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OZET: Amag: Sisplatin solid tiimérlerin tedavisinde yay-
gin olarak kullanilan antikanserojen bir ilactir. Bu ilacin
kullanimint ~ kisitlayan  en  Onemli  yan  etkisi
nefrotoksisitedir. Bu caligmanin amac1 sisplatin ile indiik-
lenmis bobrek hasarina karsi melatonin ve ginkgo
bilobanin koruyucu etkilerini kargilagtirmali olarak aras-
tirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Ratlardan kontrol grubu, sadece
sisplatin (7 mg/kg/giin, i.p) uygulanan grup, sisplatin (7
mg/kg/giin, i.p) + melatonin (ML) (4 mg/kg/giin, i.p) uy-
gulanan grup ve sisplatin (7 mg/kg/giin, i.p) + ginkgo
biloba (GB) (100 mg/kg/giin, oral) uygulanan gruplar
olusturuldu. 10. giin sonunda ratlarin bobrekleri histolojik
olarak 151k mikroskopta incelenmek iizere ¢ikarildi.
Bulgular: Sisplatin grubundan elde edilen bobrek doku-
sunda tiibiiler lezyon, sitoplazmik vakuoler degisiklikler,
glomeriiler ve vaskiiler lezyon gibi histopatolojik degisik-
likler izlendi. SisplatintML ve Sisplatin+GB birlikte veri-
len gruplardaki bobrek dokusunda histopatolojik degisik-
liklerde belirgin bir azalma gozlendi. Melatoninin hasarin
histolojik olarak hafifletilmesinde ginkgo biloba’dan daha
etkili oldugu tespit edildi.

Sonug: Caligma sonuglar sisplatin ile indiiklenmis bobrek
hasarmnin azaltilmasinda melatonin ve ginkgo biloba uygu-
lamasinin koruyucu etkisinin olabilecegini diisiindlirmek-
tedir.

Anahtar Kelimeler: bobrek, rat, sisplatin, melatonin,
ginkgo biloba

ABSTRACT: Aim: Cisplatin is a widely used anti-
neoplastic agent in the treatment of solid tumors. It is
widely known that cisplatin is significantly taken up in
human kidney and that repeat dose of the drug produces
nephrotoxicity. The aim of this study was to investigate
the protective effects of melatonin and ginkgo biloba on
cisplatin-induced kidney damage.

Materials and Methods: The rats were divided into con-
trol, cisplatin alone (7 mg/kg, i.p.), cisplatin+melatonin
(ML) (4mg/kg/day, i.p) and cisplatint+ginkgo biloba (GB)
(100mg/kg/day, orally) groups. At the end of the 10™ day,
kidney tissues were removed for light microscopy and
analysis.

Results: The tissue obtained from cisplatin group showed
some histopathological changes such as tubular lesion, cy-
toplasmic vacuole alteration, glomerular and vascular le-
sion. In the cisplatintML and cisplatintGB groups, histo-
pathological evidence associated with kidney damage was
markedly reduced. Melatonin was found to be more effec-
tive than gingko biloba in reducing the damage histologi-
cally.

Conclusion: These results show that cisplatin causes kid-
ney damage and GB and ML treatment may prevent it to
happen in kidney tissue as morphologically.

Key words: kidney, rat, cisplatin, melatonin, ginkgo
biloba

GIRiS

Sisplatin testis, over, mesane, akciger gibi or-
ganlara ait birgok kanser tiiriiniin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan en etkili antineoplastik ilaglardan
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biridir. Sisplatinin nefrotoksisite, ototoksisite, ve
kardiyomiyopati gibi zararh etkileri vardir (1,2). Ila-
cin kullanimini kisitlayan en 6nemli yan etkisi ise
nefrotoksisitedir (3,4).

Sisplatin ile nefrotoksisiteye yonelik bilgiler
azdir. Son  zamanlarda, bu ilaca  bagh
nefrotoksisitenin serbest oksijen radikallerinin art-
masina bagli olarak meydana gelen oksidatif stresin
artmasindan kaynaklandig: rapor edilmistir (4,5). Bu
6zelliginin ortaya ¢ikmasindan sonra antioksidan ni-
teligi bilinen bir ¢cok madde bu ilacin nefrotoksik et-



30 YAGMURCA ve ark.

kisine kars1 tedavi edici amacla deneysel olarak kul-
lanilmistir (6-12)

Ginkgo biloba ekstresi (GB) ginkgo biloba aga-
cinin yesil yapraklarindan elde edilir ve %24 ginkgo
flavon glikozidleri ve %6 karakteristik terpen
laktonlar1 igerir. GB klinik tedavide yaygin olarak
kalp ve beyin gibi organlarin dokularindaki dolagimi
arttirmak i¢in kullanilmaktadir (13). GB, antioksi-
dan, antimikrobiyal, antienflamatuar ve vazodilator
etkilidir. GB, biyomembranlar1 oksidatif strese karst
korumakta ve serbest oksijen radikallerini tutarak
hiicre kaybini en aza indirmektedir. GB’nin akciger-
lerde bleomisine bagl oksidatif ve nitrozatif stres ar-
timina bagl fibrozis gelisimini, etkili serbest radikal
stipiiriicii ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle engel-
ledigi daha dnceki ¢aligmamizda gosterilmistir (14).

Melatonin  (5-methoxy-N-acetyl-tryptamine)
néroendokrin  bir organ olan pineal bezde,
triptofandan sentezlenerek, karanlikta salgilanir ve
plazma proteinlerine baglanir. Melatonin karaciger-
de metabolize olur ve baglica metaboliti 6-
hidroksimelatoninsiilfat (6-HMS)’dir. Insanlarda
ekzojen melatoninin kisa bir metabolik yar1 omrii
(20-60 dk.), biiyiik bir hepatik gecis etkisi vardir
(15). Melatonin, yaslanma-karsitt bir molekiildiir,
kimyasal karsinojenlere karst DNA’nin korunmasi,
endokrin ritmin diizenlenmesi, bazi
antigonadotropik etkilerin agiga c¢ikarilmasi, sinir
sistemi iizerinde koruyucu etkilerin olusturulmast,
immiin sistemin uyarilmasi ve serbest radikallerin
giderilmesi gibi birgok fizyolojik fonksiyonlarin dii-
zenlenmesinde gorev alir. Melatoninin farkli organ
ve dokularda direkt serbest radikal yakalayici ve
indirekt antioksidan etkiye sahip oldugu yapilan ca-
lismalarla gosterilmistir (16,17). Melatoninin birgok
biyolojik etkisinin yani sira, hiicre i¢i kalsiyum dii-
zeyini dengeleyebilmesi, giiglii bir radikal siipiiriicii
(hidroksil radikali, siiperoksit anyon radikali,
peroksil radikali, singlet oksijen ve peroksinitrit an-
yonu) ve antioksidan (SOD, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
stimulasyonu ve nitrik oksit sentaz inhibisyonu)
6zelliginin olmasi (18), kanser kemoterapisine bagl
organ hasarlarinda koruyucu etkisinin olabilecegini
diisindiirmektedir (19,20) .

Bu temel diisiinceden yola ¢ikarak planladigi-
miz ¢alismamizin amaci; ratlarda sisplatin ile olustu-
rulan bobrek hasarinda, antioksidan 6zelligi olan GB
ekstraktinin ve melatoninin koruyucu etkilerini, 151k
mikroskopik diizeyde histopatolojik olarak, karsilag-
tirmali bigimde incelemektir.
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GEREC ve YONTEM

Calismanin yapilabilmesi ic¢in Afyonkarahisar
Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kurulu’ndan ge-
rekli onay alinmistir. Calismada, agirliklar: 250-350
g arasinda degisen 28 adet, 4 aylik, Sprague Dawley
cinsi erkek ratlar kullanildi. Hayvanlara 12/12 saat
gece/giindiiz periyodunda, standart rat pellet yem ve
¢esme suyu verildi. Deney gruplari ratlar rasgele se-
cilerek su sekilde belirlendi: Grup 1 (n=7): Kontrol,
Grup 2 (n=7): Sisplatin (Cisplatinum Ebewe, Liba
[lac  Sanayi, Tirkiye), Grup 3  (n=7):
Sisplatin+tMelatonin (Sigma, St Louis, MO, USA)
ve Grup 4 (n=7): Sisplatin + GB (Tripharma lag
Sanayi, Tiirkiye). Kontrol grubu ratlara 10 giin bo-
yunca sadece intraperitoneal (i.p.) izotonik salin so-
liisyonu (melatonin ile esit hacimde) uygulandi ve
3.giin sisplatin ile esit hacimde izotonik salin soliis-
yonu i.p. uyguland1. Sisplatin 3. giin 7mg/kg i.p. tek
doz olarak uygulandi (3). Melatonin grubuna 10 giin
boyunca her giin 1x1 i.p. melatonin 4mg/kg dozda
1x1 olarak uygulanmaya baslandi ve 3. giin 7mg/kg
sisplatin tek doz halinde i.p. olarak uygulandi (16).
GB grubuna deney siiresince 10 giin boyunca her
giin oral yolla GB 100mg/kg dozda 1x1 olarak uygu-
lanmaya baglandi ve 3. giin 7mg/kg sisplatin tek doz
halinde i.p. olarak uyguland1 (21).

Calismanmn 10. gliniiniin sonunda 1mg/kg
xylazine ile 0.5ml/kg ketamin i.p. uygulanarak sag-
lanan genel anestezi altinda ratlar sakrifiye edildi ve
bobrek dokular1 alindi. %10 Notral tamponlu
formalin ile fiksasyon iglemi tamamland.
Dehidrasyon basamaklarini miiteakip doku 6rnekleri
parafin ile bloklandi. 4 pm kalinliginda mikrotomla
kesitler alindi ve kesitlere hematoksilen — eozin bo-
yamasi uygulandi ve preparatlar entellan ile kapatil-
di. Kesitler Nicon microscope (ECLIPSE E600W,
Tokyo, Japan) incelendi ve dijital fotograf makinesi
(Nicon Digitale Camera DP70, Tokyo, Japan) ile fo-
tograf ¢ekimleri yapildi.

Her bir gruba ait bobrek kesitleri histolojik ola-
rak tiibiiler nekroz/atrofi, tiibiiler vakuoler degisik-
likler, glomeriiler hasar, vaskiiler konjesyon/tromboz
ve interstisyel inflamasyonun siddet ve yaygmligt
dikkate alinarak incelendi. Her bir kesit 0-4 arasinda
(swras1 ile hasar yok, az hasar, orta derecede hasar ve
siddetli hasar) skorlandi (22).

Istatistiksel analizler:

Istatistikler SPSS 9.05 ile yapildi. Gruplarmn da-
gilimlart non-parametrik testlerden “One-sample
Kolmogorov-Smirnov Test” ile degerlendirildi. Grup-
larin normal dagilim goéstermesinden dolay1 istatistik-
sel kargilagtirma igin parametrik testlerden “One-way
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ANOVA” testi ve post-hoc testlerden LSD (Least
significant difference) kullanildi. Sonuglar ortalama =+
standart sapma olarak verildi. Istatistiksel anlamlilik
icin p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Gruplarin histopatolojik degerlendirme sonug-
lar1 ve istatistiksel karsilastirmalart Tablo 1°de gos-
terilmistir. Buna gére Grup | ratlarinin bobrek doku-
sunda yapilan 151k mikroskopik incelemeler sonucu
glomeriil yapisi, bowman kapsiilii ve bowman arali-
g1, proksimal ve distal tiibiiller histolojik agidan
normal morfolojik 6zellikler tasiyordu (Resim 1).

Grup 2’ye (sisplatin grubu) ait preparatlarda yapi-
lan incelemeler sonunda; tiibiiler nekroz (Resim 2),
interstisyel ve periglomeriiler fibrozis (Resim 3),
interstisyel inflamasyon (Resim 4) gibi belirgin yapisal
degisiklikler izlendi. Buna bagli olarak sisplatin uygu-
lanan gruptaki ratlarda kontrol grubu ile karsilastirildi-
ginda tiim parametreler agisindan hasarin anlaml bir
sekilde artmis oldugu izlendi (p=0.001).

Grup 3’te (Sisplatin+Melatonin) histolojik ince-
lemesinde ise; gozlenen degisikliklerin tek basina
sisplatin uygulanan gruba gore belirgin ve istatistik-
sel olarak anlamli (p=0.001) bir sekilde azalma gds-
terdigi izlendi (Resim 5).

Grup 4 (Sisplatin+GB)’de ise yine benzer sekilde
gozlenen degisikliklerin tek bagma sisplatin uygulanan
gruba gore belirgin ve istatistiksel olarak anlamli
(p=0.001) bir sekilde azaldig1 gozlendi (Resim 6).

Grup 3 ve Grup 4’tin karsilastirilmasinda ise
yalniz vaskiiler konjesyon-trombozis (p=0.030) ve
interstisyel infiltrasyonda (p=0.044) Grup 3 ratlarda
anlamli olarak diistligii gbzlendi.

e

Resim 1. Kontrol grubuna ait rat bobreginden histolojik
bir goriiniim. Glomeriiller (G) ve tiibiiller normal yapida
izlenmekte. H-E X 10

bir goriinim. Tiibiiler nekroz (yildiz) goriilen alanlar iz-
lenmekte. H-E X 20

Resim 3. Sisplatin grubuna ait rat bobreginden histolojik
bir goriiniim. Bobrekte interstisyel inflamasyon (1.i.),
interstisyel fibrozis (I.f.), peri glomeriiler fibrozis (ok)
alanlar1 izlenmekte. Glomeriil (G). H-E X 20

Resim 4. Sisplatin grubuna ait rat bobreginden histolojik
bir gériiniim. Bébrekte interstisyel inflamasyon (1.i.) alan-
lar1 izlenmekte. H-E X 20
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Resim 5. SisplatintMelatonin grubuna ait rat bobreginden

histolojik bir gériiniim. Glomeriil (G). H-E X 20

Resim 6. Sisplatin+Ginkgo Biloba grubuna ait rat bobre-
ginden histolojik bir goriiniim. Glomeriil (G). H-E X 20

Tablo 1. Gruplara ait histolojik degisikliklerin skorlarint gésteren tablo. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. Grup I: Kontrol, Grup II: Sisplatin, Grup I11: Sisplatin+Melatonin, Grup IV: Sisplatin+Ginkgo Biloba.

Gruplar Tiibiiler nek- Tﬁbﬁltzl: Yalfuoler Glomeriiler Vaskiiler konj esyon .interstisyel
roz- atrofi degisiklik hasar — trombozis infiltrasyon
1 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
II 3.28+0.48 3.42+0.53 3.42+0.53 3.14+0.37 3.42+0.53
I 1.57+0.53 1.42+0.53 1.424+0.53 1.00£0.57 1.57+0.53
v 1.85+0.37 2.14+0.69 2.00+0.57 1.85+0.69 2.14+0.37
p degeri
I-1I 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
11 0.001 0.001 0.001 0.002 0.001
I-1v 0.000 0.001 0.001 0.001 0.000
II-1IT 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
II-Iv 0.001 0.006 0.002 0.003 0.002
I-1v A.D. A.D. A.D. 0.030 0.044
TARTISMA en fazla bobreklerde birikim gosterir (23). Sisplatin;
nefrotoksisite,  hepatotoksisite, = kemik  iligi
Kanser tedavisi sirasinda kullanilan  toksisitesi, gastrointestinal toksisite, ototoksisite ve

antineoplastik ilaglar genellikle birgok organda fiz-
yolojik homeostazisin bozulmasina neden olur. Kan-
ser tedavisinde, son derece etkili platin tiirevi bir ilag
olan sisplatinin metabolitlerinin viicuttan atiliminda
hepatobiliyer sistem ile bobrekler birlikte calisir ve
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periferik noropati gibi istenmeyen yan etkilere sik-
likla sebep olabilmektedir. Kullanimini kisitlayan en
O6nemli yan etkisi doza bagimli olarak ortaya ¢ikan
akut tiibiiler nekrozdur ve bu etkiye ilact kullananla-
rmn %30’unda rastlanmaktadir (13). Istenmeyen bu
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yan etkiye karst doz kisitlamasina gidilmekte ve bu
durum tedavide aksakliklara neden olmaktadir.

Sisplatinin nefrotoksik etkisinin temelinde ya-
tan mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilama-
mis olmakla birlikte, oksidatif stresin dnemli bir rolii
oldugunu gosteren c¢alismalar  bulunmaktadir.
Sisplatin kullanimu ile reaktif oksijen tiirlerinin artti-
g1 ve bu durumun DNA hasar1 ve membranlarda
lipid peroksidasyonuna yol actigt gosterilmistir. Bu
amagcla antioksidan etkisi bilinen baz1 maddeler ile
sisplatinin nefrotoksik etkisini azaltma veya dnleme
yolunda deneysel ¢alismalar yapilmstir (6-12).

Ancak literatiir taramalarinda antioksidan etkisi
bilinen melatonin ve GB’nin karsilastirmali olarak
sisplatin nefrotoksisitesinde birlikte c¢alisiimadigini
gordiik ve sisplatin tedavisinde ek olarak kullanila-
cak etkili bir ilacin hangisi oldugunun anlasilabilme-
si yolunda alternatif olarak iki antioksidan maddeyi
ilk kez denemek tizere bu tarz bir ¢aligma planladik.

Sisplatinin nefrotoksik etkileri iizerine melato-
nin ve GB’nin koruyucu etkilerini, oksidan ve anti-
oksidan  parametrelere  bakilmaksizin  sadece
histopatolojik skorlarla degerlendirilmesi g¢aligma-
mizin sinirlayici faktoriidiir.

Parlakpmar ve ark. (24) yapmis olduklar
sisplatin ile indiiklenen bobrek hasari ¢alismalarinda
bobrekte dilate tiibiil, belli belirsiz glomeriiller,
6dem ve interstisyumda fokal inflamasyon alanlari
izlemislerdir. Ozyurt ve ark. (4) yapmis olduklar1
benzeri bir ¢alismada &zellikle proksimal tiibiilde
asir1 tiibiil epitelyumu vakuolizasyonu, hiicresel sis-
me ve dokiilme tanimlamislardir. Iseri ve ark. (25)
sisplatin nefrotoksisitesi olusturduklari ¢caligmalarin-
da, siddetli glomeriiler konjesyon, dejenerasyon,
Bowman boslugunda dilatasyon, tiibiiler hiicrelerde
dejenerasyon tanimlamislardir. Daha &nce yapilmig
bu calismalarin 15181 altinda histopatolojik bobrek
degerlendirme kriterlerini olusturarak g¢alismamizi
planladik. Histopatoloik incelemede; her bir gruba
ait bobrek kesitleri tiibiiler nekroz/atrofi, tiibiiler
vakuoler degisiklikler, glomeriiler hasar, vaskiiler
konjesyon/tromboz ve interstisyel inflamasyonun
siddet ve yaygmhg dikkate alinacak sekilde
skorlanarak incelendi. Sisplatin uygulanan grubun
tiim parametreler acisindan istatistiksel olarak da an-
lamli hasar gosterdigi izlendi. Melatonin verilen
grubun hasarla ilgili tiim parametreler agisindan
sisplatin grubu ile karsilastirildigina belirgin diizel-
me gosterdigi ve bunun istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriildii. Melatonin verilen grubun GB uygu-
lanan grup ile tiibiiler nekroz-atrofi, tiibiiler vakuoler
degisiklikler ve glomeriiler hasar parametreleri agi-
sindan karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel ola-

rak anlaml bir farkin olmadigi, ancak vaskiiler
konjesyon-trombozis ve interstisyel infiltrasyon pa-
rametreleri dikkate alindiginda istatistiksel anlamli-
lik ifade edecek sekilde melatoninin daha iyi sonug
verdigi izlendi. Yine GB uygulanan grubun tiim pa-
rametreler agisindan sisplatin grubu ile karsilagtiril-
diginda belirgin diizelme gosterdigi ve bununda ista-
tistiksel olarak anlamli oldugu goriildii.

GB’nin sisplatinin hasar yapici etkilerini, muh-
temelen antioksidan 6zelliginin olmasi, ortamda bu-
lunan siiperoksit ve hidroksil gibi radikalleri yakala-
yarak hiicreleri lipid ve protein oksidasyonuna karsi
korumasi, platelet aktive edici faktoriin (PAF)
inhibisyonu, kan dolagimini arttirarak hiicrelerin ok-
sijen kullanimina imkan olusturmasi ve toksinlerin
atilmasina olanak saglamas1 gibi o&zellikleri ile
azaltmis oldugu disiiniilebilir (26).

Melatoninin giiglii lipofilik 6zelligi ile biyolojik
membranlardan kolaylikla gegebilmesi, hiicreye ya-
vas bir sekilde penetre olan diger antioksidanlara
karg1 6nemli bir istiinliigidir. (24,25). Bu ozelligi
dikkate alindiginda, melatoninin oksidan antioksidan
sistemde ortaya ¢ikan zararli iiriinlerin ortadan kaldi-
rilmasinda GB’dan daha {istiin oldugu sdylenebilir.

Sonug olarak bu galigmadan elde edilen verilere
gore, kanser tedavisinde kullanilan sisplatinin yiik-
sek tek doz kullanimi bobrekte hasara neden olmak-
tadir. Melatoninin, bu hasarin histolojik olarak hafif-
letilmesinde ginkgo biloba’dan daha etkili oldugu
gozlenmektedir. Sisplatin ve diger antikanser ilagla-
rin uygulamasi sirasinda, her iki antioksidan ilacin
tedavi edici dozlarinin ve ilag uygulama siirelerinin
daha iyi tespit edilebilmesi icin; antioksidan sistem-
de yer alan enzim aktivitelerinin ve bu enzimlere
bagli son iiriinlerin de yer aldig1 parametrelerin, ileri
arastirmalar ile calisilmasi faydali olacaktir.
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