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Öz
Amaç: Gama radyasyonun indüklediği nefrotoksiteye karşı pycnogenolün radyasyon koruyucu ve antioksidan etkisi tek hücre düzeyinde, doku düze-
yinde ve biyokimyasal parametreler kullanarak Wistar Albino cinsi erişkin erkek sıçanda araştırıldı. 

Gereç ve Yöntem: Çalışma, kontrol grubu (n=10), antioksidan gruplar (P37.5, P75, P150, P300, n= 10), sadece radyasyon grubu (y-ışını, n=10) ve antiok-
sidan + radyasyon gruplar (P37.5+y-ışını, P75+y-ışını, P150+y-ışını, P300+y-ışını, n= 10) olmak üzere 100 sıçanda yapıldı. Pycnogenol %5’lik DMSO’da 
çözdürüldü. Radyasyon Cobalt-60 teleterapi cihazıyla tek fraksiyon uygulandı. Kontrol ve radyasyon grubuna %5 DMSO, antioksidan ve antioksidan 
+ radyasyon gruplar ışınlamadan önce 24, 48 ve 72. saatlerde pycnogenol verildi. Uygulamalardan yirmidört saat sonra, genel anesteziyle sıçanlar 
sakrifiye edilerek böbrekleri alındı. Böbrek dokusunda, DNA hasarı, histo-patolojik değerlendirme, CAT, SOD aktiviteleri ve MDA düzeyleri değer-
lendirildi. 

Bulgular: Radyasyon grubunda MDA düzeyinde  artma, SOD ve CAT aktivitelerinde azalma; buna karşılık antioksidan + radyasyon grubunda MDA 
düzeyinde azalma, SOD ve CAT aktivitelerinde artma tespit edildi. Kontrole göre diğer gruplarda comet parametreleri artmış, bu parametreler anti-
oksidan + radyasyon gruplarda radyasyon grubuna göre azalmıştı (p<0.001). Histopatolojik olarak, kontrol grubuna göre diğer gruplarda bozulmuş 
histo-patoloji, antioksidan + radyasyon gruplarda, radyasyon grubuna göre düzelmiş histo-patoloji gözlendi. 

Sonuç: Antioksidan etkileri gösterilen pycnogenolün iyonize radyasyona bağlı böbrek hasarına karşı koruyucu olarak kullanılması, çalışmamızın 
verilerinden hareketle önerilebilir. Ancak, etki mekanizmasının ve moleküler temelinin daha iyi anlaşılması, doz, toksisite ve tolerabilite konularının 
daha da açıklığa kavuşması için, preklinik ve klinik çalışmalara da gerek vardır.

Anahtar Kelimeler: Böbrek, radyasyon, antioksidan, pycnogenol

Abstract                                                                               
Objective: The radioprotective and antioxidant effect of pycnogenol against gamma radiation-induced nephrotoxicity was investigated at single cell 
level, tissue level and biochemical parameters in adult male Wistar Albino rats.

Material and Methods: The study was included control group (n=10), antioxidant groups  (P37.5, P75, P150, P300, n= 10), only radiation group (y-ışını, 
n=10) and antioxidant + radiation groups (P37.5+y-ışını, P75+y-ışını, P150+y-ışını, P300+y-ışını, n= 10) on 100 rats. Pycnogenol was dissolved in 5 % 
DMSO. Radiation was applied single fraction with Cobalt-60 teletherapy device. Control and radiation groups were received 5% DMSO. Antioxidant 
and antioxidant + radiation groups were received pycnogenol at 24, 48 and 72 hours before the irradiation. Twenty-four hours after the administra-
tion, the rats were sacrificed with general anesthesia and their kidneys were removed. DNA damage, histopathological evaluation, CAT, SOD activities 
and MDA levels were evaluated in renal tissue. 

Results: We were evaluated increased levels of MDA, decreased SOD and CAT activities in the radiation group; however, MDA level was decreased 
and increased SOD and CAT activities in the antioxidant + radiation group. Comet parameters were increased in the other groups compared to the 
control group and these parameters were decreased in the antioxidant + radiation groups compared to the radiation group (p <0.001). Histopatho-
logically, impaired histopathology was observed in the other groups compared to the control group and improved histopathology was observed in the 
antioxidant + radiation groups compared to the radiation group.

Conclusion:    Pycnogenol is which has been shown to have antioxidant effects, as a protective against kidney damage due to ionized radiation, may be 
suggested based on the data of our study. However, preclinical and clinical studies are also needed to better understand the mechanism of action and 
molecular basis and to clarify dose, toxicity and tolerability issues.
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Giriş 

İyonize radyasyonun etkisini azaltabilecek, toksik olma-
yan etkili bir radyasyon koruyucunun tanımlanması ve 
geliştirilmesinde sürekli bir ilgi bulunmaktadır. İyonize 
radyasyon birçok tümör çeşidinin tedavisinde etkili olup 
kanserli hastaların %50-60’ında tedavinin önemli bir par-
çasıdır (1). Radyoterapide amaç, sağlıklı dokuları olabildi-
ğince korumak, tümöre maksimum dozu verirken normal 
dokuya da minimum zarar vermektir. Radyoterapi dozu 
artırılırken, tümör kontrolünde de bir artış elde etmek 
mümkündür. Ancak normal dokudaki komplikasyon riski 
de buna paralel artar. Bu nedenle tümör kontrolü normal 
dokunun radyoterapiye toleransına bağlıdır (2, 3). Rad-
yoterapiyi sınırlayan en önemli faktörlerden biri normal 
çevre dokularda hasarların oluşmasıdır. 

Böbrek, radyasyon kaynaklı morbidite geliştirme riski-
nin normal dokulardan radyoduyarlılığı en fazla olan or-
ganlardan biri olarak bilinir (4, 5). Abdominal ya da tüm 
vücut ışınlamadan sonra radyasyon nefropati oluşacağı 
tahmin edilir. Radyasyon tedavisinden sonra, büyük öl-
çüde toplam radyasyon dozuna bağlı böbrek fonksiyonu-
nun geç ve sürekli ilerleyici bozulması bildirilmiştir (6). 
Böbrekler, gastrointestinal kanserler, jinekolojik kanserler, 
lenfomalar ve üst abdomen sarkomlar için radyoterapi ve 
tüm vücut ışınlama sırasında doz sınırlayıcı organlardır. 
Radyoterapi ilişkili böbrek hasar sıklığı, muhtemelen uzun 
gecikme nedeniyle rapor edilmemiştir, çünkü disfonksi-
yon olasılığı genellikle daha yaygın nedenlere bağlanır (7).

Kanser tedavisinde her geçen gün yeni gelişmelere paralel 
olarak hastaların sağ kalımı uzamaktadır. Bununla bera-
ber yeni kemoterapötik ilaçların ve radyasyon teknikleri-
nin gelişmesine rağmen tedaviye bağlı komplikasyonlar 
hala yüksek orandadır. Radyoterapi alan hastalarda, teda-
vi alanında tümörle birlikte bir kısım sağlıklı dokular da 
ışınlandığından radyoterapinin çeşitli yan etkileri ortaya 
çıkmakta ve bu durum kanser hastasının yaşam kalitesin-
de bozulmaya sebep olabilmektedir (2, 3). Serbest oksi-
jen radikallerini (SOR) inhibe eden veya temizleyici etki 

gösteren antioksidanlar iyonize radyasyona bağlı normal 
dokulardaki hasarı azaltabilir (8). İyonize radyasyona bağ-
lı oluşan oksidatif hasarı en aza indirmek için radyasyon 
koruyucuları (radyoprotektörler) üzerinde yapılan çalış-
malar son yıllarda giderek yaygınlaşmıştır (9). Bunlardan 
birisi de pycnogenoldür. 

Pycnogenol (French Maritime Pine Bark Extract), deniz 
çam ağacının kabuklarından elde edilen polifenol/biyof-
lavonoid yapısında bir komplekstir. Oligomerik proan-
tosiyanidin kompleksleri (OPC) denilen doğal bileşikler 
içerir (10).  Pycnogenolün başlıca bileşenleri polifenol-
dür. Özellikle kateşin, epikateşin, taksifolin, monomerik 
ve oligomerik birimleridir. %65-75 pycnogenol ekstresi, 
prosiyanidinlerin değişen zincir uzunluklarında kateşin 
ve epikateşinin alt birimlerinden oluşmaktadır (11). Kar-
şılaştırmalı araştırmalar pycnogenolün lipid peroksidas-
yonunun önlenmesinde C, E, alfa-lipoik asit ve CoQ10 
vitaminlerinden ve üzüm çekirdeği ekstresinden daha 
güçlü olduğunu göstermiştir (12). Laboratuvar testlerinin 
yanı sıra klinik çalışmalarda da pycnogenolün güçlü bir 
antioksidan olduğu gösterilmiştir (12, 13). Pycnogenolün 
oksidatif stresten kaynaklanan glutatyon ve vitamin E’nin 
deplesyonunu önlediği (14), insanlarda vasküler bütün-
lüğü, endotel fonksiyonu, antioksidan kapasiteyi artırdığı 
ve kayda değer bir anti-inflamatuar potense sahip olduğu 
bulunmuştur (15). Oligomerik prosiyanidinler, özellikle 
pycnogenolün başlıca biyoflavonoid bileşenleri, membra-
nöz fosfolipidlerin polar baş gruplarına bağlanarak oksi-
dasyonları önleyebileceği önerilmiştir (16). Pycnogenolün 
bileşenlerinin vitamin E’ye benzer bir hücre içi lokalizas-
yona sahip olabileceği düşünülmüş (17), programlanmış 
nöronal hücre ölümü ve glutamat ile indüklenen nörotok-
sisiteyi önlediği gösterilmiştir (18, 19).

Çalışmada amacımız, pycnogenolün radyasyon koruyucu 
ve antioksidan etkisini 900 cGy tüm vücut gama ışınlama-
sı uygulanan sıçanlarda iyonize radyasyona bağlı nefro-
toksiteyi azaltıcı etkisi olup olmadığının araştırılmasıdır.
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Gereç ve Yöntem  

Kimyasallar 

Pycnogenol, Horphag Research Ltd UK tarafından (Ser-
tifika Numara: CA12-115) patentli olarak bağışlandı. 
Comassie Brillant Blue G 250 Amresco’dan, BSA (bovine 
serum albümine ) ve Bovine Liver Catalase Sigma’dan, di-
ğer kimyasallar Merck’ten sağlandı. Bütün kimyasalların 
hazırlanmasında ve biyokimyasal çalışmalarda ultrasaf su 
(Purelab ELGA, UK)  kullanıldı. Tüm reaktif ve kimyasal 
maddeler analitik ya da daha yüksek saflıkta idi.

Hayvanlar

Çalışma; Erciyes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 
Kurul Başkanlığınca alınan 11/127 etik kurul kararı esası-
na göre yürütüldü. Sıçanlar havalandırma şartları sağlan-
mış, güneş ışığı alan ve her birinde beş sıçanın bulunduğu 
özel kafeslerde, 12 saatlik sabit aydınlık–karanlık döngüsü 
altında tutularak içme suyu ve standart sıçan yemi adlibi-
tum verildi. Suları her gün değiştirildi ve kafes temizliği 
gün aşırı yapıldı.

Radyasyon Uygulaması

Cobalt 60 teleterapi (GWXJ80-Co60 TeletherapyUnit) ci-
hazı tarafından üretilen y-ışınıyla, özel tahtadan yapılan 
2.5 cm derinlikte ve 28x24 boyutunda bir kutu içerisinde, 
anestezi yapmadan, beşer gruplar halinde, tek fraksiyon, 
tüm vücut dış ışınlaması şeklinde ışınlandı. Radyasyon 
dozunun fizik hesabı 2.5 cm derinlikte ve 28x24’ lik alan-
da ön ve arka karşılıklı iki alanda, total doz 900 cGy olarak 
hesaplandı (20).  Sıçanların ışınlama sırasında rahat nefes 
almalarını ve sabit SSD (kaynak cilt mesafesi) sağlamak 
için kutunun alt ve üst kısmına delikli yoğunluğu bilinen 
bir tray yerleştirildi. Işınlama süresi hesaplanırken, tray 
faktörü dikkate alındı. 

Deney Gruplarının Oluşturulması ve Antioksidan Uygula-
ması

Her bir grupta rastgele seçilmiş, sağlıklı 10 erkek Wistar 
Albino cinsi sıçan olacak şekilde on gruba bölündü (Tab-

lo 1). Pycnogenol %5’ lik dimetilsülfoksit (DMSO) ile 
çözdürüldü (10) ve gavajla sıçanlara üç gün uygulandı. 
Kontrol grubu antioksidan almadı ve ışınlanmadı ancak 
üç gün süreyle %5’lik DMSO gavajla verildi. y-ışını grubu 
tek fraksiyon tüm vücut 900 cGy gama ışınıyla ışınlandı. 
P37.5,  P75,  P150¸ P300  gruplar 24, 48 ve 72. saatlerde sı-
rasıyla 37.5 mg/kg, 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg 
pycnogenol aldı. P37.5+ y-ışını, P75 + y-ışını, P150 + y-ışını 
ve P300 + y-ışını gruplar tek fraksiyon tüm vücut 900 cGy 
gama ışınıyla ışınlanmadan önce sırasıyla 37.5 mg /kg, 75 
mg/ kg, 150 mg/kg ve 300 mg/ kg pycnogenolü 24, 48 ve 
72. saatlerde aldı. Tüm ışınlamalar sabah 9:00-11:00 de 
yapıldı. Işınlamadan yirmidört saat sonra hayvanlar keta-
mine (0.1 mg/kg) ve xylazine (0.05 mg/kg)  genel anastezi 
altında sakrifiye edilerek böbrekleri alındı. Böbreklerden 
biri histopatolojik değerlendirme  için %10 formaldehitte 
fikse edildi. Diğer börek hızlı bir şekilde DNA hasarı ve 
antioksidan çalışmaları yapılıncaya kadar  –800C kaldırıl-
dı. Böbrek dokusu, 4 hacim 5 mM fosfat tamponunda, pH 
7.4  homojenize edildi. 10,000 x g 15 dakika santrifüj edil-
di, süpernatan protein tayininde ve antioksidan profilinin 
araştırılmasında kullanıldı (21).

Tablo 1. Deney grupları.

Gruplar Pycnogenol (mg/kg) Radyasyon (cGy)

Kontrol — —

P37.5 37.5 —

P75 75 —

P150 150 —

P300 300 —

y-ışını — 900

P37.5+y-ışını 37.5 900

P75+y-ışını 75 900

P150+y-ışını 150 900

P300+y-ışını 300 900

Antioksidan Enzim Tayini

Katalaz (CAT) aktivitesi Aebi’ ye (22), superoksit dismu-
taz (SOD) aktivitesi Sun ve ark. (23) göre ölçüldü.
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Malondialdehyde (MDA) Tayini

Böbrek homejenatında MDA konsantrasyonu Ohkawa ve 
ark. göre tiyobarbitürik asit reaktif maddeler (TBARS) be-
lirlendi (24).

Total Protein Tayini

Protein konsantrasyonu Bradford (25) göre bovine serum 
albumin (BSA) standardı kullanılarak belirlendi.

Comet Assay Kullanarak Dokuda DNA Hasar Tayini

Tek hücre jel elektroforezi (SCGE) ya da DNA comet as-
say, tek hücre düzeyinde DNA hasar tespitinde kullanılan, 
hızlı, basit ve çok hassas floresan mikroskobik yöntemdir. 
Dokuda DNA hasarı nötral şartlarda comet yöntemi kul-
lanılarak araştırıldı. Hücre süspansiyonunun hazırlanma-
sı için, dokulardan yaklaşık 2 g gelecek şekilde parçalar 
alındı, temiz bir bisturi yardımıyla buz üzerinde parça-
landı, parçalanan dokulara 10 mL soğuk PBS (Ca2+ ve 
Mg2+free) eklenerek yaklaşık 10 dakika 500 rpm manye-
tik karıştırıcıda karıştırıldı. Homojenat 10 dakika deney 
tüpünde bekletildi. Süpernatant analizler için kullanıldı 
(26). Kısaca, her bir mikroskop lamı distile suda hazırlan-
mış %0.5’lik normal erime noktalı agarozla kaplandı ve 
oda sıcaklığında kurutuldu. Daha sonra, ilk katın üstüne 
PBS’de hazırlanmış, 370C’da %0.8’lik düşük erime noktalı 
agarozun 1000 uL ile 100 uL hücre süspansiyonu karıştı-
rıldı ve birinci katın üzerine yayıldı. Lamlar 40C’da buz 
aküsünün üzerinde 5 dakika katılaşmaya bırakıldı. La-
meller lamlardan kaldırıldı, taze hazırlanmış soğuk lyzis 
çözeltisinde (TBE, 25 g SDS) 7 dakika 40C’da lize edildi. 
Lamlar lyzis çözeltisinden alındı, yatay elektroforez tan-
kı taze hazırlanmış elektroforez tamponu (TBE: 54 g Tris, 
27.5 g borik asit, 20 mL EDTA, pH 8.4) ile dolduruldu ve 
lamlar yerleştirildi, DNA sarmalının çözülmesi için 20 da-
kika bekletildi. Oda sıcaklığında 64 V-250 mA’de 2 dakika 
elektoroforez uygulandı. Daha sonra lamlar iyon ve deter-
janların uzaklaştırılması için 5 dakika dH2O ile yıkandı. 
Nötralizasyondan sonra 50 uL ethidium bromide (1 ug/
mL) ile boyandı ve lamelle kapatıldı. Bütün işlemler DNA 
hasarını önlemek için karanlıkta uygulandı (27, 28). Bir 
floresan mikroskobu (Olympus, BX51, Tokyo, Japonya) 
kullanılarak 200x büyütmede ölçümler yapıldı. Rasgele 
seçilen 100 hücrenin görüntüleri Comet Assay Software 
Project (CASP-1.2.2, Windows 2010) kullanılarak, kuy-
rukta % DNA (tail DNA) parametresi analiz edildi. Ha-

sar hücre kafasından göş etmiş "kuyruklu yıldız" desenine 
neden olan parçalanmış DNA tarafından tespit edilirken, 
kuyruklu yıldız olmayan tüm hücre kafalarının hasar gör-
memiş olduğu kabul edildi (29, 30).

Histo-Patolojik Değerlendirmeler

%10’luk formalin fiksasyonu sonrası rutin histolojik takip 
aşamalarından sonra hazırlanan ve parafin bloklara gö-
mülen dokulardan 5μm’lik kesitler dökülmemesi için po-
li-Llizinle kaplı lamlara alındı. Elde edilen ve deney grup-
larına ait olan böbrek dokularına hematoksilen-eozin ve 
massontrikrom boyama metodlarıyla birlikte, böbrek do-
kularında bazal membran yapılarının ve tübüllerin daha 
net görülebilmesi için ek olarak periyodik asit schiff (PAS) 
boyama metodları uygulandı. Histolojik değerlendirme 
için DP 70 dijital kamera ile donatılmış Olympus BX51 
ışık mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya) kullanıldı.

İstatistiksel Yöntem

Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM Inc., ILL, 
USA) ile değerlendirildi. Verilerin normal dağılıma uy-
gunluğu Shapiro-Wilk testi ile,varyans homojenliği Leve-
ne testi ile değerlendirildi. Gruplar arası karşılaştırmalar 
tek yönlü varyans analizi ve Kruskal-Wallis H testleri ile 
değerlendirildi. Çoklu karşılaştırmalar Tamhan T2, Sie-
gel-Castellan ve Student-Newman-Keuls testleri ile de-
ğerlendirildi. Veriler ortalama ile standart sapma veya or-
tanca ile 25. ve 75. yüzdelikler olarak ifade edildi. p<0.05 
anlamlılık düzeyi kabul edildi.

Bulgular

Böbrek Dokusunda Biyokimyasal Analizler

Böbreğin oksidan/antioksidan durumunun göstergesi 
olarak CAT ve SOD aktiviteleri, lipid peroksidasyonunun 
göstergesi olarak MDA düzeyleri ölçüldü. Bulgular Tab-
lo 2’de verildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul 
edildi. y-ışını grubunda diğer gruplara göre artmış MDA, 
azalmış SOD ve CAT aktivitesi gözlendi. Artan antioksi-
dan dozuyla birlikte CAT ve SOD aktiviteleri düştü, MDA 
düzeyi arttı. Antioksidan + radyasyon gruplarda CAT ve 
SOD aktiviteleri arttı.
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Tablo 2.  Böbrek dokusu gruplarında doku enzim düzeyleri.

Gruplar

MDA

nmol/mg protein

Ortanca (%25-%75)

CAT

Ü/mg protein

Ortanca (%25-%75)

SOD

Ü/mg protein

Ortanca (%25-%75)
Kontrol 0.21 (0.02-0.4) 72.63 (62-86) 0.22 (0.20-0.35)
P37.5 0.28 (0.16-0.7) 34.4 (23-52) 0.13 (0.10-0.14)
P75 0.31 (0.18-0.43) 46.32 (37-57) 0.19 (0.16-0.20)
P150 0.63 (0.4-0.7) 49 (42-77) 0.26 (0.19-0.30)
P300 0.33 (0.27-0.43) 32.6 (29-40) 0.27 (0.17-0.33)
y-ışını 1.27 (0.95-1.38) 39.5 (38.9-45) 0.20 (0.20-0.26)
P37.5+y-ışını 0.26 (0.17-0.38) 38.3 (25.9-44.2) 0.17 (0.17-0.20)
P75+y-ışını 0.20 (0.13-0.33) 58.5 (45.8-68.9) 0.23 (0.16-0.27)
P150+y-ışını 0.33 (0.11-0.5) 40.39 (32.8-43.8) 0.20 (0.15-0.22)
P300+y-ışını 0.6 (0.35-0.78) 58.1 (42.8-72) 0.14 (0.13-0.20)
p <0.008 <0.001 <0.010

(MDA: Malondialdehit, CAT: Katalaz, SOD: Süperoksit dismutaz, %25-%75: persentıl)

Tablo 3. Böbrek dokusu gruplar arası DNA hasar ölçüleri.

Gruplar
Değişkenler

L Head
±SD

L Tail
±SD

L Comet
±SD

HeadDNA
±SD

TailDNA
±SD

TM
±SD

OTM
±SD

Kontrol 123.6±23 12.5±13 136.4±32 98.4±4 1.5±1 0.3±1 0.7±1
P37.5 142.3±29 50.8±41 193±58 91.5±8 8.4±8 7.1±10 6.5 ± 8
P75 117.9±29 52.2±38 169±60 90.4±7 9.5±7 7.1±10 6±7
P150 160.8±35 90.8±27 251.6±54 83.8±5 16±5 15±8 13.7±6
P300 146±21 112.3±94 258.5±42 79.2±5 20.7±5 24.4±12 17±6
y-ışını 157.6±46 205.9±93 363±125 63.8±11 36.2±10 81±52 46±24
P37.5+y-ışını 148.5±27 115±43 263.6±58 78.6±8 21.2±8 26.6±20 19.2±10
P75+y-ışını 157.4±25 111.2±45 268.6±56 80.8±6 19±6 23.4±15 17.9±9
P150+y-ışını 166±23 96.9±35 263±45 82.9±5 16.9±5 17.7±11 16±8
P300+y-ışını 141.3±26 68.6±29 209.9±46 85.9±5 14±5 10±6 10.5±5
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

(L Head: Baş uzunluğu, L Tail: Kuyruk uzunluğu, L Comet: Comet uzunluğu, Head DNA: Başta %DNA, Tail DNA:          

Kuyrukta %DNA, TM: Kuyruk momenti, OTM: Olive tail moment, SD: Standart sapma)
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Böbrek Dokusunda DNA Hasar Tayini

Böbrek dokusu gruplar arası hücresel DNA hasar değer-
leri Tablo 3’de verildi.  Sıçanların tüm vücut gama rad-
yasyonuna maruz kalması böbrek dokularında hücresel 
DNA hasarıyla sonuçlandı ve kontrol grubuna göre diğer 
grupların comet parametrelerinde artma gözlendi (Şekil 
1). p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.

Şekil 1. Böbrek doku hücreleri comet değerleri A) Kontrol 
grubu tail DNA %1.5 B) y-ışını grubu tail DNA %36.2, C) 
P300 + y-ışını grubu tail DNA %14  (Ethidium bromide bo-
yama x200, Olympus, Japan)

Böbrek Dokusunda Histo-patolojik Değerlendirme

Kontrol grubuna ait böbrek dokuları parankimasında 
böbrek cisimcikleri (renal korpuskülleri), proksimal ve 
distal kıvrıntılı tübüller, peritübüler kapillerler ve medul-
lar ışınlar düzgün yerleşimliydi. Radyasyon uygulanma-
yan bu grupta, glomerüller ve tübüller normal histolojik 
özellik gösterdiler. Sadece radyasyon uygulaması yapılan 
grubun böbrek dokusu histolojik olarak incelendiğinde, 
kontrol grubuna göre son derece önemli ve anlamlı de-
jereneratif değişiklikler gösterdiği gözlendi. Bu gruba ait 
böbrek dokularının histo-patolojik incelenmesinde, hem 
interstisyel bağ dokusu alanlarında hem de renal kor-
pusküllerin glomerüllerinde belirgin hemoraji incelendi. 
Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, tübül hücrelerinde 

de belirgin hasar mevcuttu. Böbreğin histo-patolojik in-
celenmesinde tübüllerde ve glomerüllerde belirgin de-
ğişikliklerin olduğu gözlendi. Tübüllerde ve interstisyel 
dokuda erken değişiklikler dikkati çekti. Hücresel hasara 
neden olduğu gözlendi. Farklı dozlarda pycnogenol uygu-
lanan gruplarda (P37.5, P75, P150, P300) kontrol grubu 
ile karşılaştırıldığında, tübül hücrelerinde belirgin hasar 
mevcuttu. Böbreğin histo-patolojik incelenmesinde rad-
yasyon grubuna benzer, tübüllerde ve glomerüllerde be-
lirgin değişikliklerin olduğu gözlendi, bu hasar verilen 
antioksidan miktarıyla artmaktaydı. Farklı dozlarda pyc-
nogenol ve radyasyon (P37.5+y-ışını, P75+y-ışını, P150+y-ı-
şını ve P300+y-ışını) uygulanan gruplardan 37,5mg/kg ve 
75mg/kg pycnogenolün radyasyon üzerine herhangi bir 
koruyucu etkisi görülmedi. Radyasyon öncesi 150 mg/
kg pycnogenol uygulanan deney grubuna (P150+y-ışını) 
ait böbrek dokusunda, pycnogenolün radyasyonun zararlı 
etkilerine karşı olumlu bir etkiye sahip olduğu görülür-
ken, en iyi koruyucu etkinin radyasyon öncesi 300 mg/kg 
pycnogenol verilen grupta (P300+y-ışını) olduğu gözlendi. 
Radyasyonun böbrek dokusu üzerine oluşturduğu olum-
suz histo-patolojik etkinin, radyasyon öncesi 300 mg/kg 
pycnogenol verilen deney grubunda azaldığı ve böbrek 
parankimasının normal böbrek dokusu görünümüne ya-
kın olduğu gözlendi (Şekil 2).

Şekil 2. Böbrek doku kesiti A) Kontrol grubunda renal 
korpuskülleri, proksimal ve distal kıvrıntılı tübüller, pe-
ritübüler kapillerler ve medullar ışınlar düzgün yerleşim-
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li, B) y-ışını grubu anlamlı dejereneratif değişiklikler var, 
hem interstisyel bağ dokusu alanlarında hem de renal 
korpusküllerin glomerüllerinde belirgin hemoraji ince-
lendi, C) P300 + y-ışını grubu, böbrek parankimasının nor-
mal böbrek dokusu görünümüne yakın olduğu gözlendi. 
(H&E boyama x400 (Olympus, BX51, Japan).

Tartışma ve Sonuç

Terapötik abdominal ışınlama, glomerüler mesanjiyal sk-
leroz ve tübüler dejenerasyon ile ilişkili ilerleyici böbrek 
hastalığının oluşumuna eşlik edebilir (31). Mevcut bul-
gulara göre, ışınlamadan sonra birkaç hafta içinde sıçan 
böbreğinde belirgin histolojik değişiklikler ortaya çıkar. 
Lezyonlar çoğunlukla glomerüler ve tübüler hücrelerde 
görülür. Işınlamadan 4 hafta sonra, minimal glomerüler 
değişiklikler gözlenir. 10. haftada, glomerular lezyonlar 
endotel hücre hasarı, mesanjiyal hücrelerin proliferas-
yon ve hipertrofi, epitel hücre şişme ve bazal membran 
kalınlaşması oluşur. Bu glomerüler değişim, domuzda 
1989-1991 yıllarında Robbins ve arkadaşları ve farede 
1990 yılında Down arkadaşları tarafından rapor edilmiş-
tir. Benzer glomerüler değişim tüm vücut ışınlamayı ta-
kiben klinikte söz edilmiştir (32). Mesanjiyal hücrelerin 
sayısının arttığı ve artmış mesanjiyal matris miktarı rapor 
edilmiştir. Jaenke ve arkadaşları (33) ve Robbins (34), en-
dotel hücrelerin hasarı renal radyasyon hasarında önemli 
birincil etkinlik gösterdiğini önermişlerdir. Önceki litera-
türlerde, birkaç ilaç radyasyonun indüklediği hasarı nor-
mal dokudan azaltmak ya da önlemek için kullanılmıştır, 
bunlar sülfidril radikali (35) içeren pentoxifyline (36)  ve 
glukokortikosteriod (37) bileşiklerdir. Bu ilaçların deney-
sel çalışmaları umut vericidir, ancak klinik kullanımda, bu 
ilaçlar toksik etkiler göstermiştir.

Lipid peroksidasyon ürünlerinden olan MDA, radyasyona 
bağlı oksidatif hasarın göstergesidir. Bu çalışmada da rad-
yasyona bağlı böbrek hasarını göstermek için doku MDA 
düzeyleri ölçüldü. Radyasyon grubunda kontrol grubu, 
antioksidan gruplar ve antioksidan + radyasyon gruplara 
göre MDA düzeyinde artma saptandı. MDA düzeylerin-
de artış radyasyonun böbrekte oksidatif hasara yol açtığı-
nı göstermektedir. Kontrol grubuna göre antioksidan ve 
antioksidan + radyasyon gruplarda MDA artmıştır. Rad-
yasyon grubuna göre antioksidan + radyasyon gruplarda 
MDA düzeyinin azalması radyasyonun oksidatif hasa-

rına karşı pycnogenolün membran lipidini koruduğunu 
göstermektedir. Çalışmada radyasyon grubunda kontrol 
grubuna göre CAT aktivitesinde azalma saptandı. Bu du-
rum, aşırı SOR üretimine karşı antioksidan sistemin ye-
tersiz olduğunu göstermektedir. y-ışını + P300 gruplarda 
radyasyon grubuna göre artma saptanması pycnogenolün 
SOR üretimine karşı yeterli olduğunu göstermektedir. Ça-
lışmada radyasyon grubunda kontrol grubuna göre SOD 
aktivitesinde azalma saptandı. Bu durum, aşırı SOR üreti-
mine karşı antioksidan sistemin yetersiz olduğunu göster-
mektedir. y-ışını + P300 grubunda radyasyon grubuna göre 
azalma saptanması pycnogenolün SOR üretimine karşı 
yetersiz olduğunu göstermektedir. 

Mansour tarafından yapılan çalışmada, tek doz 6 Gy veri-
len sıçan böbreklerinde MDA ve NO seviyesinin arttığı-
nı, SOD ve GSH-Px aktivitelerinin azaldığını gözlediler. 
Işınlamadan önce 7 gün ginseng verilmiş grupta SOD ve 
GSH-Px aktivitelerinin kayda değer arttığını ve MDA ve 
NO seviyesinin kayda değer azaldığını gözledi (38). Ça-
lışmamıza benzer olarak, Ekici ve ark.’nın tek doz 800 
cGy abdominopelvik bölgenin ışınlanmasından sonra sı-
çan böbrek ve testis dokularında kontrole göre radyasyon 
grubunda MDA düzeyinin arttığını, SOD, CAT, GPX ve 
GSH aktivitelerinin azaldığını, aminoguanidin uygulanan 
grupta MDA seviyelerinin azaldığını, SOD, CAT, GPX ve 
GSH aktivitelerinin arttığını gözlediler (39).

Böbrek dokusunda, radyasyon grubunda CAT ve SOD 
aktivitelerinde azalma, MDA seviyesinde artma; buna 
karşılık antioksidan + radyasyon grubunda CAT ve SOD 
aktivitelerinde artma ve MDA seviyesinde azalma tespit 
edilmesi, pycnogenolün koruyucu etkisinin antioksidan 
aktivitesine bağlı olduğunu gösterebilir. Bu veriler daha 
önce oksidan ajanlarla yapılan çalışmalarda gösterildiği 
gibi, iyonize radyasyona bağlı gelişen böbrek hasarının 
SOR’ne bağlı olarak geliştiğini ve pycnogenolün etkisinin 
antioksidan yolla olabileceğini desteklemektedir.

Tek hücre jel elektroforez (comet assay) hücresel DNA’da 
iplik kırıkları, alkali bölgeleri ve çapraz bağları belirlemek 
için yaygın olarak kullanılır (40). Colins ve ark.’nın yaptığı 
çalışmada, 0-8 Gy radyasyonun indüklediği DNA hasa-
rıyla ilişkili olarak, kuyrukta yüzde DNA’nın lineer arttı-
ğını göstermişlerdir (41). Bu çalışmada da böbrek doku 
DNA’sında, radyasyona bağlı oluşan tek ve çift iplik kırıl-
malarını belirlemek için nötral comet tekniği kullanıldı. 
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Sıçanların tüm vücut gama radyasyonuna maruz kalması 
böbrek dokularında hücresel DNA hasarıyla sonuçlandı 
ve comet parametrelerinde (L head, L tail, L comet, Tail 
DNA, TM ve OTM) artma gözlendi.  Radyasyon grubun-
da, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve antioksidan + 
radyasyon gruplara göre L head, L tail ve L comet değerle-
rinde artma saptandı. L head, L tail ve L comet değerlerin-
de artış radyasyonun böbrekte hücresel hasara yol açtığını 
göstermektedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, 
radyasyon grubu ve  antioksidan +  radyasyon gruplara 
göre L head, L tail ve L comet değerlerinde azalma sap-
tandı. Antioksidan gruplarda L head, L tail ve L comet 
değerlerinde artma saptandı. Bu artma bize antioksidanın 
toksik etkiye sahip olduğunu göstermektedir. Antioksidan 
+ radyasyon gruplarda L head, L tail ve L comet değerle-
rinde azalma saptandı, bu azalmış değerler antioksidanın 
radyo koruyucu etkiye sahip olduğunu göstermektedir. 
Antioksidan + radyasyon grubunun kontrol grubundan 
yüksek ve radyasyon grubundan daha düşük olması iyo-
nize radyasyonun hücresel hasarına karşı pycnogenolün 
hücreyi koruduğunu göstermektedir. L head, L tail ve L 
comet değerleri tüm gruplarda istatistiksel olarak anlamlı 
düzeyde saptandı.  Radyasyon grubunda, kontrol grubu, 
antioksidan gruplar ve antioksidan + radyasyon gruplara 
göre head DNA değerlerinde azalma saptandı. Bu azalma 
bize radyasyonun böbrekte hücresel hasara yol açtığını ve 
baştaki DNA miktarının kuyruğa göç ettiğini göstermek-
tedir.  Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, radyasyon 
grubu ve antioksidan + radyasyon gruplara göre head 
DNA değerinde artma saptandı. Antioksidan gruplarda 
head DNA değerinde azalma saptandı. Bu azalma bize an-
tioksidanın toksik etkiye sahip olduğunu göstermektedir. 
Antioksidan + radyasyon gruplarda head DNA değerlerin-
de artma saptandı, bu artmış değerler antioksidanın radyo 
koruyucu etkiye sahip olduğunu göstermektedir. Antiok-
sidan radyasyon gruplarının kontrol grubundan düşük ve 
radyasyon grubundan daha yüksek olması radyasyonun 
hücresel hasarına karşı pycnogenolün hücreyi koruduğu-
nu göstermektedir. Head DNA değerleri tüm gruplarda 
istatistiksel olarak anlamlı düzeyde saptandı. Radyasyon 
grubunda, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve antiok-
sidan + radyasyon gruplara göre tail DNA, TM ve OTM 
değerlerinde artma saptandı. Tail DNA, TM ve OTM de-
ğerlerinde artış radyasyonun böbrekte hücresel hasara yol 
açtığını ve DNA’ nın kuyruğa göç ettiğini göstermektedir. 
Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, radyasyon grubu 

ve antioksidan + radyasyon gruplara göre tail DNA, TM 
ve OTM değerlerinde azalma saptandı. Antioksidan grup-
larda tail DNA, TM ve OTM değerlerinde artma saptandı. 
Bu artma bize antioksidanın toksik etkiye sahip olduğunu 
göstermektedir. Antioksidan + radyasyon gruplarda tail 
DNA, TM ve OTM değerlerinde azalma saptandı, bu azal-
mış değerler antioksidanın radyo koruyucu etkiye sahip 
olduğunu göstermektedir. Antioksidan radyasyon grubu-
nun kontrol grubundan yüksek ve radyasyon grubundan 
daha düşük olması radyasyonun hücresel hasarına karşı 
pycnogenolün hücreyi koruduğunu göstermektedir. Tail 
DNA, TM ve OTM değerleri tüm gruplarda istatistiksel 
olarak anlamlı düzeyde saptandı.  

Ueno ve ark.’ nın yaptıkları çalışmada, comet yöntemini 
kullanarak tüm vücut X- ışını uygulamasından sonra sı-
çan karaciğer, böbrek, akciğer, dalak, beyin, timus ve ko-
lon hücrelerinde, DNA hasar parametrelerinden kuyruk 
uzunluğun ve kuyrukta yüzde DNA kullanarak ışınlanmış 
sıçanların dokularında kayda değer DNA hasarı bulmuş-
lardır (42).  Çalışmamızdaki comet sonuçlarına dayanarak 
pycnogenolün iyonize radyasyon hasarına karşı böbrek 
hücrelerini koruduğunu ancak sağlıklı hücre gruplarında 
da toksik etki gösterdiğini söyleyebiliriz. Benzer sonuçlar, 
Rohdewald, Trevithick ve ark. ve Masquelier’ in yaptığı 
çalışmalarda da gözlenmiştir (11, 43, 44). 

Yapılan çalışmada, sıçanlardan alınan böbrek dokularına 
hematoksilen-eozin, Masson trikrom ve periodik asit sc-
hiff boyama metodları uygulandı. Histo-patolojik değer-
lendirmeler sonucunda, kontrol gruplarına ait dokular 
kendi normal histolojik doku özelliklerini gösterirken, 
radyasyon uygulanan dokularda başta vasküler ve in-
terstisyel hemoraji alanları olmak üzere çeşitli hücresel 
hasarlar gözlendi. Kontrol grubuna ait böbrek dokuları 
parankimasında böbrek cisimcikleri (renal korpuskül-
leri), proksimal ve distal kıvrıntılı tübüller, peritübüler 
kapillerler ve medullar ışınlar düzgün yerleşimliydi ve 
glomerüller ve tübüller normal histolojik özellik göster-
diler. Radyasyon grubun böbrek dokusu histolojik olarak 
incelendiğinde, kontrol grubuna göre son derece önemli 
ve anlamlı dejereneratif değişiklikler gösterdiği gözlendi, 
hem interstisyel bağ dokusu alanlarında hem de renal kor-
pusküllerin glomerüllerinde belirgin hemoraji incelendi. 
Böbreğin histo-patolojik incelenmesinde tübüllerde ve 
glomerüllerde belirgin değişikliklerin olduğu gözlendi. 
Tübüllerde ve interstisyel dokuda erken değişiklikler dik-
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kat çekti. Böbrek dokusunda radyasyonun hücresel hasara 
neden olduğu gözlendi. Antioksidan gruplarda, tübül hüc-
relerinde belirgin hasar mevcuttu. Böbreğin histo-patolo-
jik incelenmesinde radyasyon grubuna benzer, tübüllerde 
ve glomerüllerde belirgin değişikliklerin olduğu gözlendi, 
bu hasar verilen antioksidan miktarıyla artmaktaydı. Bu 
sonuç bize, antioksidanın böbrek dokusunda toksik etki-
sinin olduğunu göstermektedir.

Antioksidan + radyasyon gruplardan 37,5 mg/kg ve 75 
mg/kg pycnogenolün radyasyon üzerine herhangi bir ko-
ruyucu etkisi görülmedi. y-ışını + P150 ait böbrek doku-
sunda, pycnogenolün radyasyonun zararlı etkilerine karşı 
olumlu bir etkiye sahip olduğu görülürken, en iyi y-ışını 
+ P300 grubunda olduğu gözlendi. Radyasyonun böbrek 
dokusu üzerine oluşturduğu olumsuz histo-patolojik etki-
nin, radyasyon öncesi 300 mg/kg pycnogenol verilen de-
ney grubunda azaldığı ve böbrek parankimasının normal 
böbrek dokusu görünümüne yakın olduğu gözlendi. So-
nuç olarak, radyasyonun böbrek dokusu üzerine oluştur-
duğu olumsuz histo-patolojik etkinin, radyasyon öncesi 
300 mg/kg pycnogenol verilen grupta azaldığı, böbrek pa-
rankimasının normal böbrek dokusu görünümüne yakın 
olduğu gözlendi ve 300 mg/kg pycnogenol enzim, hücre 
ve doku düzeyinde böbrek dokusunu iyonize radyasyon 
hasarına karşı en iyi koruduğu görüldü.

Bizim çalışmamızda da pycnogenolün antioksidan ve rad-
yo koruyucu özelliği olup olmadığı enzim, hücre ve doku 
düzeyinde araştırıldı. Kontrole göre antioksidan gruplarda 
da MDA düzeyinin artması, CAT ve SOD aktivitelerinin 
azalması, comet parametrelerinin artması, doku histo-pa-
tolojilerinin bozulması, antioksidan savunma sisteminin 
yetersiz kaldığını ve pycnogenolün potansiyel toksik etki-
ye sahip olduğunu göstermektedir. Bu veriler daha önce 
oksidan ajanlarla yapılan çalışmalarda gösterildiği gibi, 
iyonize radyasyona bağlı gelişen böbrek hasarının SOR’a 
bağlı olarak radyasyonun indirekt etkisinden gelişebildiği 
gibi iyonize radyasyonun direkt etkisinden kaynaklı olabi-
leceğini de göstermektedir. Ancak antioksidan + radyas-
yon  gruplarda azalan MDA düzeyi, artan CAT ve SOD 
aktiviteleri, comet parametrelerinin azalması, doku his-
to-patolojisinin düzelmesi radyasyon hasarına karşı böb-
rek dokusunu kayda değer koruduğunu göstermektedir. 

Verstraeten ve ark. yaptığı çalışmada pycnogenolün baş-
lıca biyoflavonoid bileşenlerinin membranöz fosfoli-

pidlerin polar baş gruplarına bağlanarak oksidasyonları 
önlediği gösterilmiştir. Çalışmamızda, antioksidan + rad-
yasyon gruplarda azalan MDA düzeyi, artan CAT ve SOD 
aktiviteleri bu çalışmayı desteklemektedir (16). Çalışma-
mıza benzer olarak, Ramus ve ark.’nın yaptığı çalışmada 
sıçanlarda abdominal bölgenin x-ışınıyla ışınlanmasın-
dan sonra yapılan histo-patolojik çalışmada 300 mg/kg 
pycnogenolün intestinal mukozayı iyonize radyasyondan 
önemli ölçüde koruduğu sonucuna varılmış, bu çalışma 
bizim çalışmamızı desteklemektedir (45).

Sonuç olarak, SOR’u inhibe eden ve/veya temizleyici anti-
oksidan ilaçlar iyonize radyasyona maruz kalan dokular-
daki hasarı azaltarak kanserli hastalarda yararlı olabilirler. 
Ancak, çalışmamızda kullandığımız antioksidanın mole-
küler temeli hakkında yeterli bilgi olmamasından dolayı 
gerek preklinik ve gerekse klinik daha fazla çalışma yapıl-
ması ve özellikle etki mekanizması, toksisite ve yan etki 
profilinin daha net ortaya çıkarılması gerekmektedir.
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