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Kanser karmasik bir hastalik profiline sahip diinya ¢apindaki en biiyiik halk sagligi
sorunlaridan biridir. Bu hastaliga kars1 bircok tedavi yontemi kullanilmasina ragmen insan
sagligmi tehdit eden nedenler arasinda olma 6zelligini muhafaza etmektedir. Kullanilan
tedavi yontemlerinden biri olan kemoterapide bir¢ok ila¢ kullanilmaktadir ve bu ilaglardan
biri de cisplatindir. Yapilan calismalarda cisplatinin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimni
engellerken ayni zamanda saglikli hiicreleri de etkileyerek bir¢ok yan etkiye sebep oldugu
bildirilmistir. Cisplatin kullanimmin yan etkileri 6zellikle reaktif oksijen tiirlerine (ROS)
atfedilmekte olup bu yan etkilere kars1 koruyucu yeni yaklasimlar gelistirilmektedir. Bu
amag dogrultusunda antioksidan maddeler ile cisplatinin birlikte kullaniminin oldugu birgok

calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmada, ratlarda cisplatine bagl olarak olusan DNA hasari,
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oksidatif stres artigi, apoptoz, inflamasyon ve nefrotoksisite gibi hasarlara karsi
Rhododendron luteum yaprak ekstraktinin koruyucu etkisinin incelenmesi amaglanmuistir.
Cisplatin kaynakli nefrotoksisite modeli Wistar Albino tiirii disi siganlarla olusturulmus olup
sicanlar rastgele 5 farkli gruba (n=6; kontrol grubu, dimetil siilfoksit (DMSO) grubu,
cisplatin grubu, 12,5 mg/kg Rhododendron luteum tedavi grubu ve 25 mg/kg Rhododendron
luteum tedavi grubu) ayrildi. Kontrol grubuna 6 giin 0,5 ml’lik serum fizyolojik, ¢6ziicii
grubuna 6 giin 0,5 ml’lik DMSO, cisplatin grubuna 1. giin tek doz 7,5 mg/kg’lik cisplatin ve
5 giin 0,5 ml’lik serum fizyolojik, tedavi gruplarma ise 1. giin 7,5 mg/kg’lik cisplatin ve 5
giin 0,5 ml’lik Rhododendron luteum ekstrakti (12,5 mg/kg ve 25 mg/kg) intraperitoneal
olarak verildi ve ratlar 7. giinde sakrifiye edildi. Bobrek dokusunda ve kanda; malondialdehit
(MDA), toplam antioksidan kapasite (TAS), toplam oksidan kapasite (TOS), oksidatif stres
indeksi (OSI), siiperoksit dismutaz (SOD), Kaspaz-3, tiimdr nekroz faktor-alfa (TNF-o),
glutatyon (GSH), 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyleri 6l¢iildii ve bobrek
dokusunun histopatolojik degerlendirmesi yapildi. Bobrek doku Orneklerinde tedavi
grubunun cisplatin grubuna gére MDA, TOS, OSI, Kaspaz-3, TNF-a, 8-OHdG anlamli
diizeyde azalirken (p<0.05), GSH seviyelerinin anlamli diizeyde arttig1 goézlemlendi
(p<0.05). Serum drneklerinde MDA, TOS, OSI, TNF-a seviyeleri anlaml1 diizeyde azalirken
(p<0.05) GSH ve TAS seviyeleri anlamli diizeyde arttigi gozlemlendi (p<0.05).
Histopatolojik incelemede ise tedavi gruplarmin cisplatin grubuna kiyasla hasar skorunu
azalttigt gozlemlendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda cisplatinin ratlarda
nefrotoksisiteye neden oldugu ve olusan bu toksisite lizerine Rhododendron luteum’un

koruyucu etkilerinin oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Cisplatin, Nefrotoksisite, Oksidatif stres, Rhododendron luteum
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Cancer is one of the largest public health problems worldwide with a complex disease
profile. Although many treatment methods are used against this disease, it remains among
the causes that threaten human health. There are many drugs in chemotherapy, one of the
treatment methods used, and one of these drugs is cisplatin. Studies have reported that while
cisplatin prevents the proliferation of cancer cells, it also affects healthy cells and causes
many side effects. Side effects of cisplatin use are especially attributed to reactive oxygen
species (ROS), and new approaches are being developed to protect against these side effects.
For this purpose, there are many studies in which antioxidant substances and cisplatin are
used together. In this study, it was aimed to investigate the protective effect of

Rhododendron luteum leaf extract against damages such as DNA damage, oxidative stress
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increase, apoptosis, inflammation and nephrotoxicity caused by cisplatin in rats. Cisplatin-
induced nephrotoxicity model was created with female Wistar Albino rats, and the rats were
randomly assigned to 5 different groups (n = 6; control group, dimethyl sulfoxide (DMSQO)
group, cisplatin group, 12.5 mg / kg Rhododendron luteum treatment group and 25 mg / kg
Rhododendron luteum treatment group). 0.5 ml saline solution for 6 days, 0.5 ml DMSO for
6 days for the control group, 7.5 mg / kg cisplatin for the first day and 0.5 ml for 5 days for
the cisplatin group. Saline was administered to the treatment groups intraperitoneally, 7.5
mg / kg cisplatin on the first day and 0.5 ml Rhododendron luteum extract (12.5 mg / kg-25
mg / kg) for 5 days was sacrificed in the day. In kidney tissue and blood; malondialdehyde
(MDA), total antioxidant capacity (TAS), total oxidant capacity (TOS), oxidative stress
index (OSI), superoxide dismutase (SOD), Caspase-3, tumor necrosis factor-alpha (TNF-
a), glutathione (GSH), 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) levels were measured and
histopathological evaluation of the kidney tissue was made. MDA, TOS, OSlI, Caspase-3,
TNF-a, 8-OHdG significantly decreased (p <0.05), while GSH levels increased significantly
(p <0.05). In serum samples, while MDA, TOS, OSI, TNF-a levels decreased significantly
(p <0.05), GSH and TAS levels increased significantly (p <0.05). In histopathological
examination, it was observed that the treatment groups decreased the damage score
compared to the cisplatin group. According to the results, it was observed that cisplatin
caused nephrotoxicity in rats and Rhododendron luteum had protective effects on this

toxicity.

Keywords: Cisplatin, Nephrotoxicity, Oxidative stress, Rhododendron luteum
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1.GENEL BILGILER
1.1. Giris

Karmasik bir hastalik profiline sahip olan kanser diinya ¢apinda en biiyiik halk saglig1
sorunlarindan biridir (Hanahan ve Weinberg, 2011; Fouad ve Aanei, 2017). Her yil
milyonlarca insanmi etkileyen kanser hastaliginin Uluslararas1 Kanser Arastrma Ajansi
(IARC) tarafindan elde edilen bilgilere gore 2018 verileri ve 2040 tahminleri
karsilastirildiginda diinyadaki kansere bagli 6liim sayisinin ve kanser vakalarinin yaklasik
olarak 1.6 ya da 1.7 kat artarak sirasiyla 16.4 ve 29.5 milyona ¢ikacagi dngoriilmektedir.
Kanser hastaligmin diinyada bu kadar yaygin olmasindan ve Oliimlere sebebiyet
vermesinden dolay1 giiniimiizde bu hastalikla miicadele i¢in bircok ¢alisma yapilmaktadir.
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) niin 2018 yilinda yaymlamis oldugu Kanser Ilaglarmm
Fiyatlandirilmas1 ve Etkileri rapora gore (WHO 2018) 2012 yilinda, kanser ilaglarina ve
kanserle ilgili destek bakimina yapilan kiiresel harcama miktar1 90,9 milyar ABD dolari,
2017 yilinda ise bu miktarin 133 milyar ABD dolar1 oldugu belirtilmistir. Kanser ilacina
harcanan finansal destekler karsilastirildiginda yillik biliylime oranmin ise %7,9 oldugu
belirtilmektedir (WHO, 2018). Yapilan ¢alismalara ciddi miktarlarda biitgeler harcanmasina
ragmen kanser, insan saghigmi tehdit eden nedenler arasinda olma 6zelligini devamli
muhafaza etmektedir.

Kanser hastaliginda radyoterapi, hedefe yonelik tedaviler, hormon tedavisi,
immiinoterapi, cerrahi tedavi ve kemoterapi gibi tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Tedavi
yontemlerinden biri olan kemoterapinin 1940'larda ortaya ¢ikmasi, kanser hastalarinin
tedavileri i¢in radyasyon tedavisine ek olarak klinisyenlere terapotik bir segenek saglamistir
(Chabner ve Roberts, 2005). Kemoterapide kullanilan birgok ilag vardir ve bu ilaglardan biri
de kanserde yaygin kullanilan ve hiicre siklusundan bagimsiz bir ilag olan cisplatindir (Ttirk,
2013). Cisplatin (CP) alkilleyici bir ajan olarak yumurtalik, akciger, gogiis, testikiiler, bas
ve boyun gibi ¢esitli kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Hasanvand vd., 2018). Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda CP’nin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasmi durdurmaya
calisirken ayni zamanda saglikli hiicreleri de etkiledigi gozlemlenmis olup bu hiicreler
tizerine pek ¢ok yan etkiye neden oldugu belirtilmektedir. Bu yan etkilerinden en 6nemlisi

nefrotoksisite olarak bilinmektedir. Nefrotoksisite sonucunda bobrek fonsiyonlar: hizla



bozulmakta ve plazmada kreatinin ve iire diizeylerinde yiikselmeler meydana gelmektedir
(Jacob ve Lavakumar, 2016).

CP’nin hiicrelere yapmis oldugu toksik etkinin mekanizmasitam olarak bilinmese de
bu mekanizma ile ilgili bir¢ok teori vardir. Bu teorilerden biri de serbest radikallerin artigia
bagli meydana gelen oksidatif stres artigidir. CP reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) olan
stiperoksit iyonlarmi ve hidroksil radikallerini tiretebilmekte ve bunlarla birlikte antioksidan
enzimlerden olan glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi enzimlerinin
aktivitelerini baskilayabilmektedir. Bu nedenlerden dolayr CP hiicre memranlarinda lipid
peroksidasyonuna ve DNA hasarina sebep olarak toksisiteye neden olmaktadir (Yapar vd.,
2009; Elsherbiny vd., 2016). ROS’lardan etkilenen DNA’nin yapisinda bulunan bazlarda
yaklasik olarak 23 farkli oksidatif modifikasyon meydana gelmektedir. Bu baz
modifikasyonlari arasinda en fazla bilineni 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) dir ve
bu modifikasyonda guanin molekiiliiniin 8. karbon atomuna hidroksil (OH") radikalleri etki
ederek oksidasyona sebep olmaktadir (Yokus ve Cakir, 2002; Atmaca ve Aksoy, 2009;
Kroese ve Scheffer, 2014). CP kullanimi nedeniyle meydana gelen oksidatif stres durumu
ortamda bulunan serbest radikallerin uzaklastirilamamasi {izerine apoptozu baslatabilir
(Karakan ve Nazlikul, 2017). Apoptoz mekanizmasi normalde enfekte olmus, hasar gormiis
hiicreleri uzaklastirir ancak bu mekanizmanm saglikli hiicrelerde gergeklesmesi birgok
patolojik hastaligi ortaya ¢ikarmaktadir. Doku hasar1 ya da fiziksel stres sonrasi kanda ilk
saptanabilen ve inflamasyon ile karakterize edilen bir sitokin olan tiimor nekroz faktor-alfa
(TNF-a)’nin CP kaynakli nefrotoksisite de tiretimi artmaktadir (Cayakar, 2018; Sierra vd.,
2018). CP kullanimmin yan etkileri 6zellikle ROS’lara atfedilmekte olup bu yan etkilere
kars1 koruyucu yeni yaklasimlar gelistirilmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda antioksidan
maddeler ile CP’nin birlikte kullanimimnin oldugu bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Silici vd.,
2009; Kumar ve Pandey, 2013; Cift¢i vd., 2014; Tohamy vd., 2014 ). Bu calismalarda
organizmadaki oksidatif stres durumu genelde lipit peroksidasyonun son {iriinii olan MDA
(malondialdehit), CAT (katalaz), GSH (rediikte glutatyon) ve SOD (siiperoksit dismutaz)
gibi antioksidan enzimlerin 6l¢iimii ile belirlenmektedir (Silici vd., 2009; Tohamy vd., 2014;
Kahraman, 2019). Antioksidanlar ROS’larmn canlilarda meydana getirdigi hasarlar1 ortadan
kaldiran savunma sistemidir. Bu sistem karsinojenlerin, toksik radikal reaksiyonlarmn ve
ilaglarn zararli etkilerine karsi hiicreleri dogrudan ya da dolayli yoldan korumaktadir

(Mercan, 2004).



Tibbi amagla kullanilan bitkilerin tibbi degerleri genellikle fitokimyasal igeriklerine
baghidir. Bu fitokimyasallarin en 6nemlileri alkaloidler, tanenler, flavanoidler ve fenolik
bilesiklerdir (Arunkumar ve Muthuselvam, 2009; Padmavathi, 2013). Bitkilerin sekonder
metabolitleri olan fenolik bilesikler birgok tibbi 6zellik (antioksidan, anti-enflamatuar,
antikanser, kardiyoprotektif, antimikrobiyal, anti-aging vb.) gosterebilir. Bu nedenle,
polifenoller ya da polifenol igeren dogal liriinler kardiyovaskiiler hastaliklar, yaslanma,
diyabet, norodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi oksidatif strese bagli hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisi i¢in potansiyel ajanlar olarak kullanilmaktadir (Pandey ve Rivzi, 2009;
Li vd., 2014). Ulkemiz, iklim 6zelliklerinin etkisiyle ve gesitli topografik yapilari ile 3
floristik bolgeye sahiptir ve bu bdlgere sahip olmasi biyogesitlilik agisindan zengin bir lilke
olmasini saglamaktadir (Eminagaoglu vd., 2014; Yazici, 2018). Bu biyogesitlilik i¢inde yer
alan bitki tiirlerinden biri de lilkemizin Karadeniz Bolgesi’nde yer alan Rhododendron
tirleridir. Rhododendron tiiriinden olan sar1 ¢igekli ormangiilii (Rhododendron luteum) halk
arasinda egri ¢icegi, ¢ifin, sar1 agu olarak da bilinmekte ve ila¢ olarak agr1 kesici, idrar
soktiiriicli ve romatizma agrilarini gidermek igin kullanilmaktadir (Popescu ve Kopp, 2013).
Bunlarin yaninda inflamasyon ve mantar enfeksiyonlarina karst da kullanildigi
bildirilmektedir (Demir vd., 2016). Ayn1 zamanda yapilan ¢alismalarda Rhododendron
luteum bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarinin giiglii antioksidan ve antikanser 6zelliklere
sahip oldugu belirtilmektedir (Demir vd., 2016; Turan vd., 2018; Demir vd., 2018).

1.2. Calsmanin Amaci

Yiiksek antioksidan 6zelligine sahip olmasma ragmen literatiirde Rhododendron
luteum yaprak ekstraktinin ratlar tizerinde olusturulan CP kaynakli nefrotoksisite, DNA
hasar1 ve bazi biyokimyasal parametreler lizerine koruyucu 6zelligini inceleyen bir calisma
bulunmadig1 tespit edilmis olup buradan hareketle bu ¢aligmada giiglii antioksidan 6zelligi
belirlenmis olan Rhododendron luteum yaprak ekstraktinin CP’ye bagli olarak olusan DNA
hasari, oksidatif stres artigi, apoptoz, inflamasyon ve nefrotoksisite gibi hasarlara karsi

koruyucu etkisinin in-vivo olarak incelenmesi amaglanmistir.
1.3. Kanser

Yetigkin bir insanin yaklasik olarak 10 hiicreden meydana geldigi bilinmekte ve var
olan bu hiicrelerin 6liimleri ile boliiniip farklilagsmalar1 bir denge i¢indedir. Fakat kanser

hastalarinda bu dengenin bozuldugu bilinmektedir. Kanser, hiicrelerin 6liimii ve ¢ogalmasi
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arasindaki dengenin azalmis apoptoz veya asir1 hiicre proliferasyonu nedeni ile meydana
geldigi patolojik bir olaydir (Demir, 2015). Bu patolojik olay karmasik bir hastalik profiline
sahiptir ve diinya ¢apinda en biiyiikk halk sagligi sorunlarindan birisidir (Hanahan ve
Weinberg, 2011; Fouad ve Aanei, 2017; Igbal vd., 2018). Her yil milyonlarca insani
etkileyen kanser hastaliginin Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan elde
edilen bilgilere gore 2018 verileri ve 2040 tahminleri karsilastirildiginda diinyadaki kansere
bagl 6liim sayisinin ve kanser vakalarmin yaklasik olarak 1.6-1.7 kat artarak sirasiyla 16.4
ve 29.5 milyona ¢ikacagi ongoriilmektedir. Kanser hastaliginin diinyada bu kadar yaygin
olmasindan ve 6liimlere sebebiyet vermesinden dolay1 giiniimiizde bu hastalikla miicadele
icin birgok c¢alisma yapilmaktadrr. Diinya Saglik Orgiiti (WHO)’niin 2018 yilinda
yaymlamis oldugu Kanser Ilaglarinm Fiyatlandirilmasi ve Etkileri rapora gore (WHO 2018)
2012 yilinda, kanser ilaglarina ve kanserle ilgili destek bakimina yapilan kiiresel harcama
miktar1 90,9 milyar ABD dolar1, 2017 yilinda ise bu miktarm 133 milyar ABD dolar1 oldugu
belirtilmistir. Kanser ilacina harcanan finansal destekler karsilastirildiginda yillik biiytime
oraninin ise %7,9 oldugu belirtilmektedir (WHO, 2018). Yapilan calismalara ciddi
miktarlarda biitceler harcanmasina ragmen kanser, insan saghigmi tehdit eden nedenler

arasinda olma 6zelligini devamli muhafaza etmektedir.

Kanser hastaliginda radyoterapi, hedefe yonelik tedaviler, hormon tedavisi,
immiinoterapi, cerrahi tedavi ve kemoterapi gibi tedavi yontemleri uygulanmaktadir.
Kemoterapinin amac1 kanser hiicrelerini kemoterapotik ajanlar kullanarak 6ldiirmektir. Bu
yontemde kullanilan bir¢ok kemoterapotik ajan vardir ve bu ajanlardan biride akilleyici

Ozellige sahip cisplatindir (Baykara, 2016).

1.4. Cisplatin

Cisplatinin 1960’larda bir anti-kanser ilac1 olarak kesfi, kanser tedavisinde yeni bir
donem baslatmustr (Florea ve Biisselberg, 2011). Ilacin kesfi 1965 yilinda tesadiif eseri
olmus olup Rosenberg ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada Escherichia coli bakterilerini
platin elektrotlar1 olan bir biliylime ¢6zeltisinin i¢inde inkiibe etmis ve bakteri hiicrelerinin
alisilmisin diginda biiylimelerinin smirlandigmi ve bu hiicrelerin flament6z bir sekil aldigini
belirtmistir (Rosenberg vd., 1965; Manohar ve Leung, 2017). lk olarak 1978’de yumurtalik
ve testis kanserlerindeki kullanimi icin ABD Gida ve Ilag Idaresi CP’yi antineoplastik ajan
olarak onaylamis olup daha sonraki yillarda ise bu kanserlere ek olarak mesane, bas ve

boyun, 6zefagus, meme, kiigiik hiicreli dis1 akciger, servikal, mide, prostat kanserleri,
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Hodgkin ve Hodgkin dis1 lenfomalar, néroplastom sarkomala, multipl miyelom, melanom
gibi hastaliklarda da kullanimina izin vermistir (Manohar ve Leung, 2017).

Metaller, baz1 hiicresel siiregler i¢in gereklidir ve cisplatin (CP) metal igeren bir ilactir
(Florea ve Biisselberg, 2011). CP iki klorid ve iki amonyaga bagl bir platin atomundan
olusan kiiciik ve son derece basit bir molekiildiir ve Sekil 1.1°de cisplatinin molekiiler yapisi

gosterilmektedir (Ruggiero vd., 2013; Rocha vd., 2018).

H3N Cl

Pt
H3N Cl

Sekil 1. 1. Cisplatinin molekiiler yapis1

Basit bir molekiil olmasina ragmen CP ¢ok gii¢lii bir ilagtir. Sitozolde oldugu gibi
diistik kloriir konsantrasyonu kosullarinda CP, bir ya da iki kloridin su molekiilleri ile yer
degistirdigi bir isleme tabi tutulur. H2O ile yer degistiren CI’ler CP’nin oldukga reaktif hale
gelmesini saglar ve c¢esitli biyomolekiillere kolayca baglanabilir formunu olusturur. Bu
reaktif formu Sekil 1.2.A’da gosterilmistir. Reaktif formunda CP, DNA bazlarma kovalent
olarak baglanir ve DNA eklentileri olusturur. CP 6zellikle piirin bazlarinin niikleofilik N7
bolgeleri ile reaksiyona girer ve bir ¢ift reaksiyon, piirinleri kovalent olarak baglayabilir. CP,
ayni1 iplik lizerinde bulunan piirinlere zincir i¢i eklentiler ya da alternatif olarak farkli iplikler
iizerindeyse zincirler arasi capraz bag seklinde baglanir. Intrastrand ve interstand ¢apraz bag
Sekil 1.2.B’de gosterilmistir (Siddik, 2003; Rocha vd., 2018). CP’nin DNA’ya baglanmasi
transkripsiyonu ve DNA sentezini bloke eder. Hiicre dongiisii durur ve DNA onarim

mekanizmalarinin yetersizliginde ve asir1 hasar durumunda, hiicreler apoptoza yonlendirilir.
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Sekil 1.2. Cisplatin aktivasyonu ve DNA hasar1 indiiksiyonu (Rocha vd., 2018).

Cisplatin, gastrointestinal sistemde absorbsiyonu zayif olan bir ilagtir. Bu nedenle
intraperitonal ya da intraven6z olarak uygulanmaktadir (Crom vd., 1987). Viicut sivilarina
ve tim dokulara hizli bir sekilde yayilim gosteren CP’nin karacigere, testislere, ince
bagirsaga ve bobreklere yiiksek seviyede niifuz ettigi belirtilmistir. Ilacn %901 bobrek
tarafindan %10°u ise safra tarafindan elemine edilmektedir (Ruggiero vd., 2013).

CP, kati tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan en etkili antikanser
ajanlarindan biridir. Bu nedenle birgok kanser tiiriinde tedavi i¢in kullanilmaktadir. Fakat
son zamanlarda CP ile ilgili yapilan ¢aliymalarda ilacin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
durdurmaya ¢alisirken ayni zamanda normal hiicrelere de etki ettigi gézlemlenmis ve saglikli
hiicreler tizerine pek ¢ok yan etkiye sebep oldugu belirtilmistir (Silici vd., 2009; Kumar ve
Padey, 2013; Tohamy vd., 2014).



1.4.1. Cisplatinin Yan Etkileri

Cisplatin kemoterapide siklikla kullanilan bir ilag olmasina ragmen normal dokular
tizerinde hepatoksisite, kardiyotoksisite, ndrotoksisite ve nefrotoksisiteyi de igeren 6nemli
yan etkiler olusturmaktadir. CP’nin tedavisinde goriilen doz simirlayici ve en ciddi yan etki
nefrotoksisitedir. Bobreklerde ozellikle proksimal ve distal tiibiilleri etkilemektedir. Bu
tiibiiller CP’nin etkisiyle genislemekte ve tortu olusturmaktadir. Bu olayda nekroza
sebebiyet verir ve bunun sonucunda bobrekte glomeriiler filtrasyon hiz1 azalir, kan iire azotu
(BUN) ve serum kreatinin miktarlar1 artar (Nakamura vd., 2010; Dasari ve Tchounwou,
2014; Jacob ve Lavakumar, 2016; Cao vd., 2018; Ding, 2019). CP bdbrek tiibiillerinin
ozellikle dis medulla kismindaki proksimal tiibiillerinin S3 segmentinde birikmekte ve bu
birikim nefrotoksik etki yaratmaktadir ( Kroning vd., 2000; Koken, 2018).

Cisplatinin hiicrelerdeki toksik etkisinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak
bilinmese de ortaya bircok teori atilmistir. Bu teorilerden biri de serbest radikallerin artigia
bagl meydana gelen oksidatif stres artisidir. Ciinkii CP gerek hidroksil radikalleri gerekse
stiperoksit iyonlar1 gibi reaktif oksijen molekiillerini iiretebilmekte ve bunlarin yaninda
antioksidan enzimlerden olan siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin
aktivitelerini baskilayabilmektedir. Bu nedenlerden dolayr CP, DNA hasarina ve hiicre
memranlarinda lipid peroksidasyonuna sebep olarak toksisiteye neden olmaktadir (Yapar
vd., 2009; Elsherbiny vd., 2016).

Yapilan ¢alismalarda CP’nin bobrek hiicrelerinin i¢ine alimmi saglayan iki farkli
memran tagiyici tanimlanmistir ve bu memran tasiyicilar CTR1 ve organik katyon tastyicisi
(OCT)2’dir. OCT2’nin bobreklere CP’nin alinmasina ve nefrotoksisiteye aracilik etmede
onemli bir role sahip oldugu belirtilmektedir. CP, OCT2 ve daha az 6l¢iide CTR1 tasiyicilari
ile renal epitel hiicrelerine girmektedir. Hiicre igine alimmin ardindan mitokondriyal ve
niikleer DNA’ya zarar verir ve mitokondriyal ve mitokondriyal olmayan hiicre apoptozu ve
nekroz yollarinin aktivasyonuna yol agan ROS’lar1 tiretmektedir. Sekil 1.3’te CP’nin hiicre

icine alimi1 ve CP kaynakli epitel hiicre 6liim yollar1 gosterilmektedir (Miller vd., 2010).
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Sekil 1.3. Cisplatin kaynakl epitel hiicre 6liim yollar1 (Miller vd., 2010).

Cisplatin nefrotoksisitesinde mitokondriyal yolak temel apoptoz yolagi olarak
belirtilmektedir (Pabla ve Dong, 2008). CP tedavisi bobrek hiicrelerinde myeloid hiicre
16semisi-1 (Mcl-1), B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) ve Bcl-2 iliskili X proteini (Bax) gibi
antiapoptotik proteinlerin azalmasia neden olmaktadir (Jiang vd., 2006; Yang vd., 2007).
Ayrica pro-apaoptotik proteinle anti-apoptatik Bcl-2 protein oraninin yiikselmesine de neden
olmaktadir (Wei vd., 2007; Sheikh-Hamad vd., 2004). Bu degisiklik dis mitokondri
menbranmin gegirgenligini arttrmakta ve mitokondriden serin proteaz HTRAL/Omi,
apoptoz indiikleyici faktor (AIF),endo niikleaz G, ikincil mitokondri kokenli kaspaz
aktivatorii (Smac/DIABLO) ve sitokrom ¢ gibi apoptotik faktorler salinmaktadir (Strasser
vd., 2000; Danial vd., 2004;). Sitozole salinan sitokrom ¢ Apaf-1 proteinine baglanip bu
proteinde konformasyonel degisikliklere neden olmaktadir. Bu olayin sonucunda kaspaz-9
daha sonra kaspaz-3 aktiflestirerek kaspaz bagimli apoptoz baslamaktadir (Pabla ve Dong,
2008).

Cisplatin nefrotoksisitesi iflamatuar yanita ve ekstrinsik apoptoz yolagmna katki
saglayarak TNF-o sentezine ve TNFR (tiimor nekroz faktor reseptorii)’nin ekpresyonunun
artmasina neden olmaktadir. Ekstrinsik apoptoz yolaginda daha ¢ok TNFR1, inflamatuar
yanit ile de TNFR2’nin iliskili oldugu belirtilmistir (Ramesh ve Reeves, 2003; Tsuruya vd.,



2003; Sanchez-Gonzalez vd., 2011). Ekstrinsik 6liim reseptorii yolaginda da kaspaz-8,

kaspaz-3’ii aktivite etmekte ve sonucunda renal tiibiil hiicre apoptozu gerceklesmektedir
(Tsuruya vd., 2003).

1.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller eslesmis elektronlara saldirip onlardan elektron alabilen veya
elektron verebilen molekiillerdir. Eslenmemis elektronlara sahip atomlar ya da molekiiller
olarak bilinen serbest radikaller pozitif, negatif veya notr yiike sahip olabilmektedir (Brieger
vd., 2012; Sezer ve Keskin, 2014). Bu molekiiller nitrojen ya da oksijen kaynakli
olabilmektedir ve bu molekiiller Toblo 1.1°de verilmistir ( Karabulut ve Giilay, 2016a).

Tablo 1.1. Serbest radikal tiirleri (Karabulut ve Giilay, 2016a).

1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Nonradikaller Radikaller

Hidrojen peroksit H202 Stiperoksit Oz

Hipobromoz asit HOBr Peroksil ROO

Singlet oksijen 10, Hidroksil OH'

Hipokloroz asit HOCI Alkoksil RO

Ozon O3 Lipid peroksil LOO
Hidroperoksil HO2

2. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)

Nonradikaller Radikaller

AlKil peroksinitrit ROONO Nitrik oksit NO

Nitroksil anyonu NO Nitrojen dioksit NO2

Nitril klorid NO:CI

Nitrosil katyonu NO+

Nitronyum katyonu NO2 +

Nitrik asit HNO:

Peroksinitrit ONOO

Dinitrojen tetroksid N204

Peroksinitrik asit ONOOH

Dinitrojen trioksid N203

Bir¢ok organizmada serbest radikaller normal metabolizma sirasinda tiretilmektedir.
Viicudun vazgegilmez bir elementi olan oksijenin, viicuda alindiginda yaklasik olarak %3
ila %5’inin serbest radikallere doniistiigii ve bunun da reaktif oksijen tirlerinin devamli
olarak hiicrelerde tiretilmesine sebep oldugu belirtilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS),

oksijen igeren molekiillerdir. Bu molekiiller siiperoksit anyonu (O2"), hidrojen peroksit



(H202) ve hidroksil radikalleri (OH") olarak bilinmektedir (Cross vd., 1987; Sezer ve Keskin,

2014).

1.5.1. Serbest Radikal Kaynaklar

Organizmalarda bulunan ROS ve RNS’ler eksojen ve endojen kaynaklardan

meydana gelebilir.

Eksojen kaynaklar;

Organik maddelerin pisirilme esnasinda yakilmasi,

X-rays 1smlari, UV 1smlar, mikrodalga 1ginlari,

Volkanik faaliyetler,

Hava kirleticileri (karbonmonoksit, formaldehit, toliien ve ozon),
Kimyasallar (boya, bocek ilaci, tiner, temizlik iiriinii ve parfiim),
Su kirletici maddeler (kloroform ve diger trihalometanlar),

Sigara ve alkol kullanim1 sonucunda olusabilmektedir.

Endojen kaynaklar;

Sitokinler yangi durumunda serbest birakilmaktadir ve sonucunda makrofajlar ve
notrofiller tarafindan,

Aecrobik solunum sirasinda mitokondride elektron transport sisteminden katalize
edilen oksijenler tarafindan,

Plateletler, diiz kas hiicreleri ve arasidonik asit metabolizmasi tarafindan,

Lipit peroksidasyonu, mitokondriyel sitokrom oksidaz ve ksantin oksidaz gibi ¢esitli
kaynaklar tarafindan,

Patojenlere yanit olarak immun sistem hiicreleri tarafindan,

Viicut yorgunlugundan ya da zihinsel stresten kaynaklanan toksik yan iiriin serbest

radikaller olarak iiretilebilmektedir (Sen vd., 2010; Karabulut ve Giilay, 2016a).

Sinyalle iliskili ROS’lar iki ana kaynaktan iiretilmektedir. Bunlar, mitokondri ve

membrana bagli NADPH oksidazlar (NOXs) dir (Reczeck ve Chandel, 2017). Sekil 1.4’de

ROS’larin iiretimi gosterilmektedir.
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Sekil 1.4. Reaktif oksijen tiirlerinin {iretilmesi ve diizenlenmesi (Reczeck ve Chandel
2017).

Mitokondri ve NOXs, ROS iiretiminin iki ana kaynagidir. Sitozolik siiperoksit
dismutaz 1 (SOD 1), NOX ve mitokondriden tiiretilmis siiperoksidi (O2") hidrojen perokside
(H20.) doniistiiriir. Mitokondriyal elektron tasima sistemi (ETS) tarafindan tiretilen Oz ise
mitokondriyal matrikse ve sitozole salnabilir. Mitokondriyal matrikse salman O3,
stiperoksit dismutaz 2 (SOD 2) ile H202’e doniisebilir. H.O», mitokondriyal memranlar
boyunca serbest yayilabilir ya da peroksiredoksin (PRX) ve glutatyon peroksidaz (GPX) ile
mitokondri i¢indeki suya (H20) detoksifiye edilebilir. Sitozolde bulunan H20., DNA’ya,
lipitlere ve proteinlere zarar verebilen hidroksil (OH") radikalini iiretmek igin metal
katyonlar1 ile reaksiyona girebilir, peroksiredoksin-s (PRXs) ve katalaz (CAT) tarafindan
H-0O detoksifiye edilebilir ya da hiicreye protein tiyol oksidasyonu ile sinyal gonderebilir.
H>0> seviyeleri ¢ok diisiik olmasi hiicresel sinyallesmeyi bozulabilir ve bu da homeostaz

kaybina neden olurken H202’in ¢ok yiikssek seviyesi ise anormal hiicre sinyali olusturabilir
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ve bu da kanser gibi patolojileri indiikleyebilir. H2O2 nin yliksek seviyeleri oksidatif strese
ve hiicre 6liimiine neden olabilir. Bu nedenle, hiicresel homeostaz i¢in optimal bir H20-
seviyesi gereklidir (Reczeck ve Chandel, 2017). Baz1 bilesiklerin diisiik konsantrasyonlar da
kimyasallarin zararli etkilerini engelleyici, yiiksek konsantrasyonlarda ise mutajenik etki
gosterdigi tespit edilmistir. Bu bilesikler "Janus bile

sigi" olarak adlandirilmaktadir (Turan, 2011; Burdock, 1998; Das vd., 2005). Sekil 1.5’de

ROS’larn bir Janus bilesigi olarak gdsterimi vardir.

Kok Hiicre Kok Hiicrelerin
yenilenmesi Tiikenmesi
Cogalma ve \ / —
S Tiimor Olusumu
Farkhlisma \
Saghkh Bagisikhik / \ 5 .
S Otoimmiinite
Tepkileri / \
Uzun Yasam Yaslanma

Sekil 1. 5. ROS Janusu: Terapdtik bir bilmece (Schieber ve Chandel, 2014).

1.5.2. Serbest Radikal Tiirleri
1.5.2.1. Siiperoksit Radikali

Stiperoksit (O2") radikali neredeyse tiim acrobik hiicrelerde oksijenin (O2) bir elektron
alip indirgenmesi sonucu olusmaktadir. Rediikte elektron tasiyicilarinin otooksidasyonuyla
tiretilen O radikalinin olusumu, elektron tasiyicilarinin ortamda bulunan oksijen derisimine
ve redoks dumuna baghdir. Lipofilik 6zellik gosteren ve uzun bir yar1 6mre sahip olan Oz’
radikali bu 6zelliklerinden 6tiirii olustugu yerden uzak bolgelere difiizyonla yayilma 6zelligi
gostermektedir. O;" radikali zayif bir oksidan oldugu i¢in tek basina biiyiik hiicre hasarina
yol acabilmesi miimkiin goriinmemektedir. Fakat bu radikal oksitatif stresin olusumuna
neden olabilen bir dizi reaksiyonun (Haber-Weiss gb.) baslamasina neden olabilmektedir.
Bu reaksiyon Fe*?’nin varliginda H.0; ve O, ’nin etkilesime girmesi ile oldukga reaktif bir
radikal olan hidroksil radikalinin (OH) olusumuna neden olmaktadir. Olusan bu radikal
DNA gibi biyomolekiiller ile etkilesime girerek 6nemli hasarlara neden olmaktadir (Demir,
2010; Turan, 2011).
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O, + e — 30 (1.1)

H20;2 + 02" — O2 + OH'+ OH'" (Haber-Weiss Reaksiyonu) (1.2)

1.5.2.2. Hidroksil Radikali

Biyolojik sistemlerde en gii¢lii ROS olarak kabul edilen hidroksil radikali (OH’),
hidrojen peroksidin (H20,) demir (Fe*?) ya da bakir (Cu*?) ile reaksiyona girmesi sonucu
olugmaktadir. OH" radikali, HO toksisitesinin biiyiik boliimiiniin temelinde yer aldigi
belirtilmektedir. Fenton reaksiyonu olarak adlandirilan bu reaksiyon ilk kez 1894°te Fenton
tarafindan gozlemlenmistir. OH" radikallerinin eslenmemis elektronlar1 varligi nedeniyle
niikleik asitlerle (RNA ve DNA), proteinlerle ve lipidlerle ayni zamanda neredeyse biitiin
hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedir. DNA’da bulunan deoksiriboz molekiilii
ile OH’ radikallerinin etkilesebilecegi ve bu etkilesim sonucunda farkli iriinlerin
olusturdugu bildirilmektedir. Olusan iiriinlerden bazilarmin mutajenik 6zellik gosterdigi
belirtilmektedir. Ayn1 zamanda OH’ radikallerinin aromatik halkaya katilabilme 6zelliginin
olmasindan dolayt RNA ve DNA’da var olan pirimidin ve plirin bazlarma katilabilme
Ozelligi gosterebilmekte ve sonucunda radikal olusumu goézlemlenmektedir. DNA’da
bulunan seker ve baz yapilarinda hasarlar meydana getiren OH' radikali DNA’da bulunan
zincirler iizerinde kiriklara neden olmaktadir. Olusan hasarlarin seviyelerinin yiiksek olmas1
hiicrelerde bulunan hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir edilememektedir. Bunun
sonucunda ise hiicre oliimleri ve mutasyonlar gézlenebilmektedir (Demir, 2015; Karabulut

ve Giilay, 2016a).

1.5.2.3.Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksitin (H20.) eslenmemis elektronu bulunmadig i¢in bir radikal olarak
goriilmemektedir. Fakat serbest radikal gibi goriilmemesine ragmen ROS bilesikleri arasinda
belirtilmektedir. Bunun nedeni O, radikalinin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu ve Fe*2
ya da diger ge¢is metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu gostermesi ve sonucunda en
reaktif ve biyomolekiillere zarar verici ROS’larin bir tirii olan OH™  radikalini
olusturmasidir. H2O: radikalinin O2* radikalinden farki yagda ¢6ziiniir olmasi ve bu
ozelligiyle hiicresel membranlarm Fe*? iceren kisimlarinda ve olustugu yerden uzakta

bulunan bdlgelerde hasar olusturabilmektedir (Ozcan vd., 2015; Karabulut ve Giilay, 2016a).
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Fe™? + H,0, — Fe*® + OH’ (Fenton Reaksiyonu) (.3)

02+ H202 — OH'+ OH'+ O2 (Haber-Weiss Reaksiyonu) (1.4)

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda ROS’larin  biliylime faktorii sinyalini,
proliferasyonu ve hipoksiye adaptasyonu da dahil olmak iizere ¢ok sayida fizyolojik ve
biyolojik yanit1 diizenlemek i¢in sinyal molekiilleri olarak hizmet edebilecegi bildirilmistir.
ROS’larda en iyi tamimlanmis sinyal molekiili mekanizmasi H20.’dir (Finkel 2011;
Holmstrom ve Finkel 2014; Schieber ve Chandel 2014; Reczek ve Chandel 2015). H>O>’nin
sinyal iletimine aracilik ettigi anlasilmis ve proteinlerin ig¢indeki sistein kalintilarini
oksidasyona ugratarak islevlerini degistirmektedir (D’ Autreaux ve Toledano 2007; Reczek
ve Chandel 2015). H20,, siiperoksit dismutazlarin (1, 2 ve 3) enzimatik aktivitesi ile Oz ’nin
hizl1 dismutasyonundan tiiretilmektedir. O2 'nin, H20,’ nin iiretilmesini saglamasinin yani
sira redoks sinyallesmesinde ve hiicre 6liimiiniin baslamasinda islev gordiigli gosterilmistir
(Reczek ve Chandel 2017). H2O2, demir ve bakir iyonlari ile Fenton reaksiyonuna girdiginde
rastgele lipitlere, proteinlere ve DNA’ya zarar verebilmektedir. Ayrica ROS molekiilleri

kanser gibi patolojik hastaliklar1 indiikleyen toksik yapilar olarak bildirilmektedir.

1.6. Oksidatif Stres

Serbest radikaller ve antioksidanlar biyolojik sistemlerde bir denge i¢indedir. Serbest
radikaller ve antioksidanlarin bir denge i¢cinde olmasi durumunda organizmalar i¢inde
barindirdiklar1 serbest radikallerden etkilenmemektedir. Fakat bu dengenin bozulmasi
oksidatif stres olarak adlandirilan bir durumu ortaya ¢ikarmaktadir. Sekil 1.6’da oksidatif

stres ve etkileri gosterilmektedir (Ozen vd., 2015; Arslan, 2019).
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Sekil 1. 6. Oksidatif stres ve etkileri (Ozen vd., 2015).

Oksidatif stres organizmalardaki molekiillerde ve normal fonksiyon gd&steren
hiicrelerde enzimatik olmayan oksidatif hasarin birikimi ile karakterize edilmekte ve
insanlarda diyabet, Parkinson hastaligi, akut renal yetmezlik, bdbrek yetmezligi,
iskemi/reperfiizyon hasari, Alzheimer hastaligi, yaslanma, serebrovaskiiler bozukluklar ve
kanser gibi bir¢ok patolojik olayda rolii oldugu diistiniilmektedir (Cakatay ve Kayali, 2006;
Caylak, 2011).

1.6.1. Oksidatif Stresin Biyomolekiillere Etkileri

ROS’larin, radyasyon, inflamasyon, azot dioksit, yaslanma, ilaglar ve kimyasal
maddeler gibi uyaranlarin etkisiyle miktarlar1 artmaktadir. Serbest radikallerin hiicrelerde
bulunan protein, lipid, karbohidrat, enzim ve DNA gibi biyomolekiillere zararh etkilerinin

varlig1 vurgulanmaktadir.

1.6.1.1 Serbest Radikallerin Hiicrelerin Memran Lipitlerine Etkileri

Serbest radikaller hiicre membranlarinda bulunan yag asitlerine etki ederek lipid
peroksidasyonuna neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu ¢oklu doymamis yag asitlerinin
radikallerle oksidasyonun gozlemlenmesiyle baglayan ve ardindan oto katalitik bir zincir

reaksiyon gibi devam eden bir reaksiyon siirecidir. Lipid peroksidasyonu sonucunda
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aldehitler olusmakta ve bu aldehitlerden en iyi bilineni MDA dir. Sekil 1.7°de ROS’lara

bagl olusan lipid reoksidasyon iiriinleri gosterilmektedir (Ozcan vd., 2015).

RH —L) R* Karbon merkezli

Doymamis yag asiti radikal
{(PUFA) §

Konjugedienler

l/ O:

ROO"* Lipidperoksil radikali

ROOH Lipidhidroperoksit

-
.....
-

H > A-Hidroksinonenal (HNE)

-
-
-

Hegzenal &«

Malondialdehit
(MDA)

Sekil 1. 7. ROS’lara bagl olusan lipid peroksidasyon tiirleri (Ozcan vd., 2015).

MDA, memran kompotentlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina neden
olarak, membrana bagli enzimleri ve membran reseptdrlerini etkisiz hale getirir ve
sonucunda membranda bulunan proteinlere ciddi hasarlar verir. Lipid peroksidasyonu oto
katalitik yayilim reaksiyonlar1 ile devam edebilmekte ya da siipiiriicii antioksidanlarin
etkisiyle sonlanabilmektedir (Davies ve Goldberg, 1987; Gutteridge, 1995; Siileyman vd.,
2018).

1.6.1.2. Serbest Radikallerin Hiicre Proteinlerine Etkileri

Proteinlerin yapitaslari olan amino asitlerin icerdikleri bilesimler, serbest radikallerden
etkilenme derecelerini belirlemektedir. Siilfir ve doymamis bag igeren aminoasitlerde
(tirozin, histidin, triptofan, sistein, fenilalanin gibi) olusan proteinler serbest radikallerden
daha hizli etkilenmektedir. Radikaller ile proteinlerin reaksiyona girmesi siilfiir radikallerini

ve karbon merkezli radikalleri ortaya ¢ikarir (Siileyman vd., 2018).
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1.6.1.3. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

Basta karsinogenez olmak iizere var olan birgok hastaligin patagenezinde oksidatif
DNA hasarinin oldugu bildirilmektedir. ROS’larin reaktivite agisindan en giigliisii olarak
kabul edilen OH' radikalleri protein ve lipidlerde oldugu gibi niikleik asitlerden biri olan
DNA’nin yapisinda bulunan bazlarin ¢ift baglarina H atomu ekler ya da timinin yapisinda
bulunan metil gruplarindan ve 2-deoksiribozun C-H baglarindan H atomu ¢ikararak DNA
ile reaksiyon gostermektedir. DNA’da olusan baz mutasyonlarindan en fazla bilineni 8-
hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) olarak belirtilmektedir. Bu mutasyonun OH
radikallerinin guaninin 8. pozisyonuna etki edip oksidasyona sebep olarak olustugu
belirtilmektedir. Ayrica bu mutasyon DNA’da olusan hasarin miktar Olglimii igin
kullanilmaktadir (Ozen vd., 2015). Sekil 1.8’de Deoksiguanozin ve 8-OHdG nin yapis1 ve

deoksiguanozin modifikasyonu gosterilmektedir (Handayani vd., 2017).

o "
I /
N4 ik N
H N -'fr H N~ g B
AP NNy D
1 Oksidatif stres _
oY Y 9~
_.".-—4I :
HO oM P OH
Deoksiguanozin 8-OHdG

Sekil 1.8. Deoksiguanozin ve 8-OHdG’nin yapisit ve deoksiguanozin modifikasyonu
(Handayani vd., 2017).

1.6.2. Oksidatif Stres Kaynakh Patolojik Durumlar
1.6.2.1. Oksidatif stres ve Kanser

Antioksidanlar ve oksidanlar aras1 dengenin bozulmasi, organizmalardaki tiim temel
biyolojik bilesiklerin (DNA, membran lipidleri gibi) zarar gormesine ve hiicrelerin
Oliimlerine sebebiyet verebilir. Saglikli hiicrelerin kanser hiicrelerinden daha az miktarda

ROS ile karakterize oldugu belirtilmekte ve kanser fenotipinin korunmasinda ROS tiirlerinin
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sorumlu oldugu bildirilmektedir. Onkogenlerin uyaricisi olarak tanimlanan ROS, hiicrede
bulunan lipit, membran proteinleri, DNA ve lipoproteinlere onemli derecede zarar
vermektedir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA’nin, DNA’nim yapisinda bulunan
bazlarla reaksiyona girmesi mutajenik etkiyi olusturmaktadir. ROS tiirlerinden biri olan
hidroksil radikali DNA bazlarinin zincirlerinin kopmasina ya da oksidatif hasarma neden
olur. Bu radikalin DNA ile etkilesimi kanser olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir

(Aslankog vd., 2019).

1.6.2.2. Oksidatif Stres ve inflamasyon

Inflamasyonun hiicresel ve vaskiiler yanitlari, inflamatuar uyaranlarla meydana gelen
ve plazma hiicrelerinden ¢ikan kimyasal faktorlerle olusmaktadir. Ortaya ¢ikan kimyasal
faktorler bir arada ya da tek basma inflamatuar yanitin olusmasii etkilemektedir.
Inflamasyonda en énemli sitokinler tiimdr nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve interlokinler (IL)
olup bu sitokinler pro-inflamatuar sitokin olarak adlandirilmaktadir. ikiside lenfosit, aktive
makrofajlar ve diger hiicre tipleri tarafindan olugsmaktadir. Asir1 duyarlhilik reaksiyonlarmin
sonucu artan reaktif inflamatuar yanit, inflamasyonun bir komplikasyonu olarak organ
yetmezligene ya da organlarin fonksiyonlarinda bozulmaya hatta ani 6liimlere sebep
olabilmektedir (Kurulay ve Cavdar, 2006). Doku hasar1 ya da fiziksel stres sonrasi1 kanda
ilk saptanabilen ve inflamasyon ile karakterize edilen bir sitokin olan TNF-a’nin CP
kaynakli nefrotoksisite de iiretimi artmaktadir (Cayakar, 2018; Sierra vd., 2018). Bobrekte
bir¢ok sitokin ve kemokin aktivasyonunu koordine eden TNF-a, renal hasara katkida bulur,

ROS tiretimini arttirir ve apoptozu indiikler (Tiifekgi, 2009).

1.7. Antioksidan Savunma Sistemi

Hiicrelerde serbest radikaller tarafindan okside olabilecek biyomolekiillerin (protein,
lipit ve DNA gibi) oksidasyonunu engelleyen ya da geciktiren maddeler antioksidan olarak
tamimlanmaktadir. Antioksidanlar eslenmemis elektrona sahip olan serbest radikallere
elektron vererek hiicre diizeyindeki hasarlar1 engelleyebilmektedir. Bu gorevini dort farkli
mekanizma ile gerceklestirebilmektedir. Bu mekanizmalar baskilama etkisi, temizleme
etkisi, zincir koparma etkisi ve onarma etkisidir (Aslankog vd., 2019)

e Baskilama etkisi: Antioksidanlar hiicrelerede bulunan oksidanlara bir H* atomu

vererek onlarin etkisiz hale gelmesini veya reksiyon hizlarinin ya da etkilerinin
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azaltilmasini saglamaktadir. Flavonoidler ve vitaminler etkilerini bu mekanizma ile
gostermektedir.

e Temizleme etkisi: Bu mekanizma antioksidanlarin ROS’lar1 etkileyip oksidanlari
daha zayif bir molekiil yapisia doniistiirmesi ya da onlarin tutulmasini saglamasi ile
gerceklesmektedir. Mikromolekiiller ve antioksidan enzimler etkilerini bu
mekanizma ile gostermektedir.

e Zincir koparma etkisi: Bu mekanizmada rol oynayan antioksidanlar ROS’lar1
baglayip zincirlerini kirarak etkisini gostermektedir.

e Onarma etkisi: ROS’larin ya da RNS’lerin DNA, protein ya da lipitlerde
olusturduklar1 biyolojik hasarlarin engellenmesi ile etkisini géstermektedir. (Alarkon
ve Denicola, 2013; Pisoschi ve Pop, 2015; Ighodaro ve Akinloye, 2017; Arslan,
2019; Aslankog vd., 2019).

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olmak iizere 2 farkli sinifa ayrilmaktadir.
Endojen kaynakli antioksidanlar ise kendi arasinda enzimatik ve nonenzimatik (enzimatik
olmayan) olmak tiizere 2’ye ayrilmaktadir. Enzimatik antioksidanlara siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz (GST),
katalaz (CAT) ve mitokondriyal sitokrom oksidaz &rnek verilebilir. Nonenzimatik
bilesiklere ise melatonin, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, glutatyon (GSH), sistein,
alblimin ve bilirubin 6rnek verilebilir. Eksojen kaynakli antioksidanlar ise vitaminler,
karotenoidler ve fenolik bilesikler (fenolik asitler, flovanoidler) olarak bilinmektedir
(Aydemir ve Sar1, 2009; Bouayed ve Bohn, 2010; Sezer ve Keskin, 2014).

1.7.1. Endojen Antioksidanlar

1.7.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit (O2') radikaline ve ROS’lara karsi en 6nemli antioksidan sistemlerinden
biri olarak kabul edilen siiperoksit dismutaz (SOD), bir O  radikalinin Oz molekiiliine
yiikseltgenmesini ve diger O2" radikalinin ise daha az reaktif olan H2O>’ye indirgenmesini

katalize etmektedir.

O+ 0y +2H'— SO0 | 0, + H,0, (1.5)
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Aktif bolgelerde bulunan fonksiyonel metal kofaktorlerine dayanarak SOD’un iig
farkli izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlar; SOD 1(Cu-Zn-SOD), SOD 2 (Mn-SOD) ve
SOD 3 (Cu-SOD ) olarak belirtilmektedir.

e SOD 1: Bakir ve ¢inkoya bagli bir enzim olup lizozomlarda, sitoplazmada ve niikleer
bdlmelerde bulunmaktadir. SOD 1’in Down sendromunun, gen mutasyonlarinin,
Amniyotrofik Lateral Skleroz (ALS) hastaliklarinin patofizyolojisinde rol oynadig:

belirtilmektedir.

e SOD 2: Mangana bagli bir enzim olup aerobik hiicrelerin mitokondrisinde
bulunmakta ve tiimorogenezisde, pulmoner toksisite ile uyarilan hipokside, hiicre

farklilasmasinda major rol oynamaktadir.

e SOD 3: Bu enzim sinoviyal sivida, lenfte ve plazmada bulunmakta olup 6zellikle
damar duvarlarinda yiliksek oranda tespit edilmistir. SOD 3’lin biiylik oranda
vaskiiler diiz kas hiicrelerinden sentezlendigi gosterilmistir (Ma vd., 2017; Aslankog

vd., 2019).

1.7.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi dort polipeptit zincirinden olusan bir tetramerdir ve yapisinda NADPH
ve hem grubunu bulundurmaktadir. CAT enzimi H2O2’nin su ve oksijene doniisiimiinii iki
asama ile katalize eder ve biliyiikk Ol¢iide H»2O> iireten enzimlerin c¢ofunu iceren
peroksizomlardaki hiicrelerin i¢inde bulunmaktadir (Young ve Woodside, 2001; Sen ve
Chakraborty, 2011).

2H,0; —CAT 5 2 H,0 + 0, (1.6)

1.7.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR), flavin adenin diniikleotid (FAD) igeren bir enzimdir. Bu
enzim NADPH’da bulunan elektronunun birini okside glutatyonun disiilfid baglarina aktarip

tekrardan GSH’a doniisiimiinii saglamaktadir. Bunun i¢in NADPH, serbest radikal hasarinin

20



engellemesi i¢in gereklidir ve NADPH i en 6nemli kaynag1 olarak pentoz fosfat (heksoz
monofosfat) yolu oldugu belirtilmektedir(Karabulut ve Giilay, 2016b).

2GSSG + NADPH + H* —CGR . 2 GSH + NADP* (1.7)

1.7.1.4. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH), glutamin, sistein ve glisin gibi amino asitlerden olusan suda ¢6ziiniir
bir tripeptittir. Tiyol grubu gii¢lii bir indirgeyici ajandir. Onemli bir antioksidan olan GSH,
cesitli elektrofilik bilesiklerin ve peroksitlerin glutatyon S-transferazlari1 (GST) ve glutatyon
peroksidazlar1 (GPx) tarafindan kataliz yoluyla detoksifikasyonunda rol aynar (Townsend
vd., 2003). Iki asamada sentezlenen GSH, birinci asamada glutamin-sistein ligaz (GCL)’1n
sistein ve glutamini baglayarak y-glutamilsisteini olusmaktadir. Ikinci asamada ise glutatyon
sentetaz (GSS), y-glutamilsisteinine glisin amino asidini baglayarak GSH molekiiliinii
olusturmaktadir (Giilay ve Karabulut, 2016b).

Glutamin + Sistein —SSL y-glutamilsisteinine (1.8)
y-glutamilsisteinine + Glisin &. GSH (Glutatyon) (1.9)

1.7.1.5. Melatonin

Melatonin, N-asetil-5-metoksi tiriptamin olarakta bilinmekte ve pineal bezden
salgilanmaktadir. Karanlik ortamlarda melatonin  hormonunun salgisinin  arttig1
bilinmektedir. Meletonin hormonu, giiclii antioksidan Ozellik gdstermekle beraber,
bagisiklik sisteminin giiclenmesi, hiicrelerin yenilenmesi, viicut 1sismin diizenlenmesi ve
uyku ritminin diizenlenmesinde goérev almaktadir (Atasoy, 2019). Melatonin, O2" ve OH’

radikallerini tutarak antioksidan etkisini gostermektedir (Aydemir ve Sari, 2009).

1.7.1.6. Seruloplazmin

Seruloplazmin ferro demirinin (Fe*?) ferri demirine (Fe*®) yiikseltgemesi ile hidroksil

radikalinin ve fenton reaksiyonunun olusumunu engellemektedir (Aydemir ve Sari, 2009).
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1.7.2. Eksojen Antioksidanlar
1.7.2.1. Vitaminler

A vitamini (B-karoten), E vitamini (a-Tokoferol), B9 vitamini (folik asit) ve C vitamini
(askorbik asit) eksojen kaynakli antioksidanlardir. Karotenoidlerin, yagda ¢ziinen bir liyesi
olarak kabul edilen B-karoten, aktif A vitaminine doniistiigli i¢in provitamin olarak
bilinmektedir. Bu provitamin giiglii bir antioksidan aktivite gostermektedir. a-Tokoferol
yagda ¢Ozilinebilen yiiksek antioksidan potansiyelli bir antioksidandir. Antioksidan olarak
temel gorevi lipit peroksidasyonuna kars1 hiicreleri korumaktir. Askorbik asit, suda ¢éziinen
bir vitamin olup hipoklordz asit, singlet oksijen, hidroperoksil, peroksinitrit, 0zon, nitrojen
dioksit ve siiperoksit gibi ROS’lar1 ve RNS’leri kolaylikla temizlemekte dolayisiyla
oksidatif hasara kars1 etkin bir rol oynamaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016b).

1.7.2.2. Fenolik Bilesikler (Polifenoller)

Polifenoller olarakta bilinen fenolik bilesikler bitkilerin normal gelisimleri sirasinda
sentezlenen sekonder (ikincil) metabolitlerdir. Cesitli fonksiyonlara ve yapilara sahip olan
bu bilesikler zayif asidik yapidadir. Fenolik bilesikler, aromatik halkaya bagl bir ya da daha
fazla OH" grubu igermektedir (Robards vd., 1999; Naczk ve Shahidi, 2004). Bitkilerde
bulunan bu bilesikler flavonoidler ve fenolik asitler olarak iki gruba ayrilmaktadir.
Flavonoidler insanlar tarafindan sentezlenmeyen ¢esitli tibbi bitki ve besinlerde bulunan
sekonder metabolitlerin en yaygin gruplarindan biridir. Bu grupta lignin, flavonoller,
kumarinler, antosiyaninler, flavanoller ve tanninler gibi 6nemli maddeler yer almaktadir.
Fenolik asitler ise bitkilerde bulunan en basit fenolik bilesen olarak bilinmekte ve bu grupta
hidroksisinamik asit ve hidroksibenzoik asit olmak tizere iki alt gruba ayrilmaktadir.
Polifenollerin yapisi, onlarin metal selatlama 6zelligi ve radikal temizleme 6zelliklerinin
olusumunda 6nemli rol oynar. Polifenollerin antioksidan aktiviteleri, fonksiyonel gruplarina
bagli olan OH’ gruplarinin pozisyonuna ve sayisina bagli olarak degistigi belirtilmektedir
(Meral vd., 2012). Bu bilesikler kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi hastaliklarin
baslica nedeni olan ROS’lara ve RNS’lere kars1 giiclii antioksidan 6zellik gostermektedir
(Andreasen vd., 2001; Kasnak ve Plamutoglu, 2015). Fenolik bilesiklerin organizmalarda
antioksidan olarak goérev yapmalari, fenolik bilesik maddelerini i¢eren fonksiyonel gida
gelistirmesinde ve dogal bilesenlerin farkl: iiriin formiilasyonlarma girmesinde biiylik 6nem

tasimaktadir (Meral vd., 2012).
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1.8. Dogal Uriinler

Dogal iirlinler, tarihsel olarak biyolojinin, kimyanin ve tibbin paha bigilmez ilham
kaynaklar1 olarak kabul edilmektedir. Bu firiinler ¢esitli kimyasal yapilara sahiptir ve
mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkiler tarafindan tiretilmektedir (Li ve Lou, 2017). Dogal
iriin dretilmesini saglayan bitkilerin diinya genelinde tibbi amaglarla kullanimi eski
zamanlara dayanmakta ve bitkilerin tedavide kullanilmasini belirten ilk yazili belgenin
Siimer ve Asur uygarliklarma (M.O. 3000) ait oldugu bildirilmistir. Giiniimiizde de bitkisel
ilaglar geleneksel tibbin 6nemli bir bdliimiinii olusturmaktadir. Insanlarin geleneksel olarak
kullandig1 ilaglarin %801 bitkisel kaynaklhidir ve Diinya Saglk Orgiitii (WHO), diinya
niifusunun yaklasik %65-80’inin bitkisel iirlin kullandigini bildirmistir. Tibbi amacla
kullanilan bitkilerin tibbi degerleri genellikle fitokimyasal igeriklerine baghdir. Bu
fitokimyasallarin en onemlileri tanenler, flavanoidler, alkaloidler ve fenolik bilesiklerdir
(Arunkumar ve Muthuselvam, 2009; Padmavathi, 2013). Fenolik bilesikler, bitkilerin
sekonder metabolitidir ve birgok tibbi 6zellik (antioksidan, anti-enflamatuar, antikanser,
kardiyoprotektif, antimikrobiyal, anti-aging vb.) gosterebilir. Bu nedenle, polifenoller ya da
polifenol igeren dogal iiriinler kardiyovaskiiler hastaliklar, yaslanma, diyabet,
norodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi oksidatif strese bagli hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisi i¢in potansiyel ajanlar olarak kullanilmaktadir (Pandey ve Rivzi, 2009; Li vd.,
2014). Son yillarda yapilan arastirmalarda 6zellikle tibbi degeri olan bitkilerden elde edilen
Oziitlerin icerdigi metabolit ve minerallerin yaninda 6zellikle antioksidan 6zelligi olan
sekonder metabolitlerin de Onemi vurgulanmustir. Saflastirilan bilesenleri ile yapilan
potansiyel tedavi caligmalar1 sayesinde ¢ok sayida tibbi bitki tiirii 6nemli kaynaklar olarak
bulunmustur (Majid vd., 2014; Basbulbul vd., 2008). Ulkemiz, iklim 6zelliklerinin etkisiyle
ve cesitli topografik yapilar1 ile 3 floristik bolgeye sahiptir ve bu bolgere sahip olmasi
biyogesitlilik agisindan zengin bir iilke olmasini saglamaktadir (Eminagaoglu vd., 2014;
Yazici, 2018). Bu biyocesitlilik i¢inde iilkemizin Karadeniz Bélgesi’nde yer alan

Rhododendron luteum cinsi de yer almaktadir.

1.8.1 Rhododendron luteum

Rhododedndron [uteum’un Ericaceae (fundagiller) familyasmna dahil oldugu
bilinmekte ve bu Rhododendron cinsinin 800° den daha fazla tiirii oldugu bildirilmektedir.

Rhododendron cinsinin sistematigi Tablo 1.2’de verilmistir.
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Tablo 1. 2. Rhododendron cinsinin sistematigi (Aktas, 2016).

Alem Plantae

Bolim Spermatophyta
Alt bolim Angiospermae
Smf Magnoliopsida
Alt smif Dilleniidae
Takim Ericales

Aille Ericaceae

Cins Rhododendron L.

Rhododendron cinsinin bazi tiirlerinin yilin her mevsiminde herdem yesil kalabilmesi
ve ¢igek boyutlarmin biiylik olmasi nedeniyle diinya da siis bitkisi olarak kullanilmaktadir.
Rhododednron orman giilleri olarak bilinmekte olup genellikle Kuzey Yarim Kiire’nin serin
ve daglik kisimlarinda yayilis gostermektedir. Doguda Himalaya ve Katfkas Daglarinda,
Avrupada ise Alp Daglarinda genis bir alana yayilis gosteren Rhododendron 'un baz: tiirleri
iilkemizde de bulunmaktadir. Tiirkiye’nin Karadeniz bolgesinde bazi tiirlerinin oldukg¢a
yaygin oldugu belirtilen orman giillerinin ad1 halk arasinda zifin ya da komar olarak
bilinmektedir (Avci, 2004; Sahin, 2019). Ulkemizin Karadeniz bolgesinin bol yagis alan
daglik kisimlarinda bulunan Rhododendron tiirlerinin dogal olarak yetisen 5 tiirii tespit
edilmistir. Bunlar; mor ¢i¢ekli ormangiilii (Rhododendron ponticum), kafkas ormangiilii
(Rhododendron caucasicum), pembe ¢i¢ekli ormangiilii (Rhododendron smirnowii), beyaz
cicekli ormangiilii (Rhododendron ungernii) ve sari ¢igekli ormangiilii (Rhododendron
luteum)’diir (Popescu ve Kopp, 2013; Sirali ve Cinbirtoglu, 2018).

Rhododendron luteum sari1 ¢igekli, boyu 4 metreye ulasabilen ve yaprak doken gali
formundaki bir bitkidir. Halk arasinda ¢ifin, sar1 agu, egrigicegi ve zifin olarak
adlandirilmaktadir. Sonbaharda yapraklarmnin kirmizi rengini almasi ve ¢iceklerinden otiirii
Rhododednron luteum bahgelerde ve parklarda siis bitkisi olarak yetistirilmektedir. Sekil
1.9°’da Rhododendron luteum’un gosterilmektedir (Sentiirk, 2010; Sirali ve Cinbirtoglu,
2018).
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Sekil 1. 9. Rhododendron luteum (Sentiirk, 2010).

Ulkemizde Rhododendron luteumun Sinop, Canakkale, Kastamonu, Balikesir,
Giresun, Samsun, Glimiishane, Trabzon, Ordu ve Rize illerinde deniz seviyesinden 110 ile
2230 m yiikseklikleri arasinda dogal yayilis gosterdigi bildirilmis olup bu alanlar Sekil
1.10°da Tiirkiye haritasinda belirtilmistir (URL-1, Merev ve Yavuz, 2000;Sentiirk, 2010;
Popescu ve Kopp, 2013; Sirali ve Cinbirtoglu, 2018).

Sekil 1. 10. Rhododendron luteumun Tiirkiyedeki yayilis bolgeleri

Ormangiilii tiirleri geleneksel Tiirk tibbinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Carballeira vd., 2008). Rhododendron luteum agr1 kesici, idrar soktiiriicii ve romatizma
agrilarmi  gidermek i¢in kullanilmaktadir. Fakat Rhododendron’un bazi tiirlerinin
grayanotoksin adi verilen zehirli bir madde tasidig tespit edilmis ve zehirlenmelere sebep

olmustur. Grayanotoksin zehirlenmesi, Rhododendron zehirlenmesi veya deli bal
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zehirlenmesi olarak adlandirilmistir. Karadeniz Bolgesi’nde iiretilen ballarin ¢ogunda
grayanotoksin bulunmustur ve grayanotoksin i¢eren bal “Deli Bal” olarak isimlendirilmistir.
Deli bal, halk arasinda da mide agrisi, bagirsak bozuklugu, yiiksek tansiyon ve seker
hastalig1 rahatsizliklarma karst olarak kullanilmaktadir (Popescu ve Kopp, 2013).
Mahomoodally ve arkadaslarinin yaptig1 calismada Rhododedndron luteum’un su, etil asetat
ve metanol ekstreleri ile AChE (asetilkolinesteraz), BChE (biitiirilkolinesteraz), alfa-
glukozidaz ve tirozinaz gibi enzimler ¢aligilmis olup bu enzimlere kars: etil asetat ve metanol
ekstrelerinin aktif oldugu belirtilmistir. Ayrica metanol ve su ekstrelerinin antioksidan
iceriklerinin yiiksek oldugu goézlemlenmis olup Ozellikle su ekstraktinin daha yiiksek
seviyede biyoaktif bilesiklerle iligkili A549 hiicrelerine karsi onemli antikanser etki
sergilemistir (Mahomoodally vd., 2020). Demir ve arkadaslarmm yaptigi calismada
Rhododendron luteum cigeklerinden elde edilen dimetil siilfoksitli ekstraktin normal insan
fibroblast hiicrelerine gore dzellikle insan karaciger ve kolon kanseri hiicre serileri iizerinde
secici sitotoksik etki gosterdigini ortaya konmustur (Demir ve vd., 2016). Demir ve
arkadaglarinin yaptigi farkli bir ¢alismada ise Rhododendron luteum yapraklarmnm insan
kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada ekstraktin kuvvetli
antioksidan 6zelliklere sahip oldugu ve normal fibroblast hiicrelerine kiyasla 6zellikle kolon

ve karaciger kanser hiicrelerine karsi segici sitotoksisite sergiledigi belirtilmistir (Demir vd.

2018).
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Giris
2.1.1. Kullanmilan Cihaz, Alet, Malzemeler

Giimiishane Universitesi Doga Bilimleri Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik ve
Karadeniz Teknik Universitesi T1p Fakiiltesi Temel T1p Bilimleri Béliimii T1ibbi Biyokimya
Anabilim Dali laboratuvarinda bu ¢alisma i¢i kullanilan cihazlar ve malzemeler Tablo

2.1°de, kullanilan kimyasal maddeler ise Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2. 1. Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler

Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler Marka/Model
Buzdolab1 Beko

Etiv Memmert

Calkalayici Inkiibator Shel Lab

Hassas Terazi Shimadzu

Degirmen IKA A10 Basic
Santrifiij Allegra

Vorteks X-30R Heidolph
Homejenizator IKA Ultra-Turrax T-25

Doku takibi cihazi

Thermo Scientific Excelsior

Doku gomme cihazi

Leica HistoCare Arcadia

Mikrotom Leica RM 2255
Isik mikroskobu Olympus BX-51; Olympus Co.
pH-metre Hanna Instruments

Mikropleyt okuyucu

Versamax, Molecular,Devices

Manyetik Karistirict

IKA RH Basic 2

96 kuyucuklu mikropleyt

Lp Italiana Spa

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler

Ependorf

15 mL ve 50 mL’lik steril falkon tiipleri

ISO Lab

Pleyt yikayici

BioTek,Winooski USA



https://www.labor.com.tr/SHIMADZU,LA_1168-3.html

2.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 2. 2. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler Satin alinan firma
BCA Protein Kiti Thermo Scientific Pierce
Cisplatin Sigma Aldrich
H3PO4 Sigma Aldrich
TBA Sigma Aldrich
Asetik asit Sigma Aldrich
1,1,3,3-tetrametoksipropan Sigma Aldrich
HCI Sigma Aldrich
H2S04 Sigma Aldrich
SOD ELISA Kkiti USCN, Cat No: SES134Ra
CASP3 ELISA Kkiti USCN, Cat No: SEA626Ra
TNF-a ELISA Kiti USCN, Cat No: SEA133Ra
8-OHdG ELISA Kiti USCN, Cat No: CEA660Ra
GSH ELISA Kkiti USCN, Cat No: CEA294Ge
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma Alrich 41640
TOS -TAS Kiti Rel Assay

2.2. Metod

2.2.1. Rhododednron luteum Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

Rhododednron luteum’un yapraklari oda sicakliginda 10 giin boyunca kurutuldu.
Kuruyan yapraklar laboratuvar degirmeni yardimiyla toz haline getirildi. Elde edilen toz
halindeki 6rnekler deney asamasina kadar 50 ml’lik falkon tiiplerinde -20 °C de saklandh.

Deney asamasinda toz halindeki 6rneklerden 5 farkli falkon tiipii igin 1’er g alindi ve
20’ser mL DMSO ile karistirildi. Karigim iyice vortekslendikten sonra 45 °C’de 150 rpm’de
siirekli calkalanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi &rnekler 4000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kisimlar filtre kagid1 ile siiziildii (Demir
vd., 2016). Elde edilen siipernatant kisimlarmmdan DMSO’yu uzaklagtirmak igin liyofilizator
kullanildi. Elde edilen ekstraktlar, deneysel uygulamalar yapilana kadar -20 °C sicaklikta
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tutuldu (Mammadov vd., 2011; Rakhimzhanova vd.,2018). Deneysel asamalarda ise
ekstraktlar DMSO ile ¢oziiliip taze sekilde kulanildi.

2.2.2. Deney Hayvanlar1 Uygulamalar

Aragtirmada kullanilan deney hayvanlar1 200-250 gram agiwrhiginda 8 haftalik disi
Wistar Albino cinsi olup KTU Cerrahi Arastirma Uygulama Merkezi’nden temin edilmistir.
Ratlar rastgele gruplara ayrilarak her grupta 6 adet rat olacak sekilde 5 ayr1 kafese
yerlestirildi. Tiim ratlar deney siiresi boyunca optimum kosullarda (1s1k periyodu;12 saat
aydmlik 12 saat karanlik, uygun havalandirma sistemi, bagil nem orani; %40-60, 1s1;21£1°C)
ortamda sakrifiye edilinceye kadar KTU Deney Hayvanlar1 laboratuvarinda barindirilds.
Deney hayvanlarinin beslenmesinde hazir pelet yem kullanildi ve su ad libitum olarak verildi
(Palipoch vd., 2013; Dhima vd., 2019). Ratlar rastgele se¢cim ile asagidaki gibi
gruplandirildi. KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul’'undan gerekli izin alinmis olup

ek’te sunulmustur.

Deney Gruplan

1) Kontrol Grubu (n=6): Bu grubun deney hayvanlarina 6 giin boyunca giinde tek doz

olmak tizere serum fizyolojik intraperitoneal (i.p.) olarak verildi.

2) Coziicii Kontrol Grubu (n=6): Bu gruptaki hayvanlara 6 giin boyunca giinde tek
doz olmak tiizere olan 0.5’er mL DMSO (Rhododednron luteum ve cisplatinin

¢Oziiciisii) i.p. yolla verildi.

3) Cisplatin Grubu (n=6): Bu gruptaki hayvanlara 1. giin tek doz olacak sekilde 7.5
mg/kg konsantrasyonda cisplatin ve 5 giin boyunca serum fizyolojik 0.5 mL

enjeksiyon hacminde i.p. yolla verildi.

4) Rhododednron luteum +Cisplatin Grubu (n=6): Bu grubun deney hayvanlarina 1.
giin tek doz olacak sekilde cisplatin 7.5 mg/kg konsantrasyonda 0.5 mL enjeksiyon
hacminde i.p. olarak verildi. Diger 5 giin boyunca giinde tek doz olacak sekilde 0.5
mL enjeksiyon hacminde Rhododednron luteum ekstraktindan 12,5 mg/kg

konsantrasyonda i.p. olarak verildi.
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5)

Rhododednron luteum +Cisplatin Grubu (n=6): Bu grubun deney hayvanlarma 1.
giin tek doz olacak sekilde cisplatin 7.5 mg/kg konsantrasyonda 0.5 mL enjeksiyon
hacminde i.p. olarak verildi. Diger 5 giin boyunca giinde tek doz olacak sekilde 0.5
mL enjeksiyon hacminde Rhododednron luteum ekstraktindan 25 mg/kg
konsantrasyonda i.p. olarak verildi (Jamshidzadeh vd., 2016; Alibakhshi vd., 2018).
Sekil 2.1° de ratlara intraperitonel uygulama gosterilmistir. Caligmanin grafiksel

ozeti Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. 2. Deney hayvanlar1 ¢alismasinin grafiksel 6zeti

Biitiin hayvanlara genel anestezi i¢in 5 mg/kg ksilazin ile 50 mg/kg ketamin
hidrokloriir kombinasyonu kullanildi ve i.p. yolla tatbik edildi. Daha sonra anestezi altindaki
hayvanlar dekapite edilerek bobrek dokusu ve kan 6rnekleri alindi.  Sekil 2.3’te bobregin

ratlardan ¢ikarimi ve makroskobik goriintiisii verilmistir.
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Sekil 2. 3. Bobregin ratlardan ¢ikarimi ve makroskobik goriiniimii

Ratlardan alinan kan Ornekleri seperator jelli biyokimya tiipiine alindi ve oda
sicakliginda 20 dakika bekletildi. Bu 6rneklerin pihtilasmalarinin ardindan tiipler 1800xg’de
10 dakika santrifiij edildi ve serum kisimlar1 dikkatlice kapakli mikro hacimli tiiplere
aktarilarak calisilincaya kadar -80°C’de saklandi. -80°C’de muhafaza edilen serum 6rnekleri
calisma giinii oda sicakligina getirilerek ¢oziinmeleri saglandi ve ¢dziilen 6rnekler vorteks
yardimiyla homojen hale getirildi ve biyokimyasal parametrelerin dlgiimii i¢in hazir hale
getirildi.

Ratlardan alman her bir bobrek dokusu 6rneginden yaklasik olarak 100°er mg’lik
kesimler yapilarak dokularin homejenizatér (IKA Ultra-Turrax T-25, Staufen im Breisgau,
Almanya) ile 2 mL fosfat tamponu (PBS, pH:7.4) igerisinde 9500 rpm’de homojenize edildi
ve homojenatlar 10 dakika 1800xg’de santrifiij edildi. Caligma parametrelerinin dlgimii

santrifiijden elde edilen siipernatantlarla gergeklestirildi.
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2.2.3. Doku Orneklerindeki Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Bobrek doku oOrneklerinin protein miktarlart iiretici firmanin belirlemis oldugu
basamaklar izlenip ticari kit (Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No:
23227, Rockford, 1L, ABD) kullanilarak belirlendi ve elde edilen sonuglar Sekil 2.4°te
bulunan albiimin standart grafigi kullanilarak mg/mL cinsinden hesaplanip verildi. Dokular
ile yapilan biyokimyasal parametrelerin (malondialdehit (MDA) ve ELISA Kkitleri
kullanilarak) standardize olmasi i¢in Orneklerden elde edilen protein miktarlarina

oranlanarak mg protein basma olacak sekilde verildi.
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Sekil 2. 4. Doku protein 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

2.2.4. Doku MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

MDA 0lgiimii, Mihara ve Uchiyama yonteminin modifiye edilmesi ile
gergeklestirildi ve metot asidik ortamda MDA ’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu

molekiiliin renginin 532 nm’deki absorbansmin 6l¢iilmesi ile belirlenmektedir (Mihara ve
Uchiyama, 1978).

Doku MDA Olciimiinde Kullamlan Cézeltilerin Hazirlanmasi:
1) Doku homojenizasyon tamponu (0.01 M fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS), pH: 7.4): PBS

tabletleri (10 adet ) bir beher igerisine alinarak tizerlerine yaklasik 900 mL saf su eklendi ve
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¢oziilmesi saglandi. pH metrede yardimi ile ¢zeltinin pH’s1, 7.4’e ayarlanip son hacim 1
L’ye tamamlandi.

2) %71’lik H3POg4 ¢ozeltisi: 250 mL’lik bir bolon jojenin i¢inde bulunan saf su iizerine 2.94
mL %85°1ik HsPO4 pipetlendi ve son hacim saf su yardimiyla 250 mL’ye tamamlandi.

3) TBA c¢ozeltisi: 0.67 g TBA tartilip bir behare alind1 ve tizerine 50 mL saf su ve 50 mL
asetik asit eklenerek magnetik bar yardimiyla ¢6ziinmesi saglandi.

4) Standart ¢ozeltiler: 1,1,3,3 tetrametoksipropan’dan 82.5 uL alinarak 0.01 M 50 mL HCI
cozeltisine ilave edildi ve ¢oOzelti 1 saat 50°C’de inkiibe edildi. Hazirlanan bu ana stok
¢ozeltisinden gesitli oranlarda seyreltmeler yapildi ve standart ¢ozeltiler (200, 100, 50, 25,
12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 ve 0.078 nmol/mL’lik) ve kor hazirlandi.

2.2.4.1. Doku MDA Olciimii:

e Homojenatlardan cam tiiplere 500 uL alindi ve orneklere %1°lik H3POs’dan 3 mL
eklenerek vortekslendi.

e Karisima %0.672°lik TBA’dan 1 mL eklenip vortekslendikten sonra 60 dakika
kaynar su banyosunda inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon siiresi sonunda cam tiipler oda sicakliginda sogumaya birakild1 ve
ardindan 10 dakika 1800xg’de santrifiij edildi.

e Santrifiij sonucunda elde edilen 6rnek ve standart stipernatantlarindan 96 kuyucuklu
pleyte 200’er uL alinip yiiklendi ve mikropleyt okuyucu spektrofotometrede 532 nm
dalga boyunda absorbans Olgiimii yapildi. Konsantrasyona karsi elde edilen
standartlarin absorbanslar1 grafige gegirildi ve MDA standart grafigi ¢izildi (Sekil
2.5). Elde edilen grafikten ve dokulardaki protein miktarindan yararlanilip doku

MDA diizeyleri nmol MDA/mg protein olarak hesaplandi.
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Sekil 2. 5. Doku MDA 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

2.2.5. Serum MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

Yagi tarafindan gelistirilen TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Substance) metodu
kullanilarak serum 6rneklerindeki MDA diizeyleri belirlendi (Yagi, 1984)

Serum MDA Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltilerin Hazirlanmasi:

1) 0.084 N Siilfiirik Asit (H2SO4): %97°1lik H2SOs’den 577 pL alindi ve balon jojeye
aktarildi. Hacim deiyonize suyla 250 mL’ye tamamland1.

2) %10’luk Fosfotungstik Asit (H3(W3010).4H.0): Fosfotungstik asitten 5.55 g tartilip 50
mL deiyonize suda ¢oziildii.

3) Tiyobarbitiirik asit (TBA) cozeltisi: TBA’dan 0.67 g tartildi ve manyetik bar olan bir
behere alindi. Uzerine 50 mL asetik asit ve 50 mL saf su eklenerek ¢oziildii.

4) Standart ¢ozeltiler: 1,1,3,3 tetrametoksipropandan 82.5 pL alindi ve 0.01 M 50 mL HCI
¢ozeltisine ilave edildi. Elde edilen ¢6zelti 1 saat boyunca 50°C’de inkiibasyona birakildi.
Hazirlanan bu ana stok ¢Ozeltisinden ¢esitli oranlarda seyreltmeler yapildi ve standart
¢ozeltiler (20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.156, 0.078, 0.039 ve 0.0195 nmol/mL’lik)

ve kor hazirlandi.
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2.2.5.1. Serum MDA Ol¢iimii

Cam tiiplerine serum &rneklerinden 150’ser pL eklendi ve ardindan 1200’er pL
H2SOs ve 150°ser uL fosfotungistik asit eklenip vortekslendi ve 5 dakika oda
sicakliginda inkiibasyna birakildi.

Cozelti 10 dakika siireyle 1500 g’de santrifiij edildi ve elde edilen st fazlar atildi.
Cam tiiplerde kalan ¢okelek kisimlarinin iizerine 2’ser mL saf su eklenerek
¢oziinmesi i¢in vortekslendi.

Her bir numuneye 500°er uL. TBA eklendi ve 1 saat 100°C’de inkiibasyona birakild.
Inkiibasyonun sonrasinda cam tiipler 10 dakika 1000 g’de santrifiijlendi.

Ust tarafta elde edilen berrak kisimlardan 96 kuyucuklu pleyte 200’er uL alind1 ve
mikropleyt okuyucu spektrofotometre yardimiyla 532 nm dalga boyunda absorbans
Olgtimii yapildi. Elde edilen standartlarm absorbanslari1 konsantrasyona karsi grafige
gecirildi ve MDA standart grafigi ¢izildi (Sekil 2.6) serum MDA miktar1 bu grafikten

yararlanilarak nmol/mL olarak belirlendi.
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Sekil 2. 6. Serum MDA 6l¢limiinde kullanilan standart grafigi
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2.2.6. Doku ve Serum Orneklerindeki SOD Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum ve doku 6rneklerinin SOD seviyeleri, liretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in Tablo

2.3.’de verilen iglemler sirasiyla 96’1k elisa pleyt i¢inde gergeklestirildi:

Tablo 2.3. SOD aktivitesinin belirlenmesi i¢in gerekli olan islemler

Reaktifler Numune Standart
Numune 100 uL -
Standart - 100 uL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat calkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon ardindan pleytte bulunan sivi kisimlar pleyt yikayici yardimiyla aspirasyon
ile uzaklastirildi.

Biyotinle isaretli antikor ¢ozeltisi 100 uL ‘ 100 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat calkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan yikama tamponu ile pleyt 3 defa yikand1 ve kuyularda bulunan
artik yitkama tamponu uzaklastirildi.
Streptavidin-HRP I 100 uL | 100 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 30 dakika ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan yikama tamponu ile pleyt 5 defa yikand1 ve kuyularda bulunan
artik yikama tamponu uzaklastirildi.
TMB substrat ¢ozeltisi [ 90 uL | 90 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 15 dakika galkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan referans dalga boyunda (620 nm) 6l¢iim yapild1 ve en yiiksek
standartdin optik yogunlugu 0.9-0.95’e ulagmas1 beklendi.
Stop ¢Ozeltisi | 50 uL | 50 ulL
Pleyt 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Elde edilen veriler dogrultusunda standart konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri
kullanild1 ve Sekil 2.7°de verilen standart egri grafigi olusturuldu. Bu grafik kullanilarak
numunelerdeki SOD seviyeleri hesaplandi. Doku 6rneklerinin sonuglari ng/mg protein

birimiyle serum 6rneklerinin sonuglar1 ise ng/mL birimiyle verildi.
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Sekil 2. 7. SOD ol¢timiinde kullanilan standart grafigi

2.2.7. Doku ve Serum Orneklerindeki CASP3 Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku ve serum oOrneklerinin CASP3 seviyeleri, {iretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda ELISA kit kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in Tablo 2.4.’de verilen islemler
sirastyla 96’lik elisa pleyt icinde gergeklestirildi:

Tablo 2. 4. CASP3 aktivitesinin belirlenmesi i¢in gerekli olan islemler

Reaktifler Numune Standart
Numune 100 pL -
Standart - 100 uLL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon ardindan pleytte bulunan sivi kisimlar pleyt yikayici yardimiyla aspirasyon
ile uzaklastirildi.

Biyotinle isaretli antikor ¢ozeltisi 100 uL | 100 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan yikama tamponu ile pleyt 3 defa yikand1 ve kuyularda bulunan
artik yikama tamponu uzaklastirildi.
Streptavidin-HRP | 100 puL | 100 puL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 30 dakika cgalkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan yikama tamponu ile pleyt 5 defa yikandi ve kuyularda bulunan
artik yikama tamponu uzaklastirildi.
TMB substrat ¢ozeltisi | 90 uL | 90 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 15 dakika cgalkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan referans dalga boyunda (620 nm) 6l¢iim yapild: ve en yiiksek
standartdin optik yogunlugu 0.9-0.95’e ulagmas1 beklendi.
Stop ¢ozeltisi | 50 puL | 50 puL
Pleyt 450 nm dalga boyunda spaktrofotometrede okundu.
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Elde edilen veriler dogrultusunda standart konsantrasyonlarmma karsi absorbans
degerleri kullanildi ve Sekil 2.8’de verilen standart egri grafigi olusturuldu. Bu grafik
kullanilarak numunelerdeki CASP3 seviyeleri hesaplandi. Doku o6rneklerinin sonuglari

ng/mg protein birimiyle serum 6rneklerinin sonuglari ise ng/mL birimiyle verildi.
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Sekil 2. 8. CASP3 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

2.2.8.Doku ve Serum Orneklerindeki TNF-a Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku ve serum orneklerinin  TNF-a seviyeleri, firetici firmanm tavsiyeleri
dogrultusunda ELISA Kit kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in Tablo 2.5.’de verilen islemler
sirastyla 96°lik elisa pleyt icinde gergeklestirildi:
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Tablo 2. 5. TNF-a aktivitesinin belirlenmesi i¢in gerekli olan islemler

Reaktifler Numune Standart
Numune 100 uL -
Standart - 100 uL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat calkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon ardindan pleytte bulunan sivi kisimlar pleyt yikayici yardimiyla aspirasyon
ile uzaklastirild1.

Biyotinle isaretli antikor ¢ozeltisi 100 uL ‘ 100 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat calkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan yikama tamponu ile pleyt 3 defa yikand1 ve kuyularda bulunan
artik yikama tamponu uzaklastirildi.
Streptavidin-HRP ] 100 pL \ 100 pL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 30 dakika ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan yikama tamponu ile pleyt 5 defa yikand1 ve kuyularda bulunan
artik yikama tamponu uzaklastirildi.
TMB substrat ¢ozeltisi | 90 uL | 90 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 15 dakika ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan referans dalga boyunda (620 nm) 8l¢iim yapild1 ve en yiiksek
standartdin optik yogunlugu 0.9-0.95’e ulagmas1 beklendi.
Stop ¢ozeltisi I 50 uL | 50 uL
Pleyt 450 nm dalga boyunda spaktrofotometrede okundu.

Elde edilen veriler dogrultusunda standart konsantrasyonlarmna karsi absorbans
degerleri kullanildi ve Sekil 2.9’da verilen standart egri grafigi olusturuldu. Bu grafik
kullanilarak numunelerdeki TNF-a seviyeleri hesaplandi. Doku 6rneklerinin sonuglari

ng/mg protein birimiyle serum 6rneklerinin sonuglari ise ng/mL birimiyle verildi.
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Sekil 2. 9. TNF-a 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi
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2.2.9. Doku ve Serum Orneklerindeki 8-OHdG Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku ve serum oOrneklerinin 8-OHAG seviyeleri, iretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda ELISA Kit kullanilarak belirlendi. Bunun igin Tablo 2.6.’da verilen islemler
sirasiyla 96’lik elisa pleyt i¢inde ger¢eklestirildi:

Tablo 2. 6. 8-OHdG aktivitesinin belirlenmesi igin gerekli olan islemler

Reaktifler Numune Standart
Numune 50 uL -
Standart - 50 uL
Tespit reaktifi A 50 uL 50 uL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan yikama tamponu ile pleyt 3 defa yikand1 ve kuyularda bulunan
artik yitkama tamponu uzaklastirildi.

Tespit reaktifi B [ 100 uL | 100 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 30 dakika ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan yikama tamponu ile pleyt 5 defa yikand1 ve kuyularda bulunan
artik yitkama tamponu uzaklastirildi.
TMB substrat ¢ozeltisi ] 90 uL ‘ 90 uL
Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 15 dakika galkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan referans dalga boyunda (620 nm) 8l¢iim yapild1 ve en yiiksek
standartdin optik yogunlugu 0.9-0.95’e ulagmas1 beklendi.
Stop ¢ozeltisi \ 50 uL \ 50 uL
Pleyt 450 nm dalga boyunda spaktrofotometrede okundu.

Elde edilen veriler dogrultusunda standart konsantrasyonlarina karsi absorbans
degerleri kullanild1 ve Sekil 2.10°da verilen standart egri grafigi olusturuldu. Bu grafik
kullanilarak numunelerdeki 8-OHAG seviyeleri hesaplandi. Doku 6rneklerinin sonuglari

ng/mg protein birimiyle serum 6rneklerinin sonuglari ise ng/mL birimiyle verildi.
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Sekil 2. 10. 8-OHdG o6l¢liimiinde kullanilan standart grafigi

2.2.10. Doku ve Serum Orneklerindeki GSH Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku ve serum orneklerinin GSH seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda ELISA kit kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in Tablo 2.7.’de verilen islemler
sirastyla 96°lik elisa pleyt icinde gergeklestirildi:

Tablo 2. 7. GSH aktivitesinin belirlenmesi i¢in gerekli olan islemler

Reaktifler Numune Standart
Numune 50 uL -
Standart - 50 uL
Tespit reaktifi A 50 uL 50 uL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 1 saat ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan yikama tamponu ile pleyt 3 defa yikandi ve kuyularda bulunan
artik yikama tamponu uzaklastirildi.

Tespit reaktifi B | 100 puL | 100 puL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 30 dakika galkalayicida inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan yikama tamponu ile pleyt 5 defa yikandi ve kuyularda bulunan
artik yikama tamponu uzaklastirildi.

TMB substrat ¢cozeltisi | 90 uL | 90 uL

Pleyt folyo ile kapatilip 37°C’de 15 dakika galkalayicida inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan referans dalga boyunda (620 nm) 6l¢iim yapild: ve en yiiksek
standartdin optik yogunlugu 0.9-0.95’e ulagmas1 beklendi.

Stop ¢ozeltisi | 50 uL | 50 uL

Pleyt 450 nm dalga boyunda spaktrofotometrede okundu.
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Elde edilen veriler dogrultusunda standart konsantrasyonlarmma karsi absorbans
degerleri kullanildi ve Sekil 2.11°de verilen standart egri grafigi olusturuldu. Bu grafik
kullanilarak numunelerdeki GSH seviyeleri hesaplandi. Doku 6rneklerinin sonuglart ng/mg

protein birimiyle serum 6rneklerinin sonuglari ise ng/mL birimiyle verildi.
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Sekil 2. 11. GSH 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

2.2.11. Toplam Oksidan Durumun (TOS) Belirlenmesi

Serum ve doku 6rneklerinin TOS seviyeleri, tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

kolorimetrik kit kullanilarak belirlendi ve sonuglar pmol H20> esdegeri/L birimiyle verildi.
2.2.12. Toplam Antioksidan Durumun (TAS) Belirlenmesi

Serum ve doku orneklerinin TAS seviyeleri, iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
kolorimetrik kit kullanilarak belirlendi ve sonuglar mmol troloks esdegeri/L birimiyle

verildi.

2.2.13.0ksidatif Stres Indekslerinin (OSI) Hesaplanmasi

Serum ve doku Orneklerindeki OSI seviyeleri asagidaki denklem formiilii kullanilarak
hesaplandi (Yulug vd., 2014).

OSI=[(TOS, pmol H20, esdegeri/L) / (TAS, pmol troloks esdegeri/L)] x 100 (2.1)
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2.2.14. Histolopatolojik inceleme

Tim gruplardaki ratdan histopatolojik inceleme igin alinan bobrek dokular: tespit
amaciyla i¢inde % 10 luk formolin bulunan numaralandirilmis kavanozlara konuldu. Tespit
isleminden sonra tiim dokular, otomatik doku takibi cihazinda rutin histolojik doku takibine
alindi. Doku takibinin ardindan dokular, doku gémme cihazi yardimiyla parafin bloklar
haline getirildi. Her bir parafin bloktan ile lam iizerine 5 umlik seri kesitler alindi. Lam
tizerindeki kesitler hematoksilen eozin (H&E) ile boyandi ve 1sik mikroskobunda
histopatolojik acidan degerlendirilerek mikroskoba entegre kamera ile fotograflar1 ¢ekildi.
Her preparatta rastgele se¢ilen 5 farkli alan degerlendirilerek histopatolojik agidan skorland:.
Bowman boslugu ve/veya glomeriillerde dejenerasyon, proksimal, distal tubul
dejenerasyonu ve/veya cast formasyonu olusumu ve vaskiiler konjesyon ve/veya interstisyel
6dem bobrek hasarmin 3 gosterge kriteri olarak belirlendi. Her bir preparat, her bir kriter
icin 0 ile 3 arasinda (0:hasar yok, 1:hafif hasar, 2:orta hasar, 3: ciddi hasar) degerler verilerek

total skor 9 olmak iizere skorlandi (Iseri ve ark. 2007).

2.2.15. istatiksel Analiz

Calismada 5 farkli deney grubu bulunmakta ve her grupta bulunan 6 deney hayvanina ait
olan biyokimyasal parametrelerine ait sonuglar SPSS 23.0 (SSPS Inc., Chicago, IL) paket
programina yiiklenerek istatistiksel analizler gerceklestirildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Normal dagilima uygunluk
gostermedigi belirlenen veriler 6nce Kruskal-Wallis varyans analizi ve ardindan post-hoc
Mann-Whitney-U testine tabi tutuldu. Veriler medyan (ortanca) ve %25-%75lik
ceyreklikler (Interquartile range (IQR); Ceyrekler acikligl) seklinde ifade edildi. p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.BULGULAR
3.1. Malondialdehit (MDA) Seviyeleri

Deney gruplarindan elde edilen doku ve serum Ornekleri MDA yontemi ile

degerlendirilip Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de verildi.
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Sekil 3. 1. Serum 6rneklerinin MDA degerleri

aNegatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) kabul edildi.

Serum MDA: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.016; CP grubu ile CP+R. luteum (25 mg/kg)
p=0.037



Doku MDA
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Sekil 3. 2. Doku 6rneklerinin MDA degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamh fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05) kabul edildi.
Doku MDA: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.025; CP grubu ile CP+R. luteum (12.5 mg/kg)
p=0.013, CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.039

MDA degerleri i¢in deney gruplar1 karsilastirildiginda kontrol gruplari ile DMSO
gruplar1 arasinda serum ve doku Orneginde anlamli fark goriilmedi. Serum ve doku
orneklerinde kontrol ve cisplatin grubu degerlendirildiginde cisplatin grubunun serum ve
doku orneklerinde MDA seviyelerinin anlamli diizeyde arttigi gbzlemlenmis olup, tedavi
gruplarinin cisplatin grubuna gore MDA seviyelerinin anlamli diizeyde azaldig:

gbdzlemlendi.

3.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Seviyeleri

Deney gruplarindan elde edilen serum ve doku orneklerinin SOD diizeylerinin
bugular1 Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te verildi.
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Sekil 3. 3. Serum 6rneklerinin SOD degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05) kabul edildi.
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Sekil 3. 4. Doku 6rneklerinin SOD degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05) kabul edildi.

Doku SOD: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.016, CP+R. luteum (12.5 mg/kg) p=0.006,
CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.016
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SOD degerleri i¢in deney gruplar1 karsilastirildiginda kontrol gruplar1 ile DMSO
gruplar1 arasinda serum ve doku 6rneginde anlamli fark goriilmedi. Kan 6rneklerinin grup
karsilastirilmasinda hi¢bir anlamli fark goriilmedi. Doku 6rneklerin de ise kontrol grubu ile
cisplatin grubu ve R. luteum gruplar1 karsilastirildiginda bu gruplarm SOD seviyelerinin

anlamli diizeyde arttig1 gézlemlenmis olup R. luteum grubunun cisplatin grubuna gére SOD
seviyeleri degerlendirildiginde anlamli bir fark goriilmedi.

3.3.indirgenmis Glutatyon (GSH) Seviyeleri

Deney gruplarindan elde edilen doku ve serum orneklerinin GSH diizeylerinin
bugular1 Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da verildi.

Serum GSH
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Sekil 3. 5. Serum 6rneklerinin GSH degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), PCisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05) kabul edildi.

Serum GSH: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.004; CP grubu ile CP+R. luteum (12.5 mg/kg)
p=0.004, CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.004
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Doku GSH
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Sekil 3. 6. Doku 6rneklerinin GSH degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) kabul edildi.
Doku GSH: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.025; CP grubu ile CP+R. luteum (12.5 mg/kg)
p=0.01, CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.016

GSH degerleri i¢cin deney gruplari karsilastirildiginda kontrol gruplar1 ile DMSO
gruplar1 arasinda serum ve doku Orneginde anlamli fark goriilmedi. Doku ve kan
orneklerinde kontrol grubu ile cisplatin grubu karsilastirildiginda cisplatin grubunun GSH
degerlerinin anlamli diizeyde azaldig1 gozlemlenndi. R. luteum gruplarinin cisplatin grubuna

gore GSH seviyelerinin anlamli olarak arttig1 gozlemlendi.

3.4. TAS-TOS ve OSI Seviyeleri

Deney gruplarindan elde edilen serum drneklerinin TAS-TOS ve OSI degerleri Sekil
3.7, 3.8 ve 3.9°da, doku 6rneklerinin TAS-TOS ve OSI degerleri ise Sekil 3.10, 3.11 ve
3.12’de verildi.
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Sekil 3. 7. Serum orneklerindeki TOS seviyeleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05) kabul edildi.

Serum TOS: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.004; CP grubu ile CP+R. luteum (12.5 mg/kg)
p=0.016, CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.025
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Sekil 3. 8. Serum 6rneklerindeki TAS seviyeleri
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*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamh fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05) kabul edildi.

Serum TAS: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.004; CP grubu ile CP+R. luteum (12.5 mg/kg)
p=0.006, CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.041
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Sekil 3. 9. Serum 6rneklerindeki OSI seviyeleri

®Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) kabul edildi.
Serum OSI: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.004; CP grubu ile CP+R. luteum (12.5 mg/kg)
p=0.01, CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.01

TAS-TOS ve OSI degerleri igin deney gruplar1 karsilastirildiginda kontrol gruplari
ille DMSO gruplar1 arasinda serum Orneklerinde anlamli fark goriilmedi. Serum
orneklerindeki TOS degerleri kontrol grubu ile cisplatin grubu karsilastirildiginda cisplatin
grubunun anlamh diizeyde arttig1 gozlemlenmis olup R. luteum gruplarinin cisplatin grubuna
gore anlamli olarak azaldig1 gézlemlendi. TAS degerleri kontrol grubu ile cisplatin grubu
karsilastirildiginda cisplatin grubunun anlamli diizeyde azaldigi gozlemlenmis olup R.
luteum gruplarinin cisplatin grubuna gére anlamli olarak arttig1 gézlemlendi. TAS ve TOS
sonuglarindan elde edilen serum 6rneklerinin OSI degerleri ise; kontrol grubu ile cisplatin
grubu karsilastirildiginda cisplatin grubunun anlaml diizeyde arttig1 gézlemlenmis olup R.

luteum gruplarmin cisplatin grubuna gore anlamli olarak azaldig1 gézlemlendi.
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Sekil 3. 10. Doku 6rneklerinin TOS degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05) kabul edildi.

Doku TOS: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.037; CP grubu ile CP+R. luteum (25 mg/kg)
p=0.042
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Sekil 3. 11. Doku 6rneklerinin TAS degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) kabul edildi.
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Sekil 3. 12. Doku 6rneklerinin OSI degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) kabul edildi.
Serum TOS: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.036; CP grubu ile CP+R. luteum (25 mg/kg)
p=0.041

TAS-TOS ve OSI degerleri i¢in deney gruplar1 karsilastirildiginda kontrol gruplari
ile DMSO gruplari arasinda doku 6rneklerinde anlamli fark gériilmedi. Doku 6rneklerindeki
TOS degerlerinin kontrol grubu ile cisplatin grubu karsilastirildiginda cisplatin grubunun
anlaml diizeyde arttig1 gézlemlenmis olup R. Luteum’un 25 mg/kg’lik grubunun cisplatin
grubuna gore anlamli olarak azaldigi gozlemlendi. TAS degerleri icin deney gruplari
karsilagtirildiginda anlami bir fark gozlemlenmedi. TAS ve TOS sonuglarindan elde edilen
OSI degerleri ise kontrol grubu ile cisplatin grubu karsilastirildiginda cisplatin grubunun
anlaml1 diizeyde arttig1 gézlemlenmis olup R. Luteum’un 25 mg/kg’lik grubunun cisplatin

grubuna gore anlamli olarak azaldig1 g6zlemlendi.

3.5. 8-Hidroksi-2'-Deoksiguanozin (8-OHdG) Seviyeleri

Deney gruplarindan elde edilen doku ve serum orneklerinin 8-OHAG diizeylerinin

bugular1 Sekil 3.13 ve Sekil 3.14°te verildi.
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Sekil 3. 13. Serum o6rneklerinin 8-OHAG degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05) kabul edildi.
Serum 8-OHdG: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.004
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Sekil 3. 14. Doku 6rneklerinin 8-OHAG degerleri

®Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) kabul edildi.
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Doku 8-OHdG: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.004; CP grubu ile CP+R. luteum (25 mg/kg)
p=0.01

8-OHdG degerleri igin deney gruplari karsilastirildiginda kontrol gruplari ile DMSO
gruplart arasinda serum ve doku Orneginde anlamli fark goriilmedi. Doku ve serum
orneklerin kontrol grubu ile cisplatin grubu karsilastirildiginda bu gruplarin 8-OHdG
seviyelerinin anlamli diizeyde arttigi gozlemlendi. Serum o6rneklerindeki R. luteum
gruplarinin cisplatin grubuna gore 8-OHdG degerleri karsilastirildiginda anlamli fark
goriilmedi. Doku orneklerinde ise R. Luteum’un 25 mg/kg’lik grubunun cisplatin grubuna

gore 8-OHAG degerlerinin anlamli diizeyde azaldigi gézlemlendi.

3.6. Tiimor Nekroz Faktor-Alfa (TNF-a) Seviyeleri

Deney gruplarindan elde edilen doku ve serum Orneklerinin TNF-a diizeylerinin

bugular1 Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’da verildi.
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Sekil 3. 15. Serum 6rneklerinin TNF-o degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), PCisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05) kabul edildi.
Serum TNF-a: CP grubu ile CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.025
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Sekil 3. 16. Doku 6rneklerinin TNF-a degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) kabul edildi.
Doku TNF-a: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.004; CP grubu ile CP+R. luteum (12.5 mg/kg)
p=0.004, CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.006

TNF-a degerleri i¢in deney gruplar1 karsilastirildiginda kontrol gruplar1 ile DMSO
gruplar1 arasinda serum ve doku o6rneginde anlamli fark goriilmedi. Doku Orneklerinin
kontrol grubu ile cisplatin grubu karsilastirildiginda cisplatin grubunun anlamlh diizeyde
arttig1 gozlemlenirken serum orneklerinde ise anlamli bir fark gézlemlenilmedi. Doku ve
serum Orneklerinin R.luteum ve cisplatin grubu karsilastiginda ise doku Orneklerinde
R.luteum gruplarinin anlamli diizeyde azaldigi serum 6rneklerinde ise R. Luteum’un 25

mg/kg’lik grubunun cisplatin grubuna goére anlamli diizeyde azaldig1 gozlemlendi.

3.7. Kaspaz-3 (CASP3) Seviyeleri

Deney gruplarindan elde edilen doku ve serum oOrneklerinin CASP3 diizeylerinin
bugular1 Sekil 3.17 ve Sekil 3.18°de verildi.
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Sekil 3. 17. Serum o6rneklerinin CASP3 degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) kabul edildi.

Doku Kaspaz-3

600

0.53

400 0.39
0.340
b
027 0.29

200

ng/mg protein

000
Kontrol DMSO cP CP+R. luteum CP+R. luteum
(12.5 mg/kg) (25 mg/kg)

Sekil 3. 18. Doku 6rneklerinin CASP3 degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), °Cisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05) kabul edildi.

Doku CAS3: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.006; CP grubu ile CP+R. luteum (12.5 mg/kg)
p=0.016, CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.004
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CASP3 degerleri i¢in deney gruplar1 karsilastirildiginda kontrol gruplar1 ile DMSO
gruplar1 arasinda serum ve doku 6rneginde anlaml fark goriilmedi. Kan 6rneklerinin grup
karsilastirilmasinda higbir anlamli fark goériilmedi. Doku 6rneklerin de ise kontrol grubu ile
cisplatin grubu karsilastirildiginda CASP3 seviyesi cisplatin grubunda anlamli diizeyde
arttig1r gozlemlenmis olup bu 6rneklerin  R.luteum ve cisplatin grubu karsilastiginda ise
R.luteum gruplarinin cisplatin grubuna goére CASP3 seviyesinin anlaml diizeyde azaldigi

gozlemlendi.

3.8. Histopatolojik Bulgular

Deney gruplarindan elde edilen bobrek doku orneklerinin histolojik diizeylerinin

bugular1 Sekil 3.19°da verildi.
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Sekil 3. 19. Bobrek doku 6rneklerinin histolojik degerleri

*Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05), PCisplatin grubu ile
kiyaslandiginda anlaml fark (p<0.05) kabul edildi.

Doku Hasar Skoru: Kontrol grubu ile CP grubu p=0.002, CP+R. luteum (12.5 mg/kg)
p=0.003, CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.003; CP grubu ile CP+R. luteum (12.5 mg/kg)
p=0.002, CP+R. luteum (25 mg/kg) p=0.002

Doku oOrneklerinin kontrol grubu ile cisplatin grubu ve ekstrakt gruplari

karsilastirildiginda cisplatin ve ekstrakt gruplarinin kontrol grubuna gore hasar skorunun
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anlamli diizeyde artt1ig1 gézlemlendi. R.luteum ve cisplatin grubu karsilastiginda ise R.luteum
gruplarmin cisplatin grubuna goére hasar skorunun anlamli diizeyde azaldig1 gézlemlendi.
Hematoksilen—eosin boyali bobrek kesitlerinin histopatolojik degerlendirmesinde
kontrol grubuna (Sekil 3.20) ve ¢6ziicli grubuna (Sekil 3.21) ait kesitlerde glomeriil normal
yapida izlendi ve patolojik bir bulguya rastlanmadi. CP (Sekil 3.22) ve Rhododendron
luteum (Sekil 3.23 (12.5 mg/kg) ve Sekil 3.24 (25 mg/kg)) gruplarmnimn bobrek kesitlerinde
ise tubullerde dejenerasyon (gift ok), tubul limeninde kast formasyonu (dortli ok),
apopitotik hiicre ve cisimler (koseli ¢ift ayrag), vaskiiler konjesyon (ok bast) (H&E X400)

gbzlemlendi.

Sekil 3. 20. Kontrol grubu; Glomeriil (G), (H&E X400).
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Sekil 3. 21. DMSO grubu; Glomeriil (G), (H&E X400).

Sekil 3. 22. Cisplatin grubu; Tubullerde dejenerasyon (¢ift ok), tubul limeninde kast
formasyonu (dortlii ok), apopitotik hiicre ve cisimler (koseli ¢ift ayrac),
vaskiiler konjesyon (ok bas1) (H&E X400).
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Sekil 3. 23. R. luteum 12.5 mg/kg grubu; Tubullerde dejenerasyon (¢ift ok), tubul limeninde
kast formasyonu (dortlii ok), apopitotik hiicre ve cisimler (koseli ¢ift ayrag),
vaskiiler konjesyon (ok bas1) (H&E X400).

E

Sekil 3. 24. Tubul liimeninde kast formasyonu (dortlii ok), apopitotik hiicre ve cisimler
(koseli ¢ift ayrac), Bowman boslugu ve glomeriilde dejenerasyon (yay) (H&E
X400)
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4. TARTISMA

Diinya ¢apmda en biiyiik halk sagligi sorunlarindan biri olan kanser, hiicrelerin
Oliimleri ile boliintip farklilagmalar1 arasindaki dengenin bozulmasi ile meydana gelen
patolojik bir olaydir (Demir, 2015; Igbal vd., 2018). Kanser her yil milyonlarca insani
etkilemekte ve bu hastaligin 6liimlere sebebiyet vermesinden 6tiirii kanser ile ilgili bir¢ok
calisma yapilmaktadir. Bu ¢aligmalarda kanser tiirleri tizerinde etkinligi kanitlanmis ve sik
kullanilan bir ilag olan CP kullanilmaktadir. CP’nin antitiimér 06zelliginin yaninda
hayvanlarda ve insanlarda norotoksisite, hepatoksisite ve nefrotoksisite gibi yan etkiler
gozlemlenmektedir (Sastry ve Kellie, 2005). Bu yan etkilerin arasinda nefrotoksisite CP’nin
en ciddi ve doz kisitlayici yan etkisidir. CP kullanim1 sonucu olusan nefrotoksisite, ilacin
antikanser etkinligini azaltmakta ve klinik kullanimini kisitlamaktadir (Barbaras vd., 2008).
Ciddi yan etkilere sahip olmasmma ragmen CP’nin tedavi edici etkinliginin yiiksek
olmasindan dolay1 kemoterapi tedavisinde en yaygin kullanilan ilaclardan biridir (Faubel
vd., 2007). Bu yan etkilerini azaltmak ya da ortadan kaldirmak i¢in CP ile birlikte
antioksidan 6zelligi yiiksek olan dogal iiriinlerin kullanildig1 ¢alismalara rastlanilmaktadir
(Silici vd., 2009; Kumar ve Pandey, 2013; Cift¢i vd., 2014; Tohamy vd., 2014 ). Dogal
irtinler geleneksel olarak mikrobiyal hastaliklarda, diyabet, astim, romatizmal,
bagisiklikligin artirilmasinda ve kanser hastaliginda kullanilan ilaglara destek olarak
kullanilmaktadir. Fitoterapdtiklerden ozellikle primer ve sekonder metabolitler olarak
bilinen flavonoid ve fenolikler bilimsel calismalara konu olmaktadir. Bu metabolitlerin
oksidatif strese karsi, antioksidan potansiyellerinin yiiksek olmasi sebebiyle viicutta
olusabilecek hasarlar1 onleyici 6zellikleri oldugu belirtilmektedir (Gongalves vd., 2013).

Bu calismada iilkemizin biyogesitliligi icinde yer alan giiclii antioksidan o6zellige
sahip dogal tiriinlerden biri olan Rhododendron luteum kullanilmigtir (Demir vd., 2016;
Demir vd., 2018). Literatiirde farkli ¢oziiciilerle elde edilen Rhododendron luteum
ekstraktlarmin igerik analizleri yapilarak fenolik bilesiklerin varligi saptanmis olup bu
bilesikler; (epi) katesin ve tiirevleri, kafeoil kuinik asitler ve mirisetin ve kuersetin
glikozitleri olarak belirtilmistir (Mahomoodally vd., 2020).

Yaptigimiz ¢aligmada ratlar tizerinde CP kaynakli olusan DNA hasari, oksidatif stres
artigi, apoptoz ve nefrotoksisite gibi hasarlara karsi Rhododendron luteum’un yaprak

kisimlar1 kullanilarak koruyucu etkisi incelenmistir. Bobrek dokusunda ve kanda olusan



oksidan stres belirteci olarak MDA, TOS antioksidan olarak ise TAS, GSH ve SOD
diizeyleri, DNA hasarmin belirlenmesi i¢in 8-OHdG 6l¢iimii, apoptozun belirlenmesinde
kaspaz-3, inflamasyonun belirlenmesinde TNF-a diizeyleri ve nefrotoksisite i¢in bobrek
dokusunda histopatolojik inceleme yapilmistir.

Yapilan literatiir taramas1 sonucunda nefrotoksisite tizerine Rhododendron tiirlerinin
etkisi ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Fakat Rhododendron luteum igerik
analizinde belirlenen antioksidan maddelerle ve orman giilii (Rhododendron) bali olarak
bilinen deli bal ile ilgili nefrotoksisite ¢caligmalar1 literatiirde mevcuttur.

Rhododendron luteum da bulunan bilesikler ile yapilan nefrotoksite ¢alismalarinda
incelenen antioksidan parametrelere bakildiginda, Devi ve Shyalama’nin yaptiklar1
caligmada tek basina intraperitoneal CP uygulamasinin bobrek dokularinda SOD enzim
aktivesini azalttigit CP ile birlikte kuersetin uygulamasmm ise SOD enzim aktivitesini
arttirdig bildirilmistir (Devi ve Shyalama, 1999). Behling ve arkadaslarmin yapmis oldugu
calismada CP kaynakli nefrotoksisiteye ve oksidatif hasara karsi kuersetinin koruyucu
etkileri arastirilmis ve elde edilen verilerde MDA seviyesinin kuersetin uygulanan grupta
azaldig1 belirtilmistir (Behling vd., 2006). Gonzales ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada ise kuersetinin cisplatin nefrotoksisitesi lizerine koruyucu etkisi bir sigan timor
modelinde arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore kuersetin uygulanan gruplarda bobrek
doku MDA seviyelerinin azaldigi, GSH seviyelerinin ise arttig1 bildirilmistir (Sanchez-
Gonzalez vd., 2011). Hassan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise farelerde CP kaynakli
nefrotoksisiteye karsi mirisetinin koruyucu etkileri incelenmis ve MDA seviyelerinin
mirisetin uygulanan grupta azaldigi, GSH seviyelerinin ise arttig1 belirtilmistir (Hassan vd.,
2017). Malko¢ ve ark. ormangiilii bali olarak bilinen deli balin antioksidan ve
antienflamatuar etkisini, ratlarda olusturulan yaralarm iyilesmesi modeli iizerinden
incelemiglerdir. Elde edilen verilerde yara iyilesmesi i¢in ormangiilii bali kullanilan grubun
MDA seviyelerinin anlamli diizeyde diistiigii SOD seviyelerinin ise anlamli diizeyde arttig1
belirtilmistir (Malko¢ vd., 2019). Verma ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada Rhododendron
arboreum ¢igeklerinin  etil asetat fraksiyonunun karbon tetrakloriir kaynakli
hepatotoksisiteye karsi koruyucu etkisi arastirilmis ve elde edilen verilerde Rhododendron
arboreum uygulamasmin MDA seviyelerini anlamli diizeyde diisiirdiigii GSH seviyelerini
ise anlaml1 diizeyde arttirdig1 bildirilmistir (Verma vd., 2011). Lopera ve ark. nin yaptig1 bir
calismada ise Ericaceae familyasina dahil olan Vaccinium meridionale’nin ratlarda iskemi-

reperflizyon olusturarak kardiyoprotektif etkisini incelemisler ve elde edilen verilerde
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Vaccinium meridionale uygulamasinin MDA seviyelerini anlaml diizeyde disiirdiigii GSH
seviyelerinin ise korudugu bildirilmistir (Lopera vd., 2013). Pandir ve Ozlem’in yaptig1
calismada Ericaceae familyasma dahil olan Vaccinium myrtillus'un CP kaynakli bobrek
hasarma kars1 koruyucu etkileri incelenmis ve elde edilen verilerde Vaccinium myrtillus
uygulamasinin MDA seviyesini anlamli diizeyde diisiirdiigii SOD seviyelerini ise arttirdigi
bildirilmistir (Pandir ve Kara, 2013). Bu ¢alismada ise CP grubunda doku ve kan
orneklerindeki oksidan stres belirteglerinden olan MDA ve TOS diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde arttigi, R. luteum gruplarinda ise cisplatin grubuna gore
anlamh diizeyde azaldig1 gozlemlenmistir. TOS seviyelerinin cisplatin grubunda kontrol
grubuna gore anlamh diizeyde yiiksek bulunmasi, cisplatin indiiklii nefrotoksisiteye
oksidatif hasarin katki sagladigini diisiindiirmektedir. Gruplarin doku Orneklerindeki
antioksidan belirteclerinden olan TAS diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlaml
bir fark gozlemlenmemistir. Bu durumun R. luteum’un intraperitoneal yolla verilmis
olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Kan 6rneklerindeki TAS diizeyleri
karsilastirildiginda ise R. luteum uygulanan gruplarda cisplatin grubuna kiyasla anlamli
diizeyde arttig1 gozlemlenmistir. TAS ve TOS degerleri kullanilarak hesaplanan oksidatif
stres indeksi (OSI) degerlerinin ise doku ve kan 6rneklerinde tedavi gruplarinm cisplatin
grubuna kiyasla anlamli diizeyde azaldigi gozlemlenmistir. Elde edilen bu sonuglarin
literatiir ile uyumlu olarak antioksidan potansiyeli yiiksek R. luteum ekstraktinin cisplatin ile
olusturulan oksidatif hasar1 azalttig1 gosterilmistir. SOD miktarlar1 karsilastirildiginda ise
doku orneklerinde kontrol grubuna kiyasla cisplatin ve tedavi gruplarinin anlamli diizeyde
arttig1 gozlemlenmis olup cisplatin grubundaki artigin antioksidan savunma mekanizmasinin
aktivasyonundan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Deney gruplarnda bulunan GSH
diizeyleri doku ve kan 6rneklerinde kiyaslandiginda tedavi gruplarmin cisplatin grubuna
gore anlamli diizeyde arttig1 belirlenmistir. Elde edilen sonucglarin literatiirde bulunan
R.luteum igerigindeki etken maddelerle uyumlu oldugu ve cisplatin ile verilen hasarin
Rhododendron luteum yaprak ekstrakti ile azaltildigi gozlemlenerek bu etkinin sekonder
metabolitlerden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

DNA’da olusan baz mutasyonlarindan en fazla bilineni 8-hidroksi-2-deoksiguanozin
(8-OHdG) olarak bilinmekte ve bu mutasyon DNA’da olusan hasarin miktar 6l¢timii igin
kullanilmaktadir (Yokus ve Cakir, 2002; Atmaca ve Aksoy, 2009; Kroese ve Scheffer, 2014;
Ozen vd., 2015). Akkoyun'nun yaptig1 ¢alismada karbontetrakloriir kaynakli bobrek doku

hasarma kars1 kuersetinin koruyucu etkileri arastirilmis ve elde edilen verilerde 8-OHdG
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seviyesinin kuersetin uygulanan grupta anlaml diizeyde azaldig1 belirtilmistir (Akkoyun,
2019). Ozyurt ve ark.’nin yapmus oldugu ¢alismada radyasyon kaynaklit DNA hasar1 {izerine
sican mesane ve bobrek dokularinda kuersetinin koruyucu 6zelligi arastirilmis ve 8-OHdAG
seviyelerinin radyasyon grubunda arttig1 fakat radyasyonla birlikte kuersetin uygulan grupta
ise azaldig1 bildirilmistir (Ozyurt vd., 2014). Bu ¢alismada DNA hasarmin belirlenmesinde
kan ve doku Orneklerinde 8-OHdG diizeyleri dl¢lilmiis olup cisplatin grubunun kontrol
grubuna kiyasla anlamli diizeyde arttig1 gézlemlendi. Serum 6rneklerinde cisplatin ve R.
luteum gruplarinin arasinda anlaml bir fark gozlemlenmezken doku orneklerinde ise 25
mg/kg’lik R. luteum uygulanan grubun cisplatin grubuna gére 8-OHdG diizeyinin anlaml1
olarak azaldig1 gozlemlenmistir. Bu verilerin literatiir ile uyumlu oldugu gorilmiistiir.
CP’nin nefrotoksisite mekanizmasi genellikle ROS’lara atfedilmekte olup bir diger
teori ise artan inflamatuar sitokinlerinin etkinligidir. Yapilan calismalarda CP’nin ratlara
uygulanmastyla birlikte proinflamatuar sitokinlerin arttig1 ve inflamatuar yanit olugturarak
doku hasarma sebep oldugu belirtilmektedir (Ramesh ve Reeves, 2005; Sharma vd., 2017;
Sharma vd., 2018; Ding, 2019). Hassan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada mirisetinin
cisplatin kaynakli nefrotoksisite iizerine koruyucu etkisinin arastirilmasmda inflamasyon
belirteglerinden olan TNF-a diizeylerinin CP grubunda artti§i, CP ile birlikte kullanilan
mirisetin grubunda ise azaldig1 belirtilmektedir (Hassan vd., 2017). Malkog¢ ve ark. ise
ormangiilii bali olarak bilinen deli balin antienflamatuar etkisini ratlarda olusturulan
yaralarin iyilesmesi modeli iizerinden incelemislerdir. Elde edilen verilerde yara iyilesmesi
icin kullanilan ormangiilii balinin TNF-a seviyelerini anlamli diizeyde azalttig1 belirtilmistir
(Malkog vd., 2019). Luye ve ark. yapmis oldugu calismada RAW264.7 hiicre serisinde
lipopolisakkarit kaynakli inflamasyon olusturulmus ve Rhododendron molle yaprak
ekstraktinin anti-inflamatuar 6zelligi arastirilmistir. TNF-a diizeylerinin R. molle uygulanan
gruplarda anlamli diizeyde azaldigi ve R. molle nin giiglii bir anti-inflamatuar aktiviteye
sahip oldugu belirtilmistir (Luye vd., 2020). Bu calismada ise cisplatin grubunun TNF-a
seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla arttigi, tedavi gruplarmin TNF-a seviyelerinin ise
cisplatin grubuna kiyasla azaldigi gozlemlenmistir. Elde edilen bu sonucun literatiir
verilerini destekledigi gozlemlenmis olup CP kullanimi ile olusan inflamasyonun
antioksidan 6zellik gosteren R. luteum ile azaldig tespit edilmistir.
CP nefrotoksisitesine intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklarinin da etki ettigi
bildirilmektedir (Pabla ve Dong, 2008). Bu apoptoz yolaklarinmn her ikisinde de kaspazlar

rol oynamaktadir. Intrinsik apoptoz yolaginda kaspaz-9 daha sonra kaspaz-3 aktiflestirerek
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kaspaz bagimli apoptoz baslamaktadir (Pabla ve Dong, 2008). Ekstrinsik 6liim reseptorii
yolaginda ise kaspaz-8, kaspaz-3’ii aktivite etmekte ve sonucunda renal tiibiil hiicre
apoptozu gerceklesmektedir (Tsuruya vd., 2003). Hassan ve arkadaslarmin yaptigi
calismada mirisetinin cisplatin kaynakli nefrotoksisite {lizerine koruyucu etkisinin
arastirilmasinda apoptoz belirte¢lerinden olan kaspaz-3 seviyelerinin CP grubunda arttigi1 CP
ile birlikte kullanilan mirisetin grubunda ise azaldig1 belirtilmektedir (Hassan vd., 2017). Bu
caligmada kaspaz-3 seviyeleri karsilastirildiginda cisplatin grubunda kontrol grubuna gore
kaspaz-3 seviyelerinin arttig1 gézlemlendi. Doku 6rneklerinin kaspaz-3 seviyelerinin, tedavi
gruplarinda cisplatin grubuna kiyasla anlamli diizeyde azaldig1 gézlemlenmistir. Bu sonug
CP kullanimi ile artan apoptoz seviyelerinin Rhododendron ekstraktlar: ile azaltildigini
ortaya koymustur.

Sanchez-Gonzalez ve ark.’nin yaptigi ¢alismada kuersetinin CP nefrotoksisitesi
iizerindeki koruyucu etkisi sican tiimér modelinde in vivo olarak incelenmis ve elde edilen
sonucun histolojik incelemesinde kuersetin uygulanan gruplarda bobrek doku hasarinin
azaldig1 bildirilmistir (Sanchez-Gonzalez vd., 2011). Behling ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismada CP kaynakli nefrotoksisiteye ve oksidatif hasara karsi kuersetinin
koruyucu etkileri arastirilmis ve elde edilen verilerin histolojik incelemesinde kuersetin
uygulanan gruplarda bobrek doku hasarmnin azaldigi bildirilmistir (Behling vd., 2006).
Verma ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada Rhododendron arboreum c¢igeklerinin etil asetat
fraksiyonunun karbon tetrakloriir kaynakli hepatotoksisiteye karst koruyucu etkisi
arastirtlmis ve elde edilen verilerin histolojik incelemesinde Rhododendron arboreum
uygulamasinin karbon tetrakloriir kaynakli hepatotoksisiyi azalttigi bildirilmistir (Verma
vd., 2011). Li ve ark.’nin yaptig1 ¢calismada Rhododendron groenlandicum’un diyete bagl
obez fare modelinde bobrek biitiinliigi lizerine etkisi arastirilmis ve elde edilen verilerde
Rhododendron groenlandicum’un bdbrek biitiinliigiini iyilestirdigi bildirilmistir (Li vd.,
2016). Bu calismada ise CP uygulanan grubun bobrek dokularinda yapilan mikroskobik
incelemeler ve hasar skoru sonucunda hasar tespit edilmis olup bu hasarin tedavi gruplari ile
anlamli1 diizeyde azaltildig1 tespit edilmistir.

Elde edilen bu sonuglara gore platin bazli bir kemoterapi ilac1 olan CP’nin ROS artis1
ve antioksidan enzim savunmasini azaltarak bobrek dokusunda toksisite olusturdugu ayrica
inflamasyon belirteglerinden olan TNF-o, DNA hasar1 belirteglerinden olan 8-OHdG ve

apoptoz belirteclerinden olan Kaspaz-3 seviyelerini arttirdigi fakat CP sonrasi uygulanan
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Rhododendron ekstrakti’nin ise literatiirde uyumlu olarak ratlarda olusturulan bu hasarlar

tizerine koruyucu etkisinin oldugu gézlemlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ratlarda CP verilerek olusturulan DNA hasari, oksidatif stres artigi, apoptoz,
inflamasyon ve nefrotoksisite gibi hasarlara kars1 Rhododendron luteum yaprak ekstraktimnin

koruyucu etkisinin incelendigi bu ¢aligma sonucunda;

1. Kontrol grubu ile DMSO ¢6ziicii grubu arasinda doku ve serum drneginde dlgiilen
parametreler arasinda anlamli fark goriilmemis olmasi ekstrakt ¢oziiciisiiniin
deneye etkisinin olmadigin1 gdsterdi.

2. Rhododendron luteum gruplari ile cisplatin gruplarinin antioksidan parametreleri
karsilagtirildiginda;

a) Doku ve serum orneklerinde R. luteum’un gruplarinin cisplatin gruplarina
gére MDA ve TOS diizeylerinin anlaml diizeyde azaldig1,

b) TAS seviyelerinin R. luteum gruplarinin cisplatin gruplarma gore Serum
orneklerinde arttigi

c) GSH seviyelerinin serum ve doku Orneklerinde cisplatin grubuna gore
anlamh diizeyde arttig1,

d) OSI degerinin R.luteum gruplarinda CP grubuna gére anlamli diizeyde
azaldigi,

e) SOD enzim miktarinin ise CP ve Rhododendron luteum gruplarinda arttig1

gozlemlendi.

3. Kan oOrneklerinde 8-OHdG seviyeleri bakimindan CP ve R. luteum gruplari
arasinda anlaml bir fark gozlemlenmezken doku 6rneklerinde ise 25 mg/kg’lik R.
luteum uygulanan grubun 8-OHdG seviyelerinin cisplatin grubuna gére anlamli
diizeyde azaldig1 gozlemlenmistir.

4. Inflamasyon belirteclerinden olan TNF-a seviyelerinin cisplatin grubuna kiyasla
tedavi gruplarinda azaldig1 gézlemlenmistir.

5. Apoptoz belirteglerinden olan kaspaz-3 seviyelerinin doku 6rneklerinde cisplatin

grubuna kiyasla tedavi grubunda anlaml diizeyde azaldig1 gézlemlemlendi.



6. Histolojik analizden elde edilen hasar skoru degerlendirildiginde tedavi
gruplarinda cisplatin grubuna gdre bobrek hasarmnin anlamli diizeyde azaldig:
gozlemlenmistir.

7. Bu calismadan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde CP ile beraber verilen
Rhododendron luteum’™un CP’nin  olusturdugu bobrek hasarin1  Onlemede,
antiinflamatuar, antiapoptotik, antioksidan etki gostererek olusan hasari
azaltabilecegi kanisina varildi. Bu sonuglara gore;

1. Rhododendron Iluteum’un Kklinikte kullanilmas1 1i¢in ileri arastirmalarla

desteklenmesi onerilir.

2. Rhododendron tiirleri ile yapilan ilk nefrotoksisite ¢alismasidir ve diger tiirlerinde

calismalarinin yapilabilecegi diisiiniilmektedir.

3. Ayni zamanda farkli dokular iizerindeki etkilerinin de arastirilmasi 6nerilir.
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