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Oz

Amag: Gama radyasyonun indiikledigi nefrotoksiteye kars1 pycnogenoliin radyasyon koruyucu ve antioksidan etkisi tek hiicre diizeyinde, doku diize-
yinde ve biyokimyasal parametreler kullanarak Wistar Albino cinsi eriskin erkek siganda aragtirildi.

Gereg ve Yontem: Calisma, kontrol grubu (n=10), antioksidan gruplar (P, ,, P, P150, P, , n= 10), sadece radyasyon grubu (y-1sin1, n=10) ve antiok-
sidan + radyasyon gruplar (P, +y-1s1n1, P_ +y-151n1, P, +y-1s1mn1, P, +y-151n1, n= 10) olmak iizere 100 siganda yapildi. Pycnogenol %5’lik DMSO'da
¢ozdiiriildii. Radyasyon Cobalt-60 teleterapi cihaziyla tek fraksiyon uygulandi. Kontrol ve radyasyon grubuna %5 DMSO, antioksidan ve antioksidan
+ radyasyon gruplar 1sinlamadan 6nce 24, 48 ve 72. saatlerde pycnogenol verildi. Uygulamalardan yirmidort saat sonra, genel anesteziyle siganlar
sakrifiye edilerek bobrekleri alindi. Bébrek dokusunda, DNA hasari, histo-patolojik degerlendirme, CAT, SOD aktiviteleri ve MDA diizeyleri deger-
lendirildi.

Bulgular: Radyasyon grubunda MDA diizeyinde artma, SOD ve CAT aktivitelerinde azalma; buna kargilik antioksidan + radyasyon grubunda MDA
diizeyinde azalma, SOD ve CAT aktivitelerinde artma tespit edildi. Kontrole gore diger gruplarda comet parametreleri artmig, bu parametreler anti-
oksidan + radyasyon gruplarda radyasyon grubuna gére azalmisti (p<0.001). Histopatolojik olarak, kontrol grubuna gére diger gruplarda bozulmus
histo-patoloji, antioksidan + radyasyon gruplarda, radyasyon grubuna gére diizelmis histo-patoloji gozlendi.

Sonug: Antioksidan etkileri gosterilen pycnogenoliin iyonize radyasyona bagl bobrek hasarma karsi koruyucu olarak kullanilmasi, ¢alijmamizin
verilerinden hareketle 6nerilebilir. Ancak, etki mekanizmasinin ve molekiiler temelinin daha iyi anlagilmasi, doz, toksisite ve tolerabilite konularinin
daha da agikliga kavusmasi igin, preklinik ve klinik ¢aligmalara da gerek vardir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek, 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 (P, , P_, P150, P, , n= 10), only radiation group (y-1sini,
n=10) and antioxidant + radiation groups (P, +y-1in1, P, +y-1mn1, P . +y-11n1, P, +y-1s1n1, 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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Giris

fyonize radyasyonun etkisini azaltabilecek, toksik olma-
yan etkili bir radyasyon koruyucunun tanimlanmasi ve
geligtirilmesinde siirekli bir ilgi bulunmaktadir. Iyonize
radyasyon bir¢ok timor ¢esidinin tedavisinde etkili olup
kanserli hastalari %50-60'1nda tedavinin 6nemli bir par-
casidir (1). Radyoterapide amag, saglikli dokular: olabildi-
gince korumak, tiimoére maksimum dozu verirken normal
dokuya da minimum zarar vermektir. Radyoterapi dozu
artirilirken, timor kontroliinde de bir artis elde etmek
miimkindiir. Ancak normal dokudaki komplikasyon riski
de buna paralel artar. Bu nedenle tiimér kontrolii normal
dokunun radyoterapiye toleransina baghdir (2, 3). Rad-
yoterapiyi sinirlayan en 6nemli faktorlerden biri normal
cevre dokularda hasarlarin olugmasidur.

Bobrek, radyasyon kaynakli morbidite geligtirme riski-
nin normal dokulardan radyoduyarlilig1 en fazla olan or-
ganlardan biri olarak bilinir (4, 5). Abdominal ya da tiim
viicut 1simlamadan sonra radyasyon nefropati olugacagi
tahmin edilir. Radyasyon tedavisinden sonra, biiyiik 6l-
ciide toplam radyasyon dozuna bagli bobrek fonksiyonu-
nun geg ve siirekli ilerleyici bozulmasi bildirilmistir (6).
Bobrekler, gastrointestinal kanserler, jinekolojik kanserler,
lenfomalar ve {ist abdomen sarkomlar i¢in radyoterapi ve
tim viicut 1ginlama sirasinda doz sinirlayici organlardir.
Radyoterapi iliskili bobrek hasar siklig1, muhtemelen uzun
gecikme nedeniyle rapor edilmemistir, ¢iinkd disfonksi-
yon olasilig1 genellikle daha yaygin nedenlere baglanir (7).

Kanser tedavisinde her gegen giin yeni gelismelere paralel
olarak hastalarin sag kalimi uzamaktadir. Bununla bera-
ber yeni kemoterapétik ilaglarin ve radyasyon teknikleri-
nin gelismesine ragmen tedaviye bagl komplikasyonlar
hala yiiksek orandadir. Radyoterapi alan hastalarda, teda-
vi alaninda tiimorle birlikte bir kisim saglikli dokular da
isinlandigindan radyoterapinin cesitli yan etkileri ortaya
¢ikmakta ve bu durum kanser hastasinin yagsam kalitesin-
de bozulmaya sebep olabilmektedir (2, 3). Serbest oksi-
jen radikallerini (SOR) inhibe eden veya temizleyici etki
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gosteren antioksidanlar iyonize radyasyona bagl normal
dokulardaki hasari azaltabilir (8). Iyonize radyasyona bag-
I1 olusan oksidatif hasar1 en aza indirmek i¢in radyasyon
koruyucular1 (radyoprotektorler) tizerinde yapilan calis-
malar son yillarda giderek yayginlasmistir (9). Bunlardan
birisi de pycnogenoldiir.

Pycnogenol (French Maritime Pine Bark Extract), deniz
¢am agacinin kabuklarindan elde edilen polifenol/biyof-
lavonoid yapisinda bir komplekstir. Oligomerik proan-
tosiyanidin kompleksleri (OPC) denilen dogal bilesikler
igerir (10). Pycnogenoliin baslica bilesenleri polifenol-
diir. Ozellikle katesin, epikatesin, taksifolin, monomerik
ve oligomerik birimleridir. %65-75 pycnogenol ekstresi,
prosiyanidinlerin degisen zincir uzunluklarinda katesin
ve epikatesinin alt birimlerinden olugmaktadir (11). Kar-
silagtirmali arastirmalar pycnogenoliin lipid peroksidas-
yonunun Onlenmesinde C, E, alfa-lipoik asit ve CoQ10
vitaminlerinden ve iiziim ¢ekirdegi ekstresinden daha
gliclii oldugunu gostermistir (12). Laboratuvar testlerinin
yani sira klinik ¢alismalarda da pycnogenoliin giiglii bir
antioksidan oldugu gosterilmistir (12, 13). Pycnogenoliin
oksidatif stresten kaynaklanan glutatyon ve vitamin E'nin
deplesyonunu 6nledigi (14), insanlarda vaskiiler biitiin-
ligii, endotel fonksiyonu, antioksidan kapasiteyi artirdigt
ve kayda deger bir anti-inflamatuar potense sahip oldugu
bulunmugtur (15). Oligomerik prosiyanidinler, 6zellikle
pycnogenoliin baslica biyoflavonoid bilesenleri, membra-
noz fosfolipidlerin polar bas gruplarina baglanarak oksi-
dasyonlar1 6nleyebilecegi 6nerilmistir (16). Pycnogenoliin
bilesenlerinin vitamin E’ye benzer bir hiicre i¢i lokalizas-
yona sahip olabilecegi diisiiniilmiis (17), programlanmig
noronal hiicre 6limii ve glutamat ile indiiklenen nérotok-
sisiteyi 6nledigi gosterilmistir (18, 19).

Calismada amacimiz, pycnogenoliin radyasyon koruyucu
ve antioksidan etkisini 900 ¢Gy tiim viicut gama 1ginlama-
s1 uygulanan si¢anlarda iyonize radyasyona bagli nefro-
toksiteyi azaltici etkisi olup olmadiginin aragtirilmasidir.
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Gere¢ ve Yontem
Kimyasallar

Pycnogenol, Horphag Research Ltd UK tarafindan (Ser-
tifika Numara: CA12-115) patentli olarak bagisland.
Comassie Brillant Blue G 250 Amrescodan, BSA (bovine
serum albiimine ) ve Bovine Liver Catalase Sigmadan, di-
ger kimyasallar MercK'ten saglandi. Biitiin kimyasallarin
hazirlanmasinda ve biyokimyasal ¢aligmalarda ultrasaf su
(Purelab ELGA, UK) kullanildi. Tim reaktif ve kimyasal
maddeler analitik ya da daha yiiksek saflikta idi.

Hayvanlar

Galisma; Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul Bagkanliginca aliman 11/127 etik kurul karar1 esasi-
na gore yiritiildii. Siganlar havalandirma sartlar: saglan-
mis, giines 15181 alan ve her birinde bes siganin bulundugu
Ozel kafeslerde, 12 saatlik sabit aydinlik-karanlik déngiisii
altinda tutularak igme suyu ve standart sigan yemi adlibi-
tum verildi. Sular1 her giin degistirildi ve kafes temizligi
giin asir1 yapildi

Radyasyon Uygulamasi

Cobalt 60 teleterapi (GWX]J80-Co® TeletherapyUnit) ci-
hazi tarafindan diretilen y-1siniyla, 6zel tahtadan yapilan
2.5 cm derinlikte ve 28x24 boyutunda bir kutu igerisinde,
anestezi yapmadan, beser gruplar halinde, tek fraksiyon,
tim viicut dis 1silamasi seklinde 1sinlandi. Radyasyon
dozunun fizik hesabi 2.5 cm derinlikte ve 28x24’ lik alan-
da 6n ve arka kargilikl: iki alanda, total doz 900 cGy olarak
hesaplandi (20). Si¢anlarin isinlama sirasinda rahat nefes
almalarini ve sabit SSD (kaynak cilt mesafesi) saglamak
i¢in kutunun alt ve iist kismina delikli yogunlugu bilinen
bir tray yerlestirildi. Isinlama siiresi hesaplanirken, tray
faktorii dikkate alindi.

Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve Antioksidan Uygula-
mast

Her bir grupta rastgele secilmis, saglikli 10 erkek Wistar
Albino cinsi si¢an olacak sekilde on gruba béliindi (Tab-
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lo 1). Pycnogenol %5’ lik dimetilsiilfoksit (DMSO) ile
¢ozdurildu (10) ve gavajla sicanlara ti¢ giin uygulandr.
Kontrol grubu antioksidan almadi ve 1sinlanmadi ancak
ti¢ glin stireyle %5’lik DMSO gavajla verildi. y-151n1 grubu
tek fraksiyon tiim viicut 900 cGy gama 1siniyla 1gmlandr.
P37.5’ P75, Plso’ P300

rastyla 37.5 mg/kg, 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg

gruplar 24, 48 ve 72. saatlerde si-

pycnogenol aldi. P + y-1smn1, P + y-151mn1, P, + y-151m1
ve P, + y-15101 gruplar tek fraksiyon tiim viicut 900 cGy
gama 1gin1yla isinlanmadan once sirasiyla 37.5 mg /kg, 75
mg/ kg, 150 mg/kg ve 300 mg/ kg pycnogenolii 24, 48 ve
72. saatlerde aldi. Tum isinlamalar sabah 9:00-11:00 de
yapildi. Isinlamadan yirmidort saat sonra hayvanlar keta-
mine (0.1 mg/kg) ve xylazine (0.05 mg/kg) genel anastezi
altinda sakrifiye edilerek bobrekleri alindi. Bébreklerden
biri histopatolojik degerlendirme igin %10 formaldehitte
fikse edildi. Diger borek hizli bir sekilde DNA hasar1 ve
antioksidan ¢aligmalar yapilincaya kadar -800C kaldiril-
d1. Bobrek dokusu, 4 hacim 5 mM fosfat tamponunda, pH
7.4 homojenize edildi. 10,000 x g 15 dakika santrifiij edil-
di, stipernatan protein tayininde ve antioksidan profilinin

arastirilmasinda kullanildi (21).

Tablo 1. Deney gruplari.

Gruplar Pycnogenol (mg/kg) Radyasyon (cGy)
Kontrol — —
P, 37.5 —
P 75 —
P 150 —
P, 300 —
y-1§1n1 — 900
P, +y-15mn1 37.5 900
P_+y-151m1 75 900
P +y-151m1 150 900
P, ty-1sin1 300 900

Antioksidan Enzim Tayini

Katalaz (CAT) aktivitesi Aebi’ ye (22), superoksit dismu-
taz (SOD) aktivitesi Sun ve ark. (23) gore dl¢tildii.
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Malondialdehyde (MDA) Tayini

Bobrek homejenatinda MDA konsantrasyonu Ohkawa ve
ark. gore tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) be-
lirlendi (24).

Total Protein Tayini

Protein konsantrasyonu Bradford (25) gore bovine serum
albumin (BSA) standardi kullanilarak belirlendi.

Comet Assay Kullanarak Dokuda DNA Hasar Tayini

Tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) ya da DNA comet as-
say, tek hiicre diizeyinde DNA hasar tespitinde kullanilan,
hizli, basit ve ¢ok hassas floresan mikroskobik yontemdir.
Dokuda DNA hasar1 noétral sartlarda comet yontemi kul-
lanilarak arastirildi. Hiicre siispansiyonunun hazirlanma-
s1 i¢in, dokulardan yaklagik 2 g gelecek sekilde pargalar
alindi, temiz bir bisturi yardimiyla buz tizerinde parca-
landi, pargalanan dokulara 10 mL soguk PBS (Ca2+ ve
Mg2+free) eklenerek yaklagik 10 dakika 500 rpm manye-
tik karigtiricida karistirildi. Homojenat 10 dakika deney
tiptinde bekletildi. Siipernatant analizler i¢in kullanildi
(26). Kisaca, her bir mikroskop lam1 distile suda hazirlan-
mis %0.5’lik normal erime noktali agarozla kapland: ve
oda sicakliginda kurutuldu. Daha sonra, ilk katin stiine
PBSde hazirlanmis, 370Cda %0.8’lik diisiik erime noktali
agarozun 1000 uL ile 100 uL hiicre siispansiyonu karisti-
rildr ve birinci katin {izerine yayildi. Lamlar 40Cda buz
akiisiiniin tizerinde 5 dakika katilagmaya birakildi. La-
meller lamlardan kaldirilds, taze hazirlanmis soguk lyzis
¢ozeltisinde (TBE, 25 g SDS) 7 dakika 40Cda lize edildi.
Lamlar lyzis ¢ozeltisinden alind, yatay elektroforez tan-
ki taze hazirlanmis elektroforez tamponu (TBE: 54 g Tris,
27.5 g borik asit, 20 mL EDTA, pH 8.4) ile dolduruldu ve
lamlar yerlestirildi, DNA sarmalinin ¢6ziilmesi i¢in 20 da-
kika bekletildi. Oda sicakliginda 64 V-250 mAde 2 dakika
elektoroforez uygulandi. Daha sonra lamlar iyon ve deter-
janlarin uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika dH2O ile yikandi.
Notralizasyondan sonra 50 uL ethidium bromide (1 ug/
mL) ile boyand: ve lamelle kapatildi. Biitiin islemler DNA
hasarini dnlemek igin karanlikta uygulandi (27, 28). Bir
floresan mikroskobu (Olympus, BX51, Tokyo, Japonya)
kullanilarak 200x btyttmede 6l¢iimler yapildi. Rasgele
segilen 100 hiicrenin goriintileri Comet Assay Software
Project (CASP-1.2.2, Windows 2010) kullanilarak, kuy-
rukta % DNA (tail DNA) parametresi analiz edildi. Ha-
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sar hiicre kafasindan gos etmis "kuyruklu yildiz" desenine
neden olan parcalanmig DNA tarafindan tespit edilirken,
kuyruklu yildiz olmayan tiim hiicre kafalarinin hasar gor-
memis oldugu kabul edildi (29, 30).

Histo-Patolojik Degerlendirmeler

%10’luk formalin fiksasyonu sonrasi rutin histolojik takip
asamalarindan sonra hazirlanan ve parafin bloklara go-
miilen dokulardan 5um’lik kesitler dokiilmemesi i¢in po-
li-Llizinle kapli lamlara alind1. Elde edilen ve deney grup-
larina ait olan bobrek dokularina hematoksilen-eozin ve
massontrikrom boyama metodlaryla birlikte, bobrek do-
kularinda bazal membran yapilarinin ve tiibiillerin daha
net goriilebilmesi i¢in ek olarak periyodik asit schiff (PAS)
boyama metodlar1 uygulandi. Histolojik degerlendirme
icin DP 70 djjital kamera ile donatilmis Olympus BX51
151k mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya) kullanildi.

istatistiksel Yontem

Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM Inc., ILL,
USA) ile degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uy-
gunlugu Shapiro-Wilk testi ile,varyans homojenligi Leve-
ne testi ile degerlendirildi. Gruplar aras: karsilastirmalar
tek yonlii varyans analizi ve Kruskal-Wallis H testleri ile
degerlendirildi. Coklu karsilastirmalar Tamhan T2, Sie-
gel-Castellan ve Student-Newman-Keuls testleri ile de-
gerlendirildi. Veriler ortalama ile standart sapma veya or-
tanca ile 25. ve 75. yuizdelikler olarak ifade edildi. p<0.05
anlamlilik diizeyi kabul edildi.

Bulgular
Bobrek Dokusunda Biyokimyasal Analizler

Bobregin oksidan/antioksidan durumunun gostergesi
olarak CAT ve SOD aktiviteleri, lipid peroksidasyonunun
gostergesi olarak MDA diizeyleri 6l¢iildii. Bulgular Tab-
lo 2de verildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. y-151n1 grubunda diger gruplara gore artmis MDA,
azalmig SOD ve CAT aktivitesi gozlendi. Artan antioksi-
dan dozuyla birlikte CAT ve SOD aktiviteleri diistii, MDA
diizeyi artti. Antioksidan + radyasyon gruplarda CAT ve
SOD aktiviteleri artt1.
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Tablo 2. Bobrek dokusu gruplarinda doku enzim diizeyleri.

MDA CAT SOD
Gruplar nmol/mg protein U/mg protein U/mg protein
Ortanca (%25-%75) Ortanca (%25-%75) Ortanca (%25-%75)

Kontrol 0.21 (0.02-0.4) 72.63 (62-86) 0.22 (0.20-0.35)
P, 0.28 (0.16-0.7) 34.4 (23-52) 0.13 (0.10-0.14)
P 0.31 (0.18-0.43) 46.32 (37-57) 0.19 (0.16-0.20)
P. 0.63 (0.4-0.7) 49 (42-77) 0.26 (0.19-0.30)
P 0.33(0.27-0.43) 32.6 (29-40) 0.27 (0.17-0.33)
y-1$1n1 1.27 (0.95-1.38) 39.5(38.9-45) 0.20 (0.20-0.26)

P +y-1511

0.26 (0.17-0.38)

38.3 (25.9-44.2)

0.17 (0.17-0.20)

P_+y-151m1

0.20 (0.13-0.33)

58.5 (45.8-68.9)

0.23 (0.16-0.27)

P _ +y-1s1n1

0.33(0.11-0.5)

40.39 (32.8-43.8)

0.20 (0.15-0.22)

0.6 (0.35-0.78)

58.1 (42.8-72)

0.14 (0.13-0.20)

P, Fy-ismi

P <0.008 <0.001 <0.010

(MDA: Malondialdehit, CAT: Katalaz, SOD: Siiperoksit dismutaz, %25-%75: persentil)

Tablo 3. Bobrek dokusu gruplar aras1t DNA hasar olgiileri.

Degiskenler

Gruplar L Head L Tail L Comet HeadDNA TailDNA ™ OTM

+SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD
Kontrol 123.6+23 12.5+13 136.4+32 98.4+4 1.5+1 0.3£1 0.7£1
P, 142.3+29 50.8+41 193458 91.5+£8 8.418 7.1x10 6.5+8
P 117.9+£29 52.2+38 169+60 90.4+7 9.5+7 7.1x10 6x7
P, 160.8+35 90.8+27 251.6+£54 83.8+5 165 158 13.7+6
P 146121 112.3+94 258.5+42 79.2£5 20.7£5 24.4+12 17+6
y-1$1n1 157.6+46 205.9£93 363+125 63.8+11 36.2+10 81+52 46124
P +y-151m1 148.5+27 11543 263.6+58 78.6+£8 21.2+8 26.6x20 19.2+10
P +y-151m1 157.4+25 111.2+45 268.6£56 80.8+6 19+6 23.4%15 17.9+£9
P Fy-1s1m1 166£23 96.9+35 263+45 82.9+5 16.9+5 17.7+11 168
P, ty-1sim1 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: Bas uzunlugu, L Tail: Kuyruk uzunlugu, L Comet: Comet uzunlugu, Head DNA: Basta %DNA, Tail DNA:
Kuyrukta %DNA, TM: Kuyruk momenti, OTM: Olive tail moment, SD: Standart sapma)
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Bobrek Dokusunda DNA Hasar Tayini

Bobrek dokusu gruplar arasi hiicresel DNA hasar deger-
leri Tablo 3'de verildi. Siganlarin tim viicut gama rad-
yasyonuna maruz kalmasi bobrek dokularinda hiicresel
DNA hasariyla sonuglandi ve kontrol grubuna gore diger
gruplarin comet parametrelerinde artma gozlendi (Sekil
1). p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Sekil 1. Bobrek doku hiicreleri comet degerleri A) Kontrol
grubu tail DNA %1.5 B) y-151n1 grubu tail DNA %36.2, C)
P, + y-1smn1 grubu tail DNA %14 (Ethidium bromide bo-
yama x200, Olympus, Japan)

Bobrek Dokusunda Histo-patolojik Degerlendirme

Kontrol grubuna ait bobrek dokulari parankimasinda
bobrek cisimcikleri (renal korpuskiilleri), proksimal ve
distal kivrintili tibiiller, peritiibiiler kapillerler ve medul-
lar 1gmnlar diizgiin yerlesimliydi. Radyasyon uygulanma-
yan bu grupta, glomeriiller ve tiibiiller normal histolojik
ozellik gosterdiler. Sadece radyasyon uygulamas: yapilan
grubun bobrek dokusu histolojik olarak incelendiginde,
kontrol grubuna gore son derece énemli ve anlamli de-
jereneratif degisiklikler gosterdigi gozlendi. Bu gruba ait
bobrek dokularmin histo-patolojik incelenmesinde, hem
interstisyel bag dokusu alanlarinda hem de renal kor-
puskiillerin glomertillerinde belirgin hemoraji incelendi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, tubiil hiicrelerinde
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de belirgin hasar mevcuttu. Bébregin histo-patolojik in-
celenmesinde tiibiillerde ve glomeriillerde belirgin de-
gisikliklerin oldugu goézlendi. Tiibiillerde ve interstisyel
dokuda erken degisiklikler dikkati ¢ekti. Hiicresel hasara
neden oldugu gézlendi. Farkli dozlarda pycnogenol uygu-
lanan gruplarda (P37.5, P75, P150, P300) kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, tiibtil hiicrelerinde belirgin hasar
mevcuttu. Bébregin histo-patolojik incelenmesinde rad-
yasyon grubuna benzer, tiibiillerde ve glomeriillerde be-
lirgin degisikliklerin oldugu gozlendi, bu hasar verilen
antioksidan miktariyla artmaktaydi. Farkli dozlarda pyc-
nogenol ve radyasyon (P, +y-1sin1, P_+y-151mn1, P

375 150t Y1

sin1 ve P +y-151n1) uygulanan gruplardan 37,5mg/kg ve

300
75mg/kg pycnogenoliin radyasyon {izerine herhangi bir
koruyucu etkisi goriilmedi. Radyasyon oncesi 150 mg/
kg pycnogenol uygulanan deney grubuna (P, +y-151n1)
ait bobrek dokusunda, pycnogenoliin radyasyonun zararli
etkilerine kars1 olumlu bir etkiye sahip oldugu goriiliir-
ken, en iyi koruyucu etkinin radyasyon 6ncesi 300 mg/kg
pycnogenol verilen grupta (P, +y-151n1) oldugu gozlendi.
Radyasyonun boébrek dokusu tizerine olusturdugu olum-
suz histo-patolojik etkinin, radyasyon oncesi 300 mg/kg
pycnogenol verilen deney grubunda azaldigi ve bobrek
parankimasinin normal bobrek dokusu goriiniimiine ya-

kin oldugu gozlendi (Sekil 2).

Sekil 2. Bobrek doku kesiti A) Kontrol grubunda renal
korpuskiilleri, proksimal ve distal kivrintili tiibiiller, pe-

ritiibiiler kapillerler ve medullar isinlar diizgiin yerlesim-
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li, B) y-151n1 grubu anlamli dejereneratif degisiklikler var,
hem interstisyel bag dokusu alanlarinda hem de renal
korpuskiillerin glomeriillerinde belirgin hemoraji ince-
lendi, C) ,,,
mal bobrek dokusu gériiniimiine yakin oldugu gézlendi.
(H&E boyama x400 (Olympus, BX51, Japan).

+ y-151n1 grubu, bobrek parankimasinin nor-

Tartisma ve Sonug

Terapotik abdominal 1s1nlama, glomeriiler mesanjiyal sk-
leroz ve tiibiiler dejenerasyon ile iliskili ilerleyici bobrek
hastaliginin olusumuna eslik edebilir (31). Mevcut bul-
gulara gore, 1s1nlamadan sonra birkag¢ hafta i¢inde sigan
bobreginde belirgin histolojik degisiklikler ortaya ¢ikar.
Lezyonlar ¢ogunlukla glomeriiler ve tiibiiler hiicrelerde
goriliir. Isinlamadan 4 hafta sonra, minimal glomeriiler
degisiklikler gozlenir. 10. haftada, glomerular lezyonlar
endotel hiicre hasari, mesanjiyal hiicrelerin proliferas-
yon ve hipertrofi, epitel hiicre sisme ve bazal membran
kalinlagmas: olusur. Bu glomeriiler degisim, domuzda
1989-1991 yillarinda Robbins ve arkadaslar1 ve farede
1990 yilinda Down arkadaslar: tarafindan rapor edilmis-
tir. Benzer glomeriiler degisim tiim viicut isinlamayi ta-
kiben klinikte s6z edilmistir (32). Mesanjiyal hiicrelerin
sayisinin arttig1 ve artmis mesanjiyal matris miktar: rapor
edilmistir. Jaenke ve arkadaglar1 (33) ve Robbins (34), en-
dotel hiicrelerin hasari renal radyasyon hasarinda 6nemli
birincil etkinlik gosterdigini dnermislerdir. Onceki litera-
tiirlerde, birkag ilag radyasyonun indiikledigi hasar1 nor-
mal dokudan azaltmak ya da 6nlemek i¢in kullanilmstir,
bunlar siilfidril radikali (35) igeren pentoxifyline (36) ve
glukokortikosteriod (37) bilesiklerdir. Bu ila¢larin deney-
sel caligmalar1 umut vericidir, ancak klinik kullanimda, bu
ilaglar toksik etkiler gostermistir.

Lipid peroksidasyon iirtinlerinden olan MDA, radyasyona
bagli oksidatif hasarin gostergesidir. Bu ¢alismada da rad-
yasyona bagli bobrek hasarini gostermek icin doku MDA
diizeyleri olgiildii. Radyasyon grubunda kontrol grubu,
antioksidan gruplar ve antioksidan + radyasyon gruplara
gore MDA diizeyinde artma saptandi. MDA diizeylerin-
de artis radyasyonun bobrekte oksidatif hasara yol actigi-
n1 gostermektedir. Kontrol grubuna gore antioksidan ve
antioksidan + radyasyon gruplarda MDA artmustir. Rad-
yasyon grubuna gore antioksidan + radyasyon gruplarda
MDA diizeyinin azalmasi radyasyonun oksidatif hasa-
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rina kargt pycnogenoliin membran lipidini korudugunu
gostermektedir. Calismada radyasyon grubunda kontrol
grubuna gére CAT aktivitesinde azalma saptandi. Bu du-
rum, agir1 SOR {retimine karg1 antioksidan sistemin ye-
tersiz oldugunu gostermektedir. y-151n1 + P300 gruplarda
radyasyon grubuna gére artma saptanmasi pycnogenoliin
SOR iretimine karg1 yeterli oldugunu gostermektedir. Ca-
ligmada radyasyon grubunda kontrol grubuna gére SOD
aktivitesinde azalma saptandi. Bu durum, agir1 SOR {ireti-
mine kars1 antioksidan sistemin yetersiz oldugunu goster-
mektedir. y-151n1 + P, grubunda radyasyon grubuna gore
azalma saptanmasi pycnogenoliin SOR iiretimine karsi
yetersiz oldugunu gostermektedir.

Mansour tarafindan yapilan ¢alismada, tek doz 6 Gy veri-
len sican bobreklerinde MDA ve NO seviyesinin arttigi-
n1, SOD ve GSH-Px aktivitelerinin azaldigini gozlediler.
Isinlamadan once 7 giin ginseng verilmis grupta SOD ve
GSH-Px aktivitelerinin kayda deger arttigini1 ve MDA ve
NO seviyesinin kayda deger azaldigini gozledi (38). Ca-
lismamiza benzer olarak, Ekici ve arknin tek doz 800
cGy abdominopelvik bélgenin 1ginlanmasindan sonra si-
¢an bobrek ve testis dokularinda kontrole gore radyasyon
grubunda MDA diizeyinin arttigini, SOD, CAT, GPX ve
GSH aktivitelerinin azaldigini, aminoguanidin uygulanan
grupta MDA seviyelerinin azaldigini, SOD, CAT, GPX ve
GSH aktivitelerinin arttigini gozlediler (39).

Bobrek dokusunda, radyasyon grubunda CAT ve SOD
aktivitelerinde azalma, MDA seviyesinde artma; buna
karsilik antioksidan + radyasyon grubunda CAT ve SOD
aktivitelerinde artma ve MDA seviyesinde azalma tespit
edilmesi, pycnogenoliin koruyucu etkisinin antioksidan
aktivitesine bagh oldugunu gosterebilir. Bu veriler daha
once oksidan ajanlarla yapilan ¢alismalarda gosterildigi
gibi, iyonize radyasyona bagl gelisen bobrek hasarinin
SORne bagl olarak gelistigini ve pycnogenoliin etkisinin
antioksidan yolla olabilecegini desteklemektedir.

Tek hiicre jel elektroforez (comet assay) hiicresel DNAda
iplik kiriklari, alkali bolgeleri ve ¢apraz baglar: belirlemek
i¢in yaygin olarak kullanilir (40). Colins ve ark.nin yaptig
calismada, 0-8 Gy radyasyonun indiikledigi DNA hasa-
riyla iligkili olarak, kuyrukta yiizde DNAnin lineer artti-
g1 gostermislerdir (41). Bu ¢alismada da bobrek doku
DNA’sinda, radyasyona bagli olusan tek ve cift iplik kiril-
malarmi belirlemek i¢in nétral comet teknigi kullanildi.
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Siganlarin tim viicut gama radyasyonuna maruz kalmasi
bobrek dokularinda hiicresel DNA hasariyla sonuglandi
ve comet parametrelerinde (L head, L tail, L comet, Tail
DNA, TM ve OTM) artma gozlendi. Radyasyon grubun-
da, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve antioksidan +
radyasyon gruplara gore L head, L tail ve L comet degerle-
rinde artma saptandi. L head, L tail ve L comet degerlerin-
de artis radyasyonun bobrekte hiicresel hasara yol agtigini
gostermektedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar,
radyasyon grubu ve antioksidan + radyasyon gruplara
gore L head, L tail ve L comet degerlerinde azalma sap-
tand1. Antioksidan gruplarda L head, L tail ve L comet
degerlerinde artma saptandi. Bu artma bize antioksidanin
toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Antioksidan
+ radyasyon gruplarda L head, L tail ve L comet degerle-
rinde azalma saptandi, bu azalmis degerler antioksidanin
radyo koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Antioksidan + radyasyon grubunun kontrol grubundan
yiiksek ve radyasyon grubundan daha diisitk olmast iyo-
nize radyasyonun hiicresel hasarina karst pycnogenoliin
hiicreyi korudugunu gostermektedir. L head, L tail ve L
comet degerleri tim gruplarda istatistiksel olarak anlaml
diizeyde saptandi. Radyasyon grubunda, kontrol grubu,
antioksidan gruplar ve antioksidan + radyasyon gruplara
gore head DNA degerlerinde azalma saptandi. Bu azalma
bize radyasyonun bobrekte hiicresel hasara yol agtigini ve
bastaki DNA miktarinin kuyruga go¢ ettigini gostermek-
tedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, radyasyon
grubu ve antioksidan + radyasyon gruplara goére head
DNA degerinde artma saptandi. Antioksidan gruplarda
head DNA degerinde azalma saptandi. Bu azalma bize an-
tioksidanin toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Antioksidan + radyasyon gruplarda head DNA degerlerin-
de artma saptandi, bu artmus degerler antioksidanin radyo
koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Antiok-
sidan radyasyon gruplarinin kontrol grubundan diisiik ve
radyasyon grubundan daha yiiksek olmasi radyasyonun
hiicresel hasarina karsi pycnogenoliin hiicreyi korudugu-
nu gostermektedir. Head DNA degerleri tiim gruplarda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde saptandi. Radyasyon
grubunda, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve antiok-
sidan + radyasyon gruplara gore tail DNA, TM ve OTM
degerlerinde artma saptandi. Tail DNA, TM ve OTM de-
gerlerinde artis radyasyonun bobrekte hiicresel hasara yol
actigini ve DNA’ nin kuyruga gog ettigini gostermektedir.
Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, radyasyon grubu

Gama radyasyonun indiikledigi nefrotoksiteye karsilik
pycnogenoliin koruyucu etkisi - Cantiirk Tan E Yay AH,
Toprak G. ve Yildiz OG.

ve antioksidan + radyasyon gruplara gore tail DNA, TM
ve OTM degerlerinde azalma saptandi. Antioksidan grup-
larda tail DNA, TM ve OTM degerlerinde artma saptandi.
Bu artma bize antioksidanin toksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Antioksidan + radyasyon gruplarda tail
DNA, TM ve OTM degerlerinde azalma saptandi, bu azal-
mis degerler antioksidanin radyo koruyucu etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Antioksidan radyasyon grubu-
nun kontrol grubundan yiiksek ve radyasyon grubundan
daha disiik olmasi radyasyonun hiicresel hasarina kars
pycnogenoliin hiicreyi korudugunu gostermektedir. Tail
DNA, TM ve OTM degerleri tiim gruplarda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde saptand.

Ueno ve ark’ nin yaptiklar: ¢aligmada, comet yontemini
kullanarak tim viicut X- 1511 uygulamasindan sonra si-
can karaciger, bobrek, akciger, dalak, beyin, timus ve ko-
lon hiicrelerinde, DNA hasar parametrelerinden kuyruk
uzunlugun ve kuyrukta yiizde DNA kullanarak 1ginlanmig
sicanlarin dokularinda kayda deger DNA hasar1 bulmus-
lardir (42). Caliymamizdaki comet sonuglarina dayanarak
pycnogenoliin iyonize radyasyon hasarina karsi bobrek
hiicrelerini korudugunu ancak saglikli hiicre gruplarinda
da toksik etki gosterdigini sdyleyebiliriz. Benzer sonuglar,
Rohdewald, Trevithick ve ark. ve Masquelier’ in yaptig
caligmalarda da gozlenmistir (11, 43, 44).

Yapilan ¢aligmada, siganlardan alinan bobrek dokularina
hematoksilen-eozin, Masson trikrom ve periodik asit sc-
hiff boyama metodlar1 uygulandi. Histo-patolojik deger-
lendirmeler sonucunda, kontrol gruplarma ait dokular
kendi normal histolojik doku 6zelliklerini gosterirken,
radyasyon uygulanan dokularda basta vaskiiler ve in-
terstisyel hemoraji alanlar1 olmak {izere gesitli hiicresel
hasarlar gozlendi. Kontrol grubuna ait bobrek dokular:
parankimasinda bobrek cisimcikleri (renal korpuskiil-
leri), proksimal ve distal kivrintili tiibiller, peritiibiiler
kapillerler ve medullar isinlar diizgiin yerlesimliydi ve
glomeriiller ve tiibiiller normal histolojik 6zellik goster-
diler. Radyasyon grubun bébrek dokusu histolojik olarak
incelendiginde, kontrol grubuna gére son derece 6nemli
ve anlamli dejereneratif degisiklikler gosterdigi gozlendi,
hem interstisyel bag dokusu alanlarinda hem de renal kor-
puskiillerin glomeriillerinde belirgin hemoraji incelendi.
Bobregin histo-patolojik incelenmesinde tiibiillerde ve
glomeriillerde belirgin degisikliklerin oldugu gozlendi.
Tiibiillerde ve interstisyel dokuda erken degisiklikler dik-
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kat ¢ekti. Bobrek dokusunda radyasyonun hiicresel hasara
neden oldugu gézlendi. Antioksidan gruplarda, tiibil hiic-
relerinde belirgin hasar mevcuttu. Bobregin histo-patolo-
jik incelenmesinde radyasyon grubuna benzer, tiibiillerde
ve glomeriillerde belirgin degisikliklerin oldugu gozlendi,
bu hasar verilen antioksidan miktariyla artmaktaydi. Bu
sonug bize, antioksidanin bobrek dokusunda toksik etki-
sinin oldugunu gostermektedir.

Antioksidan + radyasyon gruplardan 37,5 mg/kg ve 75
mg/kg pycnogenoliin radyasyon iizerine herhangi bir ko-
ruyucu etkisi gériilmedi. y-1s1n1 + P ait bébrek doku-
sunda, pycnogenoliin radyasyonun zararl etkilerine karst
olumlu bir etkiye sahip oldugu goriiliirken, en iyi y-151n1
+ P, grubunda oldugu gozlendi. Radyasyonun bobrek
dokusu tizerine olusturdugu olumsuz histo-patolojik etki-
nin, radyasyon oncesi 300 mg/kg pycnogenol verilen de-
ney grubunda azaldig1 ve bobrek parankimasinin normal
bobrek dokusu goériintimiine yakin oldugu gézlendi. So-
nug olarak, radyasyonun bobrek dokusu iizerine olustur-
dugu olumsuz histo-patolojik etkinin, radyasyon o6ncesi
300 mg/kg pycnogenol verilen grupta azaldigi, bobrek pa-
rankimasinin normal bébrek dokusu goriiniimiine yakin
oldugu gozlendi ve 300 mg/kg pycnogenol enzim, hiicre
ve doku diizeyinde bobrek dokusunu iyonize radyasyon
hasarina kars1 en iyi korudugu gorildi.

Bizim ¢alismamizda da pycnogenoliin antioksidan ve rad-
yo koruyucu 6zelligi olup olmadig1 enzim, hiicre ve doku
diizeyinde arastirildi. Kontrole gore antioksidan gruplarda
da MDA diizeyinin artmasi, CAT ve SOD aktivitelerinin
azalmasi, comet parametrelerinin artmasi, doku histo-pa-
tolojilerinin bozulmasi, antioksidan savunma sisteminin
yetersiz kaldigini ve pycnogenoliin potansiyel toksik etki-
ye sahip oldugunu gostermektedir. Bu veriler daha 6nce
oksidan ajanlarla yapilan ¢alismalarda gosterildigi gibi,
iyonize radyasyona bagli gelisen bobrek hasarinin SORa
bagli olarak radyasyonun indirekt etkisinden gelisebildigi
gibi iyonize radyasyonun direkt etkisinden kaynakli olabi-
lecegini de gostermektedir. Ancak antioksidan + radyas-
yon gruplarda azalan MDA diizeyi, artan CAT ve SOD
aktiviteleri, comet parametrelerinin azalmasi, doku his-
to-patolojisinin diizelmesi radyasyon hasarina kars1 bob-
rek dokusunu kayda deger korudugunu gostermektedir.

Verstraeten ve ark. yaptig1 ¢alismada pycnogenoliin bas-
lica biyoflavonoid bilesenlerinin membrandz fosfoli-
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pidlerin polar bas gruplarina baglanarak oksidasyonlari
onledigi gosterilmistir. Calismamizda, antioksidan + rad-
yasyon gruplarda azalan MDA diizeyi, artan CAT ve SOD
aktiviteleri bu ¢aligmay1 desteklemektedir (16). Caligma-
miza benzer olarak, Ramus ve ark’nin yaptig1 calismada
sicanlarda abdominal bélgenin x-i1smiyla isinlanmasin-
dan sonra yapilan histo-patolojik calismada 300 mg/kg
pycnogenoliin intestinal mukozayi iyonize radyasyondan
onemli olgiide korudugu sonucuna varilmig, bu ¢alisma
bizim ¢alismamizi desteklemektedir (45).

Sonug olarak, SORu inhibe eden ve/veya temizleyici anti-
oksidan ilaglar iyonize radyasyona maruz kalan dokular-
daki hasar1 azaltarak kanserli hastalarda yararli olabilirler.
Ancak, ¢aligmamizda kullandigimiz antioksidanin mole-
kiiler temeli hakkinda yeterli bilgi olmamasindan dolay1
gerek preklinik ve gerekse klinik daha fazla ¢alisma yapil-
mas1 ve Ozellikle etki mekanizmasi, toksisite ve yan etki
profilinin daha net ortaya ¢ikarilmas: gerekmektedir.
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