiibe edildi. Daha
sonra iiriin filtreden siiziilerek plastik kaba kondu ve + 4 C*’de ¢alisma siiresince kullaniimak

iizere saklandi. Kefir caligma siiresince kullanimdan 6nce her defasinda homojenize edildi.
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3.2. Metod

3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi

Calismada dort grup kullanilmastir.

1. Grup (Kontrol, n=8): 7 giin 2x1.5 cc orogastrik serum fizyolojik (SF) aldi. 2. giin
intraperitoneal (i.p.) 1 cc %0.9 NaCl enjekte edildi. Intraperitoneal enjeksiyondan 5 giin sonra

sicanlar oldiiriilerek kan ve bobrek dokusu 6rnekleri alindi.

2. Grup (Kefir Kontrol, n=38): 7 giin 2x1.5 cc orogastrik kefir aldi. 2. giin i.p. 1 cc %0.9 NaCl
enjekte edildi. Intraperitoneal enjeksiyondan 5 giin sonra siganlar dldiiriilerek kan ve bobrek

dokusu Ornekleri alindi.

3. Grup (Sisplatin grubu, n=10): 7 giin 2x1.5 cc orogastrik SF aldi. 2. gilin i.p. sisplatin 7
mg/kg (0.5 mg/ml Cisplatinum Ebewe) enjekte edildi. Intraperitoneal sisplatin enjeksiyondan

5 glin sonra si¢anlar dldiiriilerek kan ve bobrek dokusu 6rnekleri alind.

4. Grup (Sisplatin+kefir grubu, n=10): 7 gin 2x1.5 cc orogastrik kefir aldi. 2. giin i.p.
sisplatin 7 mg/kg (0.5 mg/ml Cisplatinum Ebewe) enjekte edildi. Intraperitoneal sisplatin

enjeksiyondan 5 giin sonra siganlar 6ldiiriilerek kan ve bobrek dokusu 6rnekleri alindi.

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Biyokimyasal Ol¢iimler i¢in kullanilan kimyasal maddeler; Folin & Ciocalteus’s
Phenol Reagent (2N), kloroform, n-Butanol, etanol Merck firmasmin; glutathione rediiktaz,
glutathione-reduced form (GSH CI10HI7N306S), glycine (amino asetic acid; glycocoll)
(C2H5NO02), nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced form NADPH;
C21H27N7014P2Na2), nitroblue tetrazolium (NBT C40H30C12N1006), Xanthine
(C5H4N402), Xanthine Oxidase, Sigma firmasinin liretimidir.

3.2.3. Deneyde Kullanilan Cihazlar

Deneyde kullanilan cihazlar tablo 3’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3. Deneyde kullanilan cihazlar

1  Sogutmali santrifiij Eppendorf MR 5415 (Almanya)

2 Derin dondurucu Facis (Fransa)

3  Hassas terazi Scaltec (Isvigre)

4  Vortex (karistirict) Niive NM 100 (Tiirkiye)

5  Otomatik pipetler Gilson (Fransa) \ Eppendorf (Almanya)
6 UV spektrofotometre Shimadzu UV 1601 (Japonya)

7  Homojenizator Ultra Turrax T25 (Almanya)

8 Abbott Aeroset cihazi IL, (Amerika Birlesik Devletleri)

3.2.4. Doku ve kan orneklerinin alinmasi

Sakrifikasyon yapilan giiniin sabah1 siganlar i.p. ketamin (Alfamin, Alfasan IBV) 80
mg/kg + ksilazin (Alfamin, Alfasan IBV) 10 mg/kg ile anesteziye edildi. Daha sonra orta hat
insizyonuyla batmlar1 agildi. Vena porta’dan kan ornekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri ayni
giin 1000Xg’de 20 dakika santrifiij edildi. Ayrilan serum 6rneklerinden ayni giin serum tire ve

kreatinin dl¢ctimleri Abbott Aeroset cihazi ile uygun ticari ELISA kitleri ile ¢aligildi.

3.2.5. Bobreklerin ¢ikarilmasi

Steril sartlarda sicanlarin bobrekleri ¢ikarildi. Cikarilan bobrekler serum fizyolojik ile
yikandi. Daha sonra bobrekler otolizden korunmak icin vertikal olarak ikiye ayrildi. Sol
bobrek histopatolojik incelemeler, sag bobrek biyokimyasal analizler i¢in kullanildi.  Sol
bobrek yeteri kadar %10’luk formol eklenmis ependorf tiiplerine konarak mikroskobik
degerlendirme yapilincaya kadar muhafaza edildi. Sag bobrek ise 6nceden hazirlanmis igi 50
mM fosfat tamponu dolu ependorf tiiplerine konuldu ve analizin yapildig: tarihe kadar —80
C”de muhafaza edildi.

3.2.6. Orneklerin Homojenizasyonu ve Deney icin hazirlanmasi

3.2.7. Homojenizasyonda Kullanmilan Reaktifler
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Bobrek dokusunun homojenizasyonunda ve biyokimyasal ¢aligmalarda pH: 7,5, 0,2

mM Tris-HCI tamponu kullanildi (84).

3.2.8. Homojenizasyonda Yapilan Islemler ve Numunelerin Hazirlanmasi

Bobrek dokusunun yas agirliklari tartildi. Dokularin soguklugu muhafaza edilerek cam
tiipe kondu. Dokularin {izerine 2 ml Trifosfat-HCl tamponu eklendi. Plastik kaplar i¢cine buz
dolduruldu ve cam tiipteki dokular plastik kaplarin icerisine yerlestirilerek 16000 devir/dakika
hizda homojenize edildi. Son hacim, doku agirligmin 2,5 kat1 olacak sekilde tampon ilave
edilerek miktarlar1 kaydedildi. Dokular tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya
tamamlandi. Homojenatin 1sis1  arttirilmadan  ependorf tiiplerine kondu. Tiipler
numaralandirildi. Dokularin yas agirliklar1 ve eklenen tampon miktari kaydedildi. Elde edilen
homojenatlardan MDA seviyesi ve homojenat protein tayini yapildi.

Homojenatlar, 5000 devir/dakika hizinda 30 dakika siireyle +4 ‘C sogutmali santrifiijde
santrifiij edilerek slipernatan saglandi. Ayrilan siipernatanlardan GPX, katalaz enzim aktivitesi
ve protein tayini yapildi Siipernatan 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) ile
vortekslenip cam tiipte 3200 devir/dakika hizinda 40 dakika siireyle +4 °C’ de santrifiij edildi.

Ustte olusan etanol fazindan protein ve SOD enzimi aktivite tayini yapildi.

3.2.9. Dokularda Biyokimyasal Analizler

Biyokimya Anabilim Dali Laboratuarinda spektrofotometrik yontemle MDA
seviyeleri ve siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz enzim aktiviteleri ve nitroz
oksit diizeyi 6lgiildii. MDA diizeyini tayin i¢in Draper ve Hadley ¢ift 1sitma yontemi
kullanild1 (85). Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Sun ve arkadaslarinin metoduna gore
(86), katalaz enzim aktivitesi Aebi metoduna gore (87), GPX enzim aktivitesi Paglia

metoduna gore ¢alisildi (88). Nitroz oksit ise Cortas’in 1990°da tanimladig: gibi ¢aligildi (89).
3.2.10. Histopatolojik Analiz Yontemleri

Bébrek: Sakrifiye edilen siganlardan alinan bdbrek ornekleri %10’luk formolde fikse
edildi. Doku takip isleminden sonra parafin bloklardan 5 pm kalinhiginda kesitler almarak,

hematoksilen eozin (HE) ile boyandi. Daha sonra tiibiiler hasarin siddeti evrelendirildi.
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Degerlendirme Safirstein (7) ve Ecelbarger’in (8) tanimladigi yontem referans alinarak

yapildi.

3.3. Istatistiksel Analiz

Calismanm analizi bilgisayar ortammda SPSS 11.0 istatistik programinda yapildi.
Analizde; Ol¢im verileri aritmetik ortalama + standart sapma, gruplar arasi farklilasmanin
Ooneminin tespiti i¢cin Tek Yonlii ANOVA testi kullanildi. Gruplarin karsilastirilmasi Post Hoc
testlerden LSD (Least significant difference) ile yapildi. P<0.05 istatistiki olarak anlaml
kabul edildi. Serum kreatinin diizeyi ve anti-oksidan enzimler arasindaki korelasyon iligkisi
Pearson korelasyon testi ile yapildi. Histolojik evreleme ile anti-oksidan enzimler arasindaki

korelasyon iliskisi ise Spearman korelasyon testi ile yapildi.
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4.1. Ratlarin agirhklar ve gruplarin biyokimyasal parametreleri

Calismada kullanilan sicanlardan calisma protokolii siiresince kayip olmamistir.

Calisma baslangicina kiyasla ¢alisma sonunda sigcanlarin agirliklarinda anlamli bir degisiklik

olmamistir (Tablo 4). Serum BUN ve kreatinin degerleri tablo 5’te gosterilmistir. Tablo 6’da

ise biyokimyasal parametrelerin sonuglar1 gosterilmistir. Tablo 7°de ise gruplarin histolojik

dereceleri gosterilmistir.

Tablo 4. Gruplarin agirhiklari

Baslangic agirlik (g)  Son agirlik (g) P
Grup I 240+30 245+29 AD
Grup II 238+23 240+25 AD
Grup III 241422 238425 AD
Grup IV 241+18 242+15 AD

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. AD; Anlaml degil

Tablo 5. Gruplarin BUN ve kreatinin degerleri.

Gruplar BUN (mg/dL) Kreatinin (mg/dL)

Grup I 19.25+1.48 0.51+0.06

Grup 11 19.50+2.32 0.48+0.03

Grup 111 53.70+29.54 1.28+0.49

Grup IV 78.10+43.02 2.08+1.46
P degeri

1-2 AD 0.50

1-3 0.02 0.006

1-4 0.006 0.004

2-3 0.02 0.002

2-4 0.006 0.02

3-4 AD AD

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. AD; Anlaml degil



21

Tablo 6. Gruplarin bobrek dokusundaki enzim ve MDA diizeyleri

Gruplar Katalaz SOD GPX MDA NO

(k/g protein)  (U/g protein)  (U/g protein)  (nmol/g protein)  (umol/g)

Grup I 153.2+168.9 424.5+163.6  112.7£9.7 5.1+1.1 20.9£12.8

Grup II 21.0£10.2 293.8486.7 103.1£13.0 4.4+1.1 9.745.1

Grup I 17.4+10.1 287.1£112.0  101.3+9.7 4.4+1.5 12.1£3.5

Grup IV 37.5+72.3 251.6+40.0 98.9+12.7 3.55+0.62 14.6+4.7
P degeri

1-2 0.015 0.065 AD AD 0.050

1-3 0.004 AD 0.021 AD 0.034

1-4 0.021 0.034 0.021 0.009 AD

2-3 AD AD AD AD AD

2-4 AD AD AD AD AD

3-4 AD AD AD AD AD

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. AD Anlaml degil

Tablo 7. Gruplarin histoljik degerlendirmesi *

Evre 0 Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4
Grup I 8 - - - -
Grup II 7 1 - - -
Grup III - 1 3 5 1
Grup IV - 1 4 4 1

* Grup 3 ve 4 arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (P>0.05)
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4.2. Korelasyonlar

Serum kreatinin diizeyi ile doku GPX diizeyi arasinda anlamli negatif korelasyon
tespit edildi (r= - 0.53, P=0.001) (Sekil 6). Ayrica bobrek dokusundaki histolojik evreleme ile
serum kreatinin diizeyi arasinda pozitif (r=0.53, P=0.001) korelasyon mevcut idi (Sekil 7).

Doku diizeyinde tespit edilen tiim anti-oksidan enzimler ile histolojik evreleme
arasinda negatif korelasyon mevcut idi [sirasiyla (katalaz r= - 0.32, P=0.05) (Sekil 8), (SOD
r=-0.31 P=0.03 (Sekil 9) ve GPX (1= - 0.36 P=0.02) (Sekil 10).
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Sekil 6. Serum kreatinin diizeyi ile bobrek dokusundaki GPX arasinda negatif korelasyon
tespit edildi (r= - 0.53, P=0.001). Pearson korelasyon testi ile bakilmistir.
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Sekil 7. Bobrek histolojik hasar derecesi ile serum kreatinin diizeyi arasinda pozitif (r=0.53,

P=0.001) korelasyon mevcut idi. Spearman korelasyon testi ile bakilmistir.
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Sekil 8. Histolojik evre ile bobrek dokusundaki katalaz arasinda negatif korelasyon tespit

edildi (r= - 0.32, P=0.05). Spearman korelasyon testi ile bakilmistir.
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Sekil 9. Histolojik evre ile bobrek dokusundaki SOD aktivitesi arasinda negatif korelasyon
tespit edildi (r= - 0.31 P=0.03). Spearman korelasyon testi ile bakilmistir.
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Sekil 10. Histolojik evre ile bobrek dokusundaki GPX aktivitesi arasinda negatif korelasyon
tespit edildi (r= - 0.36 P=0.02). Spearman korelasyon testi ile bakilmistir.
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5. TARTISMA

““Siganlarda  olusturulan  sisplatin = nefrotoksitesinde  kefirin  etkinliginin
degerlendirilmesi’’ isimli bu caligmamizda, i.p. sisplatin uygulamasinin sicanlarda serum
BUN ve kreatinin diizeylerini yiikselttigini tespit ettik. Sisplatin sonrasi anti-oksidan
enzimlerden olan katalaz ve GPX aktivitelerinin ve NO miktarinin bobrek dokusunda azaldig1
goriildii. Bununla birlikte sisplatinin siganlarin bobreklerinde belirgin tiibiiler hasara neden
oldugunu bulduk. Olusan tiibliler hasarin siddeti ile bobrek dokusundaki katalaz, SOD ve
GPX enzimlerinin aktiviteleri arasinda anlamli negatif korelasyon bulundu. Bununla birlikte
anti-oksidan 6zelligi bilinen kefir uygulamasmin sisplatin nefrotoksisitesinden koruyucu bir

etkisinin olmadig tespit edildi.

Deneysel sisplatin nefrotoksisitesi olusturmak i¢in bu ¢alismada 1999 yilinda Zhang
ve ark. (90) tanmimladig1 standart yontem kullanilmistir. Sisplatin nefrotoksisitesi igin standart
bir protokol olmasmna ragmen, sicanlarda kefir kullanimmma ait standart bir protokol
bilinmemektedir. Bu calismada kullanilan sisplatin dozu ile sisplatin nefrotoksisitesinin
olustugu biyokimyasal ve histopatolojik olarak gosterilmistir. Bununla birlikte kefir
eklenmesinin biyokimyasal parametreler ve histopatolojik degisikliklerde anlamli bir etkisi

gozlenmemistir.

Kefirin anti-oksidan aktivitesi daha once Lin ve arkadaslarmin yaptiklari ¢aliymada
gosterilmistir (91). Bu ¢alismada; in vitro olarak intestinal hiicre kiiltiiriinde Bifidobacterium
longum ve Lactobasillus acidophilus’un anti-oksidan aktiviteleri tiyobarbitiirik asit metoduyla
degerlendirilmistir. Sonugta her iki bakterinin de lipit peroksidasyonunu azalttig1
gosterilmistir. Gozlenen bu etkinin kefir tanelerinin direkt etkisine bagli oldugu bildirilmistir.
Cenesiz ve ark. (92) ise yaptiklar1 diger bir ¢aligmada, alt1 hafta siire ile kefir kullaniminin
sicanlarda ‘‘azoksimetan’ ile uyarilan doku hasarindan koruyucu etkisinin oldugunu
bildirmiglerdir. Bu etkinin gostergesi olarak ise karaciger, dalak ve kolon dokusunda kefir
kullanimi sonucunda kontrol grubuna gére MDA diizeylerinde belirgin artis olmamasi ile
gostermislerdir. Olusan bu olumlu etki kefirin kendisinin direkt etkisi ile olugsmustur. Ancak
oragastrik verilen kefirin karaciger ve dalakta gosterdigi sistemik etkinin mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Bu c¢alismada ise kefirin belirgin anti-oksidan etkinin
goriilmemesinin cesitli nedenleri olabilir. 1k olarak; kefirin kullamm siiresi kisa olabilir.
Ikinci olarak; uygulanan kefir miktar1 az olabilir. Uciincii olarak; ise kefir tanesinin

icerigindeki laktobasillerin anti-oksidan etkinligi daha 6nce gdsterilen bakteri tiirlerini igerip
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icermedigi bilinmemektedir. Ancak yine de bu calisma kefirin deneysel nefrotoksisitedeki

etkinliginin degerlendirildigi ilk ¢aligma olma 6zelligini tagimaktadir.

Sisplatin kullanilan kanser hastalarinin yaklasik {icte birinde gozlenen en 6nemli yan
etki akut bobrek yetmezligi gelismesidir. Uygulanan hidrasyon tedavisi her zaman
nefrotoksisite gelisimini 6nleyememektedir ve tedavinin kesilmesine neden olmaktadir. Bu
nedenle sisplatinin nefrotoksisitesini azaltmaya ve/veya ortadan kaldirmaya yonelik
caligmalar yapilmaktadir. Ozellikle son on yilda yapilan calismalar oksidatif stresin sisplatin
nefrotoksisitesinde dnemli bir roliiniin oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle ¢esitli anti-
oksidanlarin sisplatin nefrotoksisitesindeki koruyucu etkinligi arastirilmistir. Vitamin E (45),
kafeik asit fenetil ester (CAPE) (6) ve erdostein (5) gibi anti-oksidan 6zelligi olan maddelerin
sisplatin nefrotoksisindeki olumlu etkilerinin gosterilmesi diger anti-oksidanlarm da

etkinliginin arastirilacagi ¢aligmalarin Oniinii agmaistir.

Serbest oksijen radikalleri aracilifiyla gelisen peroksidasyon, sisplatine bagh
toksisitede sorumlu bir mekanizma olarak bildirilmistir. Serbest oksijen radikalleri ortama
salindiginda lipit peroksidasyonuna neden olarak hiicre zarinin akiskanhginda ve
gecirgenliginde degisikliklere neden olmaktadir (93). Bunun bir gostergesi olarak ise lipit
peroksidasyon Tiriinleri artmaktadir. Bu amagla doku MDA diizeyi siklikla kullamlmagtir.
Sisplatin sonrast doku MDA diizeylerinin arttigin1 gosteren ¢aligmalar oldugu gibi (85,94-96)
anlamli bir artisin olmadigini bildiren ¢alisma da mevcuttur (6). Bu ¢calismamizda ise kontrol
grubu ile karsilastirildiginda sisplatin uygulanan grupta anlamli bir artisin olmadig1 tespit
edilmistir. Bu sonu¢ Ozen S (6) ve arkadaslarmm yaptiklar1 calismanm sonucuyla benzerdir.
Beklenen MDA artisinin olmamasinin birkag nedeni olabilir. Ik olarak ortamdaki MDA nin
mitokondrial hasar sonucu ortaya ¢ikan aldehit dehidrogenaz tarafindan hizla metabolize
edilmesi olabilir. Ikinci olarak ise sisplatinin aldehit dehidrogenaz ekspresyonunda artisa
neden olmasi olabilir. Zira, Townsend ve arkadaslar1 (97) li¢ tip mitokondrial aldehit
dehidrogenaz tanimlamiglar ve tip III’lin ekspresyon artisginin aldehit aracili lipit

peroksidasyonundan koruyucu etkisi oldugunu bildirmistir.

Kefir ve sisplatinin beraber kullanildig1 grupta bobrek dokusundaki MDA diizeyi diger
iic gruptan da diisiik bulunmustur. Ozellikle kontrol grubuna gore istatistiki bir azalma soz
konusudur. Bu olas1 ¢eliski birkag mekanizma ile izah edilebilir. Birincisi; kefir kontrol
grubunda, kontrol grubuna gore anlamli olmasa da MDA’nin diisiik olmasi, kefirin lipit
peroksidasyonunu azalttigini diislindiirebilir. Ancak kefir kontrol grubu ve sisplatin kontrol

grubu arasinda MDA yoniinden benzerlik, kefir kontrol grubunda kefirin etkisine ve sisplatin
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kontrol grubunda mitokondrial hasar sonucu ortaya ¢ikan aldehit dehidrogenaz enzimine bagl
olabilir. Bu nedenle kefir + sisplatin grubunda; kefir ve sisplatinin neden oldugu aldehit
dehidrogenaz enzim saliniminimn aditif etkisi ile bu grupta en diisiik MDA diizeyi elde edilmis

olabilir.

Deneysel ¢alismalarda sisplatin kullanimi sonrast serum kreatinin diizeyinde iigiincii
giinden itibaren artig oldugu tespit edilmistir. Maksimun kreatinin artiginin ise besinci giinde
gerceklestigi bildirilmistir (5,98). Calismamizda da besinci giin sakrifiye edilen si¢anlardan
sisplatin uygulanan gruplarda belirgin bir artig oldugu gozlenmistir. Ancak kefir ve sisplatinin
beraber kullanildig1 grupta sadece sisplatin uygulanan grup ile karsilastirildiginda serum BUN
ve kreatinin diizeylerini istatistiki bir fark olmamasma ragmen daha yiiksek oldugunu tespit
ettik. Kullanilan kefirin proteinden zengin olmasi, kefir alan grupta serum BUN degerinin
daha yiiksek tespit edilmesini agiklayabilir. Bunun ile iliskili olarak yiiksek BUN degerleri,

iiremik semptomlara neden olarak prerenal azoteminin gelisimini de tetiklemis olabilir.

Oksidatif stres oksidan iiriinler ile anti-oksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan
diriinlerin artig1 ve/veya anti oksidan sistemlerin azalmasi yoniinde bozulmasidir. Oksidatif
hasar sisplatin nefrotoksisitesinde onemli bir mekanizmadir ve anti-oksidanlar ile yapilan
calismalarda olumlu sonuclar bildirilmistir. Serbest oksijen radikalleri hiicredeki ksantin-
ksantin oksidaz, mitokondri ve NADPH oksidaz sistemi tarafindan iiretilmektedir (4).
Sisplatin sonrasi her {i¢ yolla da serbest oksijen radikali olusmaktadir (37). Olusan radikaller
hiicrenin yap1 taslar1 protein, lipid ve DNA ile etkileserek yapisal hasara neden olmaktadir.
Bunlardan baska, sisplatin heksokinaz aktivitesini artirarak ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
enzimini uyararak serbest radikal olusumunu artirrken anti-oksidan iiretimini de
azaltmaktadir (38). Sisplatin sonras1 bobrek dokusunda O, anyonu (39), H,O; (40) ve OH"
artt1g1 bildirilmistir (41). Bunun bir yansimasi olarak anti-oksidan enzimlerin azaldig1 rapor
edilmistir. Bu enzimlerden siklikla bildirilenler SOD, GPX ve katalazdir (43,44). Bu
calismamizda da sisplatin sonrasi kontrol grubuna gére GPX ve katalaz enzim diizeylerinde
anlaml sekilde azalma tespit ettik. Bu bulgumuz daha once bildirilen ¢aligmalar ile uyumlu
idi. Ancak SOD seviyesinde anlamli bir azalma tespit edemedik. Bunun bir nedeni hidrojen

peroksit’in katalaz ve GPX i¢in ortak substrat olmasina bagl olabilir.

Sisplatin  uygulamasi  sonrasi1  goriilen anti-oksidan enzimlerdeki azalma
nefrotoksisitenin sebebinden c¢ok sonucu gibi goriinmektedir. Bununla birlikte sisplatinin
SOD gen “‘downregulasyonu’’na da neden oldugu bildirilmistir (4). Bu calismada serum

kreatinin diizeyi ile glutatyon peroksidaz aktivitesi arasinda anlamli bir negatif korelasyon
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tespit edildi. Daha dnceki ¢alismalarda bdyle bir iliski bildirilmediginden, bu iliski ilk kez bu
caligmada tespit edilmistir. Glutatyon peroksidaz enzimi katalaz enzimi ile ayni substrati
kullanmasina ragmen katalaz enziminden farkli olarak selenyum igeren bir enzimdir (99). Bu
enzimin sisplatin nefrotoksisitesinde azaldigi daha once bildirilmistir. Katalaz enziminden
farkli olarak sadece GPX enzimi ile serum kreatinin diizeyi arasinda negatif bir iliski
olmasmin nedeni bilinmemektedir. Ancak glomeruler filtrasyon hizinda azalma selenyum
metabolizmasini etkileyerek direkt olmasa da indirekt yolla (6r; GPX enziminde selenyumun
kullanimmi azaltarak) GPX enzim aktivitesini azaltiyor olabilir. Zira Naziroglu ve ark.
yaptiklar1 bir ¢calismada (99) selenyum verilmesinin GPX enzim aktivitesini artirdigini1 ve
selenyum verilmesinin sisplatin nefrotoksisitesinde koruyucu etkisi oldugunu tespit
etmislerdir (99).

Sisplatin nefrotoksisitesi baslica tiibiilointerstisyel lezyonlara neden olmaktadir.
Hayvan modellerinde sisplatin proksimal tiibiillerde ve Ozellikle dis medulladaki S3
segmentinde hasara neden olmaktadir. Ancak glomeriiler hasar olmamaktadir (100). insandaki
sisplatin toksisitesinde gozlenen histolojik degerlendirmelerle ilgili caligmalar sinirhidir
(101,102). Sisplatin baslica proksimal tiibiilii etkilese de, distal tiibiilde de hasara neden
olmaktadir (103). Olusan nekrozun siddeti doz bagimlidir (25). Biz de bu ¢alismada sisplatin
sonras1 benzer histopatolojik degisiklikler gelistigini tespit ettik. Ayrica olusan histopatolojik
degisiklikler ile anti-oksidan enzimler olan SOD, GPX ve katalaz arasinda anlamli bir negatif
korelasyon tespit ettik. Bu durum iki sekilde izah edilebilmektedir. ilk olarak sisplatin
kullanim1 sonrasi artan serbest oksijen radikallerinin mitokondrial hasar yolu ile (38) ve/veya
direkt olarak anti-oksidan enzim inhibisyonuna neden olmasi ile izah edilebilir (42,43). ikinci
olarak ise oksidatif hasar sonucu ortaya c¢ikan serbest oksijen radikallerinin tetikledigi
apopitoz mekanizmasinda anti-oksidan enzimlerin tiiketiminin bir sonucu olarak enzim
aktivitesi diismiis olabilir. Bu sonug ise sisplatin nefrotoksisitesinde gozlenen hiicresel nekroz
ve/veya apopitozda, oksidatif stresin dnemli roliiniin oldugunu gostermektedir.

Hiicre 6liimii, hiicrede gelisen yapisal degisikliklere gdre apopitoz ve nekroz olarak
simiflandirilmaktadir (104). Sisplatin nefrotoksisitesinde bobrek tiibiil hiicrelerinde nekroz
gelistigi gosterilmistir (105). Apopitozun da in vivo ve in vitro olarak sisplatin toksisitesinde
hiicre 6liimiinde O6nemli bir mekanizma oldugu gosterilmistir (106-108). Sisplatin diistik
dozda (50umol/L) uygulandiginda bobrek tiibiil hiicresinde nekroza neden olurken, yiliksek
dozda (2mmol/L) apopitoza neden oldugu bildirilmistir (109).

Apopitoz sisplatin toksisitesinde Onemli bir mekanizmadir. Apopitozda etkin

molekiiller Kaspase’lardir. Kaspase 1, 8 ve 9, kaspase 3 aktivasyonuna neden olarak bdbrek
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tiibiil hiicresinde apopitozu tetiklemektedir (110). Sisplatin kendisi direkt olarak kaspase 1
aktivasyonuna neden olarak apopitoza neden olabilmektedir (47). Yapilan deneysel ¢calismada
kaspase 1 “‘knockout’’ sicanlarda sisplatinin neden oldugu apopitozun daha az oldugu
gosterilmistir (111). Sisplatinin neden oldugu oksidatif hasar sonucu ortaya ¢ikan serbest
oksijen radikalleri de mitokondrial hasar ve kaspase 9 iizerinden apoptitozu tetiklemektedir
(4). Baek ve ark. tavsanlarda yaptiklar1 ¢alismada superoksit temizleyicisi olan ‘‘tiron’’
kullaniminin tiibiil epitelyum hiicresinin nekroz ve apopitozdan koruyucu etkisi oldugunu
gostermistir (109). Bu ¢aligmada histolojik evre ile her {i¢ anti-oksidan enzim arasinda tespit
edilen giiclii negatif korelasyon oksidatif hasarin nekroz ve apopitozda ne kadar etkili
oldugunu gostermektedir. Baek ve ark. da yaptiklari calismada katalazin hiicre nekrozundan
koruyucu etkisi oldugunu bildirmistir (109). Kefir eklenmesi ile anti-oksidan enzimlerde
anlamli bir degisiklik olmadiginin tespit edilmesi, kefirin sisplatin aracili tiibiil hiicre hasarina
olumlu bir etkisinin olmadigini gostermektedir.

Ozetle sisplatin kullaniminin artmasi beraberinde sisplatin nefrotoksisitesine bagl akut
bobrek yetmezligi olan hasta sayismin giderek artmasmma neden olmaktadir. Bu nedenle
nefrotoksisiteyi azaltacak ve/veya tiimiyle kaldiracak tedavi yaklasimlar1 oOnlimiizdeki

yillarda da giincel arastirma konusu olacaktur.
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6. SONUC

Bu caligmada i.p. olarak sisplatin uygulamasinin siganlarda serum BUN ve kreatinin
diizeylerini yiikselttigi gosterilmistir. Uygulanan sisplatinin bobrek dokusundaki anti-oksidan
enzimlerden katalaz ve GPX aktivitelerinde azalmaya neden oldugu bulunmustur. Ayrica
bobrek dokusunda NO miktarinin da azaldigi tespit edilmistir. Sisplatinin uygulanmasidan
sonra si¢anlarin bobreklerinde belirgin tiibiiler hasar meydana geldigi tespit edilmistir. Olusan
tiibiiler hasarin siddeti ile bobrek dokusundaki katalaz, SOD ve GPX enzimlerinin aktiviteleri
arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir Bununla birlikte anti-oksidan 6zelligi bilinen
kefir uygulamasimin sisplatin nefrotoksisitesinden koruyucu bir etkisinin olmadig1 ortaya

konmustur.
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7. OZET

SICANLARDA OLUSTURULAN SiSPLATIN NEFROTOKSITESINDE KEFIRIN
ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI

Bu calismada, sicanlarda olusturulan sisplatin nefrotoksisitesinde kefirin etkinligi
arastirildi. Calismaya toplam 36 Wistar-albino sigan alinarak iki adet sekizli ve iki adet onlu
toplam dort grup olusturuldu. Kontrol grubu giinde iki kez 1.5cc serum fizyolojik aldi, Kefir
kontrol grubu giinde 2 kez 1.5cc kefir aldi, Sisplatin grubu i.p. 7 mgkg (0.5 mg/ml
Cisplatinum Ebewe) ve giinde iki kez 1.5cc serum fizyolojik aldi, Sisplatint+kefir grubuna ise
i.p. 7 mg/kg (0.5 mg/ml Cisplatinum Ebewe) ve giinde 2 kez 1.5cc kefir aldi. Serum fizyoljik
ve kefir uygulamalar1 toplam yedi giin yapildi. Sisplatin enjeksiyonundan 5 giin sonra tiim
sicanlarin yagamina son verilerek kan drnekleri ve bobrekleri alindi. Sag bobrek biyokimyasal
islemler i¢in, sol bobrek ise histopatolojik inceleme igin kullanildi. Biyokimyasal analiz
olarak serumda BUN ve kreatinin, bobrek dokusunda ise anti-oksidan enzimler siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPX) enzim aktiviteleri ve nitréz oksit
miktar1 6lciildii. Ayrica bobrek dokusundaki malondialdehit seviyeleri 6lgiildii. Histopatolojik
degerlendirme i¢in tiibiiler hasarin siddeti degerlendirildi.

I.p. sisplatin uygulamasmin sicanlarda serum BUN ve kreatinin diizeylerini
yiikselttigini tespit ettik. Sisplatin sonrasi anti-oksidan enzimlerden olan katalaz ve GPX
aktivitelerinin ve NO miktarnin bobrek dokusunda azaldigi goriildii. Bununla birlikte
sisplatinin si¢anlarin bobreklerinde belirgin tiibiiler hasara neden oldugunu bulduk. Olusan
tiibiiler hasarin siddeti ile bobrek dokusundaki katalaz, SOD ve GPX enzimlerinin aktiviteleri
arasinda anlamli negatif korelasyon bulundu.

Bununla birlikte anti-oksidan &zelligi bilinen kefir uygulamasmin sisplatin
nefrotoksisitesinden koruyucu bir etkisinin olmadig1 tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Kefir, oksidatif stres, sisplatin nefrotoksisitesi.
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8. SUMMARY
ASSESSMENT OF THE EFFECT OF KEFIR
ON CISPLATIN-INDUCED NEPHROTOXICITY IN RATS

In this study, the effect of kefir on cisplatin-induced nephrotoxicity was assessed. A
total of thirty-six rats were included to the study and randomly divided into four groups (two
groups with eight rats, two groups with ten rats). Control group received 1.5cc serum
physiologic 2x1/day; Kefir-control group received 1.5cc kefir 2x1/day; Cisplatin group
received i.p. 7mg/kg (0.5mg/ml Cisplatinum Ebewe) and 1.5cc serum physiologic 2x1/day;
Cisplatintkefir group received i.p. 7mg/kg (0.5mg/ml Cisplatinum Ebewe) and 1.5cc kefir
2x1/day. Serum physiologic and kefir administrations were performed for seven days. All
animals were sacrificed five days after i.p. injection and blood samples with kidneys were
taken for analysis. Right kidney was used for biochemical analysis and left kidney was used
for histological examination. Biochemical analysis was as follows; serum bun and creatinine
levels, kidney tissue anti-oxidant enzyme activities superoxide dismutase (SOD), catalase and
glutathione peroxidase (GPX) with nitrous oxide level. Moreover, kidney tissue
malonyldialdehyde (MDA) level was measured. Renal tubular injury was assessed for
histological examination.

We found that i.p. cisplatinum administration increased serum bun and creatinine
levels. Both catalase and GPX enzymes activities and nitrous oxide level decreased in renal
tissue. Furthermore, we found that cisplatin administration caused tubular injury in rats. There
was a negative correlation between the severity of tubular injury and catalase, GPX and SOD
enzyme activities.

According to our findings, there was no beneficial effect of kefir administration on
cisplatin-induced nephrotoxicity in rats.

Key words: Cisplatin-induced nephrotoxicity, kefir, oxidative stres
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