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OZET

Sisplatin bir¢gok solid tiimoriin tedavisinde yaygin bi¢cimde kullanilan
antineoplastik ajandir. En 1yi bilinen yan etkisi yogun intravendz salin inflizyonuna
ragmen goriilebilen nefrotoksisitedir. Sisplatin ile gelisen akut bobrek hasarinin
patogenezi oksidatif stres, inflamasyon ve hiicre sikliis degisikliklerini de igerecek
sekilde multifaktoriyeldir. Thymoquinone (TQ), serbest radikal olusturan cesitli
ajanlarin yapmis oldugu oksidatif hasara karsi organlar1 korumada etkili bir ajandir.

Calismamizda TQ’nun sisplatin nefrotoksisitesinde koruyucu etkisi
arastirildi

Calismada 28 adet 8 haftalik (180-245 gr) Wistar albino cinsi ratlar
kullanildi. Bu amagla ratlar (i) kontrol, (ii) sisplatin (7 mg/kg/ip tek doz), (ii1) TQ
(10 mg/kg, icme suyu ile) (iv) sisplatin (7 mg/kg/ip tek doz) +TQ (10 mg/kg, icme
suyu ile) olarak 4 gruba ayrildi. Sisplatin uygulanan grupta iire, kreatinin degerleri
belirgin olarak yiiksek bulundu (P<0.001). Sisplatin+TQ grubunda iire ve kreatinin
diizeyleri sisplatin grubuna gore anlamli bir sekilde diisiik bulundu (P<0.05). Bobrek
dokusunda MDA ve 8-iso-PGF,a seviyeleri sisplatin grubunda kontrol grubuna goére
anlaml olarak yiiksek bulundu (P<0.001). Tiibiiler transport proteinlerinden olan
OKT1 ve OKT2 diizeyleri sisplatintTQ grubunda sisplatin grubuna gore anlamli
olarak yiiksek bulundu (P<0.05). Sisplatin ile olusan histopatolojik degisikliklerin
TQ ile belirgin olarak diizeldigi goriildii.

Elde ettigimiz veriler sisplatinin oksidatif stres ve bobrek hasarina yol agtigini
gosterdi. Sonug¢ olarak ¢alismamiz, oksidatif hasari azaltan, OKT1 ve OKT2
ekspresyonunu diizelten TQ’nun sisplatin nefrotoksisitesinde 6nemli bir koruyucu
ajan olabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla spesifik OKT2 antagonistleri de
sisplatin nefrotoksisitesini onleyebilir.

Anahtar kelimeler: sisplatin, thymoquinone (TQ), oksidatif hasar, organik katyon

transporter.
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ABSTRACT
THE INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECT OF THYMOQUINONE
ON CISPLATIN-INDUCED NEPHROTOXICITY

Cisplatin is a widely used an antineoplastic agent for the treatment of several
solid tumors. The well-known complication of sisplatin administration is acute
kidney injury even vigorous intravenous saline infusion. Acute kidney injury by
sisplatin is multifactorial, including oxidative stress, inflammation and changes in
cell cycle.

Thymoquinone (TQ) had been shown to protect organs against oxidative
damage induced by variety of freee radical generating agents. We investigated the
protective effects of TQ against sisplatin-induced nephrotoxicity.

Male Wistar rats (n= 28, 8 wk-old between 180-245 gr) were divided into
four groups: (1) control rats, (i1) sisplatin (7 mg/kg, IP single dose), (ii1) TQ (10
mg/kg, orally), (iv) sisplatin (7 mg/kg, IP single dose)+ TQ (10 mg/kg, orally).
Cisplatin administration resulted in significant increase in serum urea nitrogen and
creatinine (P<0.001). Serum urea nitrogen and creatinine levels were lower in rats
treated with sisplatintTQ compared with rats treated sisplatin alone (P<0.05). The
renal tissue MDA and 8-1so-PGF:a levels showed a significant increase in sisplatin-
treated rats compared the control rats (P<0.001). The expression of renal OKT1 and
OKT2 was significantly higher in sisplatintTQ group compared with sisplatin group
(P<0.05). Cisplatin-induced renal histopathological changes were significantly
improved with TQ.

These results show that sisplatin produces oxidative stres and renal damage.
In conclusion, our study show that TQ, which reduce oxidative stres and ameloriates
the expression of OKT1 and OKT2, has significant potential as a therapeutic
intervention for sisplatin-induced renal injury. Thus OKT2 spesific antagonists may

prevent the nephrotoxicity of sisplatin.

Keywords: sisplatin, thymoquinone (TQ), oxidative damage, organic cation

transporter.
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1. GIRIS

1.1. Sisplatin

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II) 6nemli bir sitotoksik maddedir
ve insanlarda bas, boyun, akciger, testis, over, bobrek gibi birgok solid tiimorde etkili
bir antikarsinojenik olarak yaygin bicimde kullanilir (1). Sisplatin tedavisine bagl
olarak bulanti-kusma, nefrotoksisite, norotoksisite, ototoksisite ve seyrek olarak da
okiiler toksisite gelisebilmektedir (2). Profilaktik intravendz salin inflizyonuna
ragmen goriilebilen en 6nemli yan etki nefrotoksisitedir. Progresif renal yetersizlik
gelismesi  durumunda  yapilabilecek tek islem sisplatin  uygulamasinin
sonlandirilmasidir. Sisplatin proksimal tiibiil (PT) S3 segmenti boyunca emilerek i¢
korteks ve dis medulla kisimlarinda yiiksek konsantrasyonlarda birikmektedir.
Dolayisiyla bu bolgeler, sisplatin ile olusan bobrek hasarinda en cok etkilenen

kisimlar olmaktadir (3).

1.1.1. Sisplatinin Farmakokinetik Yapisi

Gastrointestinal kanaldan emilmedigi i¢in oral kullanilmaz. Yiizde 90
oraninda plazma proteinlerine baglanir. Kandan kaybolmasi iki fazli bir seyir
gosterir. 11k faz sisplatinin intravendz uygulamasindan sonra baslangi¢ yar1 dmrii 25-
49 dakika kadar siiren satha olup daha sonra giinlerle ifade edilen ikinci faz
(ortalama yar1 omrii 58-73 saat) takip eder. Uygulamadan sonraki ilk bes giinde
iirliniin sadece % 27-43’liik kismu degismeden atilir. Karaciger, bobrek ve prostatta
yilksek oranda birikmektedir. Bobrek yetmezliginde sisplatinin yar1t Omrii

uzamaktadir (4).

1.1.2. Sisplatin Nefrotoksisitesi

Sisplatin nefrotoksisitesinde hiicresel toksisite, Serbest Oksijen Radikalleri
(SOR) olugmas1 sonucu gelisen membran peroksidasyonu, DNA hasari, protein
sentezinin inhibisyonu ve mitokondriyal hasar nedeni ile olmaktadir. Bu duruma

inflamasyonun da neden oldugu ileri siiriilmektedir.

1.1.3. Patogenez
1.1.3.1. Hiicresel Toksisite
Sisplatin, 6zellikle PT’lin S3 segmentindeki hiicrelerde kandaki diizeyin bes

kat1 kadar birikir ve asil hasar1 bu bdlgede yapar (5). Hiicre iginde sitozolde,
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mitokondri, niikleus ve mikrozomlarda ytliksek konsantrasyonlarda bulunur. Diisiik
klor ortaminda potent bir hiicresel toksindir. Hiicre i¢inde sisplatindeki klor atomlar1
su molekiilleri ile yer degistirerek daha toksik platinum deriveleri olusur. Proksimal
tiibiil hiicrelerinde sisplatin toksisitesinin morfolojik degisiklikleri tiibiiler nekroz,
mikro villiislarin kaybi, lizozomlarin say1 ve boyutlarinda degisiklik ve mitokondrial
vakuolizasyon ile karakterizedir. Bu yapisal degisiklikler hiicresel organellerin
fonksiyonlarmnda bozulmay1 da beraberinde getirir. Hiicre hasarma iki patofizyolojik
mekanizma yol a¢gmaktadir. Bunlar; hiicre i¢i protein sentezinin ve glutatyonun
azalmasidir. Ancak bazi yazarlar, sisplatin hiicre icerisine alindigimda Gamma
Glutamil Transferaz enzimi araciligi ile glutatyon ile birlestirildigi ve olusan bu
sisplatin-glutatyon bilesiklerinin nefrotoksik oldugunu ileri stirmektedirler. Buna
kanit olarak da Gamma Glutamil Transferaz inhibitorii olan acivicin uygulandiginda
nefrotoksisitenin siddetinin azalmasi gosterilmektedir (6). Sisplatinin atilimi primer
olarak bobrek yolu ile oldugundan ve bobrek dokusunda diger organlardan daha fazla
biriktiginden en fazla bobrege zarar vermektedir (3).

1.1.3.2. Proinflamatuar Etkiler

Sisplatin, noétrofil, T lenfositler ve hiicresel inflamatuar cevabin diger
komponentlerinin farklilasmasi, olgunlagsmasi ve aktivasyonunda rol alan timor
nekrosiz faktor alfa, interlokin-6, interferon gama ve kaspaz gibi proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu arttirmaktadir (7). Sisplatin nefrotoksisitesi deneysel
modelinde endotelyal hiicre adhezyon molekiillerinin ekspresyonunun arttigi ve
sonrasinda lokosit ve T lenfositlerinin bobrek dokusuna infiltrasyonu gozlenmistir
(8).

1.1.3.3. Proksimal Tubulusa Etkileri

Sisplatin 6zellikle PT hiicrelerinde nekroz ve apopitoza yol agarak toksisiteye
neden olur. Hatta bu toksisiteye daha az hassas olan ¢ogalmayan hiicrelerde bile
DNA hasarma neden olur (9). Bu toksisitenin muhtemel mekanizmalar1 arasinda
artmig bobrek tutulumu, sisplatinin PT hiicrelerinde glutatyon ve sisteinil-glisin

konjugatlarina metabolize olmas1 ve SOR’nin gosterilmektedir (10).

1.1.4. Nefropatinin Klinik Yansimalar
Sisplatin nefrotoksisitesinin en 6nemli komponenti, bazen ilerleyici olabilen
bobrek yetmezligidir. Diger klinik yansimalari ise hipomagnezemi, tuz kaybi,
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Fanconi benzeri sendrom ve anemidir.
1.1.4.1. Bobrek Yetmezligi

Bobrek yetmezliginin insidansi, ilacin uygulama dozu ve sikligi, nefropati
tanimlanirken  kullanilan  kriterlere bagl olarak degismektedir. ilk yapilan
farmakolojik calismalarda 1.95 mg/kg veya daha yiliksek dozlarda uygulandiginda
%350 oraninda nefrotoksisite gelistigi bildirilmektedir (4). Nefropatinin insidans ve
siddeti tekrarlayan uygulamalarda artmakta ve sonucta geri doniisiimsiiz olmaktadir.
Sonug olarak, ilerleyici bobrek yetersizligi gelistiginde sisplatin tedavisinin kesilmesi
endike olmaktadir. Giiclii bir antitiimor etkinligi olmasina ragmen ciddi toksisitesi
nedeni ile yliksek doz gerektiren hemotopoetik kok hiicre transplantasyonu oncesinde
kemik iligi ablasyonu icin kullanilmaz. Bu amagcla sisplatin yerine daha az toksik
olan carboplatin kullanilir.

Ciddi bobrek yetmezliginde bile giinliik idrar miktar1 1 1t/gilin izerindedir. Bu
durum sisplatinin ya Henle kulpunda hasara yol agarak sivi emilimi i¢in gerekli olan
meduller osmolariteyi azaltarak ya da antidiiiretik hormonun toplayici tiibiillerde etki
yerlerinde hasara yol acarak yaptigini1 disiindiirmektedir. Toplayict tiibillerdeki
etkisi aquaporin su kanallarinin ekspresyonunun azalmasi ile iliskili oldugu
bilinmektedir (11). Sisplatin uygulanmasindan sonra PT hiicrelerine gecisin organik
katyon transporter 2 (OKT2) araciligi ile oldugu yapilan in vivo bir ¢alismada
gosterilmistir (12). Bu husus sisplatinin organ spesifik toksistesini agiklamaktadir.

1.1.4.2. Trombotik Mikroanjiopati

Sisplatin bleomisin ile birlikte uygulandiginda bobrek yetmezliginin bir
formu olan hemolitik iiremik sendrom veya trombotik trombositopenik purpura gibi
trombotik mikroanjiopatiye yol acabilir (13).

1.1.4.3. Hipomagnezemi

Sisplatin tedavisi esnasinda idrarla kayip olabilir ve hastalarin yaklasik
yarisinda goriilir. Dikkat edilmesi gereken husus, tedavi ile hipomagnezemi
gelisebilecegi gibi, kronik hipomagnezeminin de sisplatin nefrotoksisitesini
arttirabilecegidir (14, 15).

1.1.4.4. Fanconi Benzeri Sendrom

Sisplatin nefrotoksisitesinde bir diger klinik prezantasyon, Fanconi benzeri

sendromdur. Bu durumda idrarda glukoz ve aminoasidler (alanin, valin, 16sin,
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metionin gibi) ile beraber trikarboksilik asit sikliis metabolitleri (laktat ve piriivat)
bulunur. Tiibiiler hasarm bir gostergesi olan idrarda glukoz bulunmasi ayni1 zamanda
sisplatine bagli olarak gelisen, glukoz uyarisina anormal insiilin ve glukagon
cevabimin oldugu glukoz intoleransina da bagli olabilir (16). Heniiz klasik Fanconi
sendromu tanimlanmis olmamakla birlikte 1limhi bir tiibiiler disfonksiyon kalici
olabilmektedir.

1.1.4.5. Tuz Kaybi

Sisplatin nefrotoksisitesinde nadir goriilen bir klinik durum olup genellikle
vakalar veya kiiclik seriler halinde rapor edilmistir (17).

1.1.4.6. Anemi

Anemi, sisplatinin myelosiipresif etkilerinin bir sonucudur. Insan ve hayvan
calismalarinda, olusan renal hasarin eirtropoetin eksikligine yol actig1 ve bu sekilde

aneminin derinlesmesine yol actig1 bildirilmektedir (18).

1.2. Tiibiiler Tasiyic1 Sistemler (Organik Anyon ve Katyon Tasiyic
Sistemler)

Daha oOnceki terminolojide Solid Carrier Superfamily (SLC22A) olarak
adlandirilan bu tasiyici1 proteinler PT hiicrelerinde yerlesmis olup gerek endojen
olarak iiretilen ve gerekse disaridan alinan bir¢ok anyon ve katyonu aktif olarak
salgilarlar. Bu calismada Organik Katyon Transporter 1 (OKT1) ve Organik Katyon
Transporter 2 (OKT2) diizeyleri c¢alisilacagindan, Organik Anyon Transporter 1-3
(OATI1, OAT2 ve OAT3) kisaca degindikten sonra daha ¢ok OKT’ler iizerinde

durulacaktur.

1.2.1. Organik Anyon Transport Sistemi ( SLC 22 A)

Tibiiler epitelyal hiicrelerin bazolateral ylizeylerinde anyonlar i¢cin aktif
tastyicilar vardir. Tastyicilar goreceli olarak segicilik gostermeyerek bir ¢ok anyon ve
yabanci maddenin viicuttan uzaklagmasini saglar. Ciinkii bu mekanizma ile atilmasi
gereken substrat sayisi tagimay1 yapacak olan proteinlerden ¢cok daha fazladir. Fritch
ve ark. (19) yaptigi mikroperflizyon caligmasma gore bir anyonun bu sistemin
substrat1 olabilmesi i¢in hidropik bir bolgeye sahip olmasi yeterlidir.

Bu tasiyic1 proteinlerin  onemi organizmayi toksinlerden korumasidir.
Substratlarin PT’de bazolateral membrandan alinmas: aktif tasinma yolu ile olur.

Burada gerekli olan Na ve voltaj gradiyenti Na+K-ATPaz araciligi ile saglanr.
4



Tasman organik anyonlarin bir kismi endojen, bir kismi ise eksojen kaynakli olmakla
birlikte zararsizdir. Ancak yine de hepsi toksin olarak degerlendirilmektedir (20).

1.2.1.1. Bazolateral Transport

Proksimal tiibiiliin bazolateral membraninda OAT1 ve OAT3 yeralir. Organik
Anyon Transporter 1 dikarboksilatlardan a-ketoglutarat tarafindan stimiile edilen
Paraaminohippurik asit atilimini saglar. Bu da OAT1’in organik anyon-dikarboksilat
kotransporteri oldugunu gosterir (21). Aym sekilde OAT3 bazolateral membranda
yer alir ve substrat listesi OAT1 ile aynidir. Bir diger tiye OAT2 ise karacigerde
tanimlanmistir. Bobrekte OAT1 ve OAT3’den daha zayif olarak bulunur (22).

1.2.2. Organik Katyon Transport Sistemi (SLC22A)

Calismalar PT’ilin renal organik katyon atilimmin primer bélgesi oldugunu
gostermistir. Her ne kadar bir¢ok endojen organik katyonun (N'-metilnikotinamid,
kolin, epinefrin ve dopamin gibi) aktif atilimi gerceklesirse de, dnemli olmayan bir
miktarda ksenobiyotiklerin (6r; alkaloidler), diger pozitif yiikli diyet bilesenleri,
katyonik ilaclar ve diger katyonik toksinler (6r; nikotin) atilimimmi saglar (23). Bir
diger Onemli nokta, bu bdlgenin atilim siireclerinin klinik olarak 6nemli
etkilesmelerine sahne olmasidir. Ornegin, terapotik dozda simetidin prokainamidin
renal eliminasyonunu geciktirir (24). Organik katyonlar biiyiikliiklerine gore iki
gruba ayrilmaktadwr. Tip 1 OK’lar mol agmhgi <400 Da altinda olan
tetractilamonyum, tributilmetilamonyum, prokanamid ve etobromid gibi
molekiillerdir. Bircok katyonik ila¢ (Or; antihistaminikler, kas gevseticiler,
antiaritmikler ve B-blokdrler) bu grubta yer almaktadwr. Tip 2 OK’lar ise >500
Da’dan agir molekiilleri (Or; d-tubakiirarin, vecuronyum ve heksafluoramin gibi)
kapsamaktadir. Karaciger daha cok tip 2 OK’larm eliminasyonunda rol alirken
bobrek, tip 1 OK’larin eliminasyonunda rol alir (23). Sisplatin ile olusturulmus
iremik rat modelinde iliremik anyonik toksin olan ve proximal tiibiilden anyonik
transporterler araciligi ile sekrete edilen Indoxyl siilfatn kanda biriktigi gosterilmistir
(25). Daha o6nce bildirilen raporlarda, sisplatinin hiicre i¢ine almiminin OKT2 ile
oldugu gosterilmistir (12). OKT2 PT hiicrelerinin bazolateral yilizeyinde lokalizedir
(26). ilging sekilde, ratlarda tek ve toksik doz sisplatin yedi giinde OKT2 m RNA
diizeylerini azaltir. Bu da sisplatinin tekrar uygulanmasi durumunda hiicre i¢ine

almimina kars1 defans olusturur (27).



1.2.2.1. Bazolateral Organik Katyon Girisi

Organik Katyon Transport proteinlerinin (OKT1, OKT2 ve OKT3) bobrekte
yerlesiminin PT bazolateral membrani ile sinirli oldugu gosterilmistir (28). Bobrekte
OKTI1 ve OKT2’ye nazaran OKT3 daha zayif olarak ekprese olmaktadir (29).
Organik katyon atiliminda birinci asama OK’larin kandan PT hiicrelerine gegisidir.
Bu olay tip 1 OK’lerde elektriksel gradiyent farki ile gerceklesir. Bu hiicrelerde 50-
60 mV’luk bir elektriksel gradiyent (hiicre i¢i negatif) OK’larin PT hiicrelerinde kana
gore 10 kat daha fazla birikmesini saglar. Tip 2 OK’ler i¢in bu ge¢is mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir.

1.2.2.2. Apikal Organik Katyon Atihm

Bazolateral membranda yerlesmis tasiyicilar ile hiicre icerisine alinan OK’lar
apikal membranda yerlesmis bulunan H' ve Na' antiporterler araciligi ile tiibiil
liimenine atilir. OKT1, tetraetilamonyum ve H' degisiminde rol alir (30). Organik
Katyon Transporter 2 ise Na~ ve karnitin tasmmasinda, tetraetilamonyum ve se¢ilmis

tipl OKT substratlarinin tasinmasinda rol alir (31).

1.3. Oksidatif Sistem

Serbest oksijen radikalleri saglikli kisilerde normal metabolizma sonucunda
da olugsmakta ve viicuttaki antioksidan sistemler tarafindan bertaraf edilmektedir.
Oksidatif hasar, bu son iirlinlerin yapmminda artis veya antioksidan sistemlerin
yetersizligi durumunda ortaya ¢ikan hiicre hasar1 veya hiicrenin ¢liimii ile sonuglanan
durumdur. Serbest oksijen radikalleri hiicrenin tiim molekiilleri ile etkilesime
girerken Ozellikle lipidlere olan etkileri ile lipid peroksidasyonu gelisir (32).
Oksidatif hasar1 onlemeye yonelik olarak endojen bir ¢ok enzimatik (Stiperoksid
dismutaz, Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz, Glutatyon S- Transferaz,
Glutatyon rediiktaz, Glukoz —6- fosfat dehidrogenaz, Katalaz gibi) ve non-enzimatik
(E vitamini, B—karoten ve C vitamini ) mekanizmalar mevcuttur. Ayrica eksojen
olarak gidalarla alman dogal veya farmakolojik amaglarla kullanilan bir ¢ok
antioksidan madde bulunmaktadir. Serbest oksijen radikalleri son derece reaktif ve
kisa omiirlii olduklarindan direkt dlgtimleri zordur. Bu amagla lipid peroksidasyon
iiriinlerinin &l¢iilmesi en sik olarak uygulanan indirekt yontemdir. Ug veya daha fazla
cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) {iretimi ile
sonuglanmaktadir (33). Indirekt yontemle dlgiilen birkag madde olmakla birlikte en
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kolay MDA dlglimii  yapilabilmektedir. Bu amacgla isoprostanlarin  da
kullanilabilecegi belirtilmektedir. Isoprostanlar, oksijen radikalleri tarafindan doku
fosfolipidlerinin oksidasyonu sonucu eikosanoidlerden non-enzimatik yolla ortaya
¢ikan bir grubtur. Bu grubun tiyelerinden olan ve lipid peroksidasyonu sonucu non-
enzimatik olarak arasidonik asitten iiretilen 8-iso-prostaglandin Fa (8-iso-PGF,a)
son yillarda oksidatif hasarin belirteci olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (34,
35).

1.4. Thymoquinone

Thmoquinone (TQ), ¢orek otu olarak bilinen, Ortadogu ve Asyada ise siyah
tohum veya siyah kimyon olarak da bilinen Ranunculaceae aileisnden Nigella sativa
Linn’ den elde edilen temel yaglarin en dnemlilerindendir. Hindistan, Arap iilkeleri
ve Avrupada yillardir yemek yapiminda ve halk arasinda tibbi rahatsizliklarda dogal
ilag olarak kullanilmaktadir. Dogal ilag olarak kullanildig1 rahatsizliklar arasinda
astim, hipertansiyon, diyabet, inflamasyon, oksiiriik, bronsit, basagrisi, ekzema, ates,
bas donmesi ve gripal infeksiyonlar gelmektedir (36). Nigella sativa bitkisi %36-38
oraninda fixed (ugucu olmayan) yag, protein, alkaloid, sabun ve % 0.4-2.5 oraninda
temel yaglardan olugsmaktadir. Temel yaglardan p-cymene, carvacrol, t-anethole, 4-
terpineol ve longifoline bulunmakla birlikte en 6nemli komponenti % 27.8-57

oraninda bulunan TQ’dur (37).

1.4.1. Farmakolojik Ozellikleri

1.4.1.1. Antioksidan Etkisi

Thymoquinonun lizozomlarda non-enzimatik lipid peroksidasyonunu
onledigi gosterilmistir (38). Fotokimyasal veya biyokimyasal olarak SOR iiretimi
durumunda, polimorfoniikleer 16kositlerin TQ tarafindan uyarilmasi ile SOR’un
zararl etkileri Onlenebilmektedir. Bu da TQ’nun potent bir SOR yakalayicisi
oldugunu gostermektedir (39). Bu antioksidan etki N. sativanin karbontetrakloriir
hepatotoksistesinde de gozlenmistir (40). Bu 6zelligi ayn1 zamanda halk tibbindaki
kullanimini da agiklamaktadir.

1.4.1.2. Antiinflamatuvar ve Analjezik Etkisi

Thymoquinonenin analjezik etkinligi oral, intraperitoneal (IP) ve
intraserebroventrikiiler uygulandig1 ve mii, kappa ve delta reseptor antagonisti olan

naloksanin kullanildig1 bir ¢aligmada TQ’nun supraspinal mii ve kappa reseptorlerini
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indirekt etkileyerek analjezik etkinligini olusturdugu belirtilmistir (41). Nigella
sativa nin muhtemel antinflamatuar etki mekanizmasi iizerine yapilan c¢aligmalarda
TQ’nun hem siklooksijenaz hem de lipooksijenaz enzimini bloke ederek tromboksan
B2 ve 16kotrien B4 iiretimini azalttig1 bulunmustur (42).

1.4.1.3. Antikarsinojenik ve Antimutajenik Etkisi

Nigella sativa ekstresinin muhtemel antitiimor etkisi ile ilgili birgok ¢alisma
yapilmistir. Ait ve ark. (43) tiimor olusturulmus fareler {izerinde yaptiklari ¢alisma
sonuclarmna gore N.sativa extraktinin tiimdr dokusu icerisine uygulanmasi timor
boyutunda azalma, metastaz oraninda azalma ve metastaz gelisimine kadar gecen
siirenin uzamasi seklinde raporlanmistir. Yine Ivankovic ve ark. (44) in vitro ve in
vivo yaptiklar1 caligmada olumlu sonuclar elde etmiglerdir. In vitro ¢aligmalarinda
fibroblast (kontrol grubu), squamoz hiicreli karsinom ve fibrosarom hiicre
kiiltiirlerine 0.1 veya 0.01 mg/ml oraninda TQ ve Thymohydroquinone (THQ)
eklenmesi ve 24 saat inkiibe edilmesi sonucunda degerlendirilmistir. Sitotoksik
aktivitenin fibroblastlara gore tiimor hiicrelerinde daha belirgin oldugu, sitotoksik
aktivitenin yiiksek konsantrasyonda (0.1 mg/ml) squamoz hiicreli karsinom da %87,
fibrosarkomda ise %92’ye ulastig1 bildirilmistir. TQ sitotoksistesinin doz bagimli
oldugu, diisiik dozlarda (0.01 mg/ml) sitotoksik aktivite %44 lere ulasirken bu oranin
yiiksek dozda (0.1 mg/kg) %92’lere vardigi bulunmustur. Ayni ¢alismanin in vivo
kisminda ise fibrosarkom ve squamoz hiicreli karsinom substrati1 farelere enjekte
edilmistir. Tiimdr hiicrelerinin inokiilasyonundan 3 giin sonra TQ ve THQ (5 mg/kg
dozunda 4 kez, toplamda 20 mg/kg) intratiimoral olarak uygulanmistir. Kontrol
grubu ile karsilastirmali yapilan tiimor biliyiime inhibisyonu incelemesinde TQ ile
kontrol grubuna gore squamoz hiicreli karsinomda %52, fibrosarkom grubunda ise
%43’liikk biiylime inhibisyonu tespit edilmistir. Bu ¢alismada TQ ile THQ arasinda
fark gozlenmemistir (44). Yine bir diger calismada farelerde Ifosfamid
uygulamasindan 5 giin 6nce ve 5 giin sonra igme suyu ile TQ uygulamasi
(5mg/kg/giin) ajanin renal toksistesini (Fanconi sendromu) 6nemli 6l¢lide azaltmis ve
ayni zamanda antitimor etkinligini de artrmustir (45). Bu calismada yazarlar,
TQ’nun etkinliginin sahip oldugu antioksidan o6zelliginden kaynaklandigini
disiindiiklerini belirtmislerdir. Thymoquinonenun farelerde in vivo ve in vitro olarak

20-metilkolantrenin fibrosarkom ve benzopirenin mide karsinomu yapici etkilerini
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inhibe ettigi caligmalarda gosterilmistir. Thymoquinonenun igme suyuna % 0.01
oraninda eklenmesi ve 20-metilkolantren uygulamasindan 1 hafta 6nce ve sonra
uygulanmast timor insidanst ve tiimor c¢apmm ikiye katlanmasmi sirasiyla
fibrosarkomda % 43 ve 34, mide kanserinde ise yine sirasiyla % 70 ve 67 gibi 6nemli
bir oranda azaltmistir (46).

Sistozomiyasiz ile enfekte fare kemik iligi ve dalak hiicrelerinde yapilan
karyotip incelemelerinde N. sativa ekstrelerinin ve TQ’nun kromozomal
aberasyonlar1 Onledigi, bu yonii ile antimitojenik 0Ozelligi sahip oldugu
belirtilmektedir (47).

1.4.1.4. Antihepatotoksik ve Antinefrotoksik Etki

Nigela sativa bazi1 ililkelerde halk arasinda karaciger hastaliklarinda
kullanilmaktadir. 1998 yilinda Daba ve Abdel-Rahman tarafindan TQ’nun tert-
butilhidroperoksit ile olusturulan karaciger toksisitesini Onledigi gdosterilmistir.
Oksidatif stres varliginda hiicre i¢i glutatyon diizeyinin azalmasi hiicrenin geri
doniistimsiiz olarak hasar gérmesi ile sonuglanir. Arastirmacilar TQ nun koruyucu
etki mekanizmasinin, hiicre i¢i glutatyon seviyesini korumasi ile iliskili oldugunu
disiindiiklerini  belirtmislerdir (48). Yapilan bir c¢alismada karbontetrakloriir
uygulamasindan bes giin 6nce i¢gme suyuna 16 mg/kg/giin dozunda TQ eklenmesi ve
calisma boyunce devam ettirilmesi karaciger hasarmi diizeltmis ve bu etki, TQ nin
lipid peroksidasyonuna yol agan SOR’u inhibe etmesine baglanmistir (49).

Thymoquinonenun sisplatin uygulamasindan bes giin 6nce ve bes giin
sonrasina kadar 50 mg/kg dozunda uygulanmasi, sisplatin nefrotoksisitesinin
biyokimyasal ve fizyolojik parametrelerinde diizelme ile sonuglanmis, TQ uygulanan
grupta serum lire diizeylerinde anlamli azalma, bobrek boyut ve kreatinin klirensinde
anlaml artiglar elde edilmistir. Arastirmacilar bu calismada TQ’nun sisplatinin
antitlimoral etkisini potansiyalize ettigini ve ayni zamanda sisplatinin nefrotoksik
etkisini azaltarak ilacin terdpotik indeksini genislettigini gdstermislerdir (50). Bir
diger ¢alismada ise, nefrotoksik etkisini daha ¢ok SOR {izerinden ger¢eklestirdigi
disiiniilen merkurik klorid (HgCl,) ile olusturulan nefroksisitede islemden dnce 5
glin ve sonrasinda ise 3 gin TQ verilmesi ile nefrotoksisitenin diizeldigi
gosterilmistir. Thymoquinone alan grubta bébrek dokusunda lipid peroksidasyonunu

gostergesi olan MDA’da anlamli azalma, antioksidan enzimler olan siiperoksit
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dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinde ise anlamli ylikselmeler
oldugu gosterilmistir (51).

Koruyucu mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte sisplatin
nefrotoksisitesinin olusan serbest radikaller iizerinden gerceklestiginin bilinmesi,
TQ’nun koruyucu etkisinin de muhtemelen antioksidan 6zelliginden dolay1 oldugunu
diistindiirmektedir.

1.4.1.5. Respiratuvar ve immiinolojik Etkisi

Gilani ve ark. (52) tarafindan yapilan bir arastirmada N.sativa ekstresinin
izole tavsan jejunumu ve Guinea domuz trakea preparatlarindaki etkileri caligilmigtir.
Bu ekstrenin jejunum iizerinde doz bagiml bir sekilde spontan kontraksiyonlar1 ve
KCI’ ye baglh kontraksiyonlar1 onledigi gosterilmistir. Bu etkiler kalsiyum
antagonisti verapamile benzer oldugu belirtilmistir. Trakeal preparatta N. sativa
ekstresi histamin, karbakol ve KCI ile olusan kontraksiyonlar1 antagonize ettigi
saptanmistir. Spazmolitik ve bronkodilatator etkilerinin kalsiyum kanallar1 araciligi
ile oldugu diistiniilmiistiir.

In vitro ¢alismalarda TQ’nun karbonil polimeri olan nigellonun rat peritoneal
mast hiicrelerinde histamin salinimini engelledigi gosterilmistir (53). Haq ve ark.
(54) yaptig1 caligmalarda in vitro ortamda N.sativanin T lenfositlerini stimiile ederek
interlokin, IL-3 ve IL-1B salmimimi arttrarak makrofajlar1 aktive ettigini
gostermislerdir.

1.4.1.6. Antidiyabetik Etki

Al-Hader ve ark. (55) yaptig1 bir calismada N.sativadan elde edilen yagin
tavsanlara 50 mg/kg dozunda 4-6 hafta boyunca IP uygulanmasi hem normoglisemik
hem de hiperglisemik tavsanlarda aclik glukoz diizeylerinde %15-23 gibi 6nemli bir
oranda azalma saglamistir. Bu c¢alismada insiilin diizeylerinde bir degisikligin
olmamas1 heniiz bilinmeyen farkli bir mekanizma {izerinden etkili oldugunu
disiindiirmektedir. Meral ve ark. (56) 2001 yilinda diabetik tavsanlarda bu ekstrenin
serum glukoz diizeyi, MDA, glutatyon, seruloplazmin ve karaciger histolojisi lizerine
etkilerini arastirdi. Ekstre ile yapilan iki aylik tedavi sonrasi artmis olan serum
glukoz ve MDA diizeylerinin azaldigmi, azalmis olan glutatyon ve seruloplazmin
diizeylerinin ise arttigmni ve ayni zamanda lipid peroksidasyonunun indiikledigi

karaciger hasarinin biyokimyasal ve histolojik parametrelerinin diizeldigini
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gostermiglerdir. Yazarlar bu maddenin lipid peroksidasyonunu onledigini,
antioksidan sistemi giiclendirdigi ve bu yolla karaciger hasarin1 Onledigini
belirtmektedirler.

1.4.1.7. Kardiyovaskiiler Sistem ve Hematolojik Sistem Uzerine Etkisi

N. sativa ekstresi ve onun aktif komponoenti olan TQ kardiyovaskiiler sistem
iizerine olan etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada anestezi altindaki ratlara
uygulandiginda kan basincinda ve kalp hizinda azalma gozlenmistir. Thymoquinone
ile elde edilen etki atropin ve siproheptadin ile antagonize olurken reserpin ile
antagonize olmamistir. Bu da TQ’nun kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkilerin
santral yol ile degil de direkt oldugunu diistindiirmektedir (57). Enomoto ve ark.
(58) yaptig1 bir calismada ise ekstrenin arasidonik asit tarafindan indiiklenen platelet
agregasyonunu ve koagiilasyonu inhibe ettigi bulunmustur. Bu etkinin aspirinden
daha gii¢lii oldugu belirtilmistir.

1.4.1.8. Antiiilser Etkisi

Etanol ile olusturulan mide tlserinde N. sativa yagmin koruyuculugunun
degerlendirildigi bir ¢caligmada yagm %53 oraninda koruyuculugunun oldugu tespit
edilmistir. Calisma da yagin uygulandig1 grupta glutatyon, miisin ve serbest asidite
diizeyinin anlamli sekilde arttigi, gastrik mukozal histamin diizeyinin ise 6nemli
oranda azaldig1 belirlenmistir (59). Buna benzer bagka bir calismada N. sativa ve
TQ’nun etanol ile olusturulmus gastrik iilserde gastrik glutatyon, stiperoksit dismutaz
ve glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesini arttirarak gastroprotektif etki gosterdigi
belirtilmistir. Yazarlar, bu etkinin SOR’nin eliminasyonu {izerinden olabilecegini
belirtmiglerdir (60).

1.4.1.9. Antimikrobiyal ve Antiparazitik Etki

Nigella sativa yagimin genis spektrumlu bir antimikrobiyal etkinlige sahip
oldugu belirtilmektedir. In vitro ortamda 1/100 diliisyonda bile Staphylococus albus,
Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella niger ve Vibrio cholera iizerine etkili
oldugu bildirilmektedir. Genel olarak Gr (+) etkinliginin Gr (-) den daha fazla oldugu
soylenmektedir. Bu yagin, 6zellikle Aspergillus species olmak {izere miikemmel bir
antifungal etkinligi de kanitlanmistir (61).

Yapilan bir ¢alismada Shistozoma mansoni ile enfekte farelere bu yagin (2.5

ve 5 ml/kg, oral) 2 hafta boyunca uygulanmasi karacigerde Shistosoma mansoni
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sayisin1 ve ayni zamanda karaciger ve bagirsaklardaki yumurta sayisini da azaltmistir
(62).

1.4.1.10. Toksik Ozellikleri

Nigella sativa yagmm diisiik toksisiteye sahip oldugu belirtilmektedir.
Thymoquinonenun akut ve subkronik toksistesinin degerlendirildigi bir ¢aligmada;
akut toksisitenin incelendigi grubta LD50 2.4 gr/kg (1.52-3.77 gr/kg araliginda) oral
olarak bulunmustur. Oliimler ilk ii¢ saat igerisinde gdzlenmistir. Yasayan
hayvanlarda ise hipoaktivite ve solunum giicliigii gelismistir. Yirmidort saat sonra
sakrifiye edilen hayvanlarda karaciger, bobrek ve kalpte glutatyon seviyelerinin
azaldigi, serum ALT, LDH, CPK, iire ve kreatinin degerlerinde anlamli artislar tespit
edilmistir. Kronik toksisite kolunda 90 giin boyunca 30, 60 ve 90 mk/kg/giin
uygulanmis, ¢alisma sonunda biitiin hayvanlar1 yasadigi, viicut agirhiginda, sivi ve
gida aliminda herhangi bir fark olmadigir gorilmiistiir. Akut toksisite kolunda
degerlendirilen biitiin parametrelerde kontrol grubuna gore herhangi bir farklilik
olusmamustir. Sadece aclik plazma glukoz diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir
sekilde diisiik bulunmustur (63).

Bu calismanin amaci sisplatin nefrotoksisitesine karsi antioksidan 6zelligi
olan TQ’nun koruyucu etkisi, lipid peroksidasyonunu Onleme kapasitesi ve

sisplatinin PTde bulunan OKT" ler lizerindeki etkilerini arastirmaktur.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Frrat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan (FUHADEK) alinan
onay sonrasinda Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden (FUDAM)
temin edilen ve agirliklar1 180-245 gr arasinda degisen 28 adet sekiz haftalik Wistar
albino cinsi ratlar kullanildi. Caligma esnasinda standart deneysel hayvan ¢alismalar1
etik kurallarma riayet edildi. Ratlara, Elazig yem fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan

pelet yem (Tablo 1) ve musluk suyu ab libitum olarak verildi.

Tablo 1. Arastirmada kullanilan diyetin bilesimi

Yem ham maddeleri %
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
E-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmast: Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1, B2,
B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.
**Mineral karmasi: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan olugsmustur
2.2. Deney Diizeni
Deney hayvanlari, uygulamadan once 10 giin siire ile standart sartlara adapte
olmas1 i¢in uygun kosullarda barmdirildi. Ortam sicakligr 25 °C arasinda sabit
tutuldu ve hayvanlar 12 saat 151k altinda, 12 saatte karanlikta kalacak sekilde takip
edildi. Daha sonra 10 giin siire ile deney siirdiiriildii.
Ratlar rastgele asagidaki gibi gruplandirildi
1-Kontrol Grubu (n=7): Sisplatin uygulanmayan, 5. giinde sisplatine esit

miktarda(1.2-1.7 cc) izotonik salin soliisyonu intraperitoneal (IP) uygulanan grup.
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2-Thymoquinone Grubu (n=7): 10 giin boyunca i¢gme suyu igerisinde 10
mg/kg dozda Thymoquinone uygulanan grup.

3-Sisplatin Grubu (n=7): Calismanm 5. giiniinde IP tek doz olarak 7mg/kg
olacak sekilde sisplatin uygulanan grup (sisplatin; Sigma Chemical Co, USA).

4-Sisplatin+Thymoquinone Grubu (n=7): 10 giin boyunca igme suyu
icerisinde 10 mg/kg dozda TQ, 5. giinde IP tek doz olarak 7 mg/kg olacak sekilde
sisplatin uygulanan grup.

Sisplatin uygulamasindan 5 giin sonra hayvanlar anestezi altinda dekapite
edilerek bobrek ornekleri alindi. Bobrekler fosfat soliisyonlu soliisyon ile (PBS; 0.15
M NaCl ve 0.01 M sodyum fosfat tamponu, pH 7.4) aorta yolu ile perfiize edilerek
almdi. Western blot analizleri i¢in doku 6rnekleri analiz yapilincaya kadar -80 C’de

saklandi. Serum {ire-azotu ve kreatinin dl¢iimleri i¢in kan alindi.

2.3. Laboratuar Analizi

Kan 6rnekleri 300 g’de 10 dk siireyle santrifiije edildi ve serumlar1 ayrild.
Serum {ire nitrojeni ve kreatinini biyokimyasal analizér ile (Olympus AU-660,
Japonya) Olgiildii. Doku MDA seviyeleri yliksek basingli sivi kromatografisiyle
(HPLC, Shimadzu, Tokyo, Japan) analiz edildi.

2.3.1. HPLC i¢in Doku Homojenizasyonu

150 mg bobrek dokusu iizerine 450 pl deiyonize su ve 50 pul butilat
hidroksitoluen (BHT) eklenerek cam homojenizatdérde doku parcalandi. 0.5 M’lik
HCIlO4* den 500 pl ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Karisim 4500 devir/dk hizla
sogutmali santrifiijde bes dakika boyunca santrifiijlendi. Supernatant kisimlar
dikkatlice almarak HPLC wviallerine dizildi. Tiim islemlerde homojenatlar ve
kimyasallar 1s1ktan korundu ve soguk zincire riayet edildi.

2.3.2. HPLC’ de MDA Analizi

Hareketli faz olarak 30 mM KH,PO4 - metanol (% 82.5 — 17.5; pH: 4)
kullanild1. 250 nm'de Inertsil 51 C18 ODS3 (15¢m x 4,6 mm) kolonu kullanildi. Akis
hiz1 1 mL/dakika olarak belirlendi. MDA i¢in geri kazanim % 98.8 olarak bulundu.

2.3.3. 8-is0-PGF;,

8-iso-prostaglandin F,a diizeyleri ELISA’da (BioTek-ELx800) ticari kitlerle
(Cayman Chemical, MI, USA) o6lctldii.
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2.3.4. Western Blot Analizi ile Protein Ekspresyonunun Olciimii

Bobrek dokusu 1:10 7w/v)’luk tampon [10 mM Tris-HCI, ph 7.4, 0.1 mM
NaCl, 0.1 mM fenilmetilsulfontil floriir (PMSF), tripsin inhibitorii olarak, SuM soya
(solubl toz; Sigma, St. Luis, MO USA)] icinde homojenize edildi. Doku
homojenatlar1 15.000 x g 4°C’de 30 dk siire ile santrifiije edildi. Siipernatant kismi1
yeni tiiplere alindi. Protein konsantrasyonu Lowry prosediiriine uygun olarak protein
Olciim kiti kullanilarak (Sigma, St. Luis, MO USA) 6l¢iildii. Siipernatantlara, %2’lik
B-merkaptoetanol igeren sodyum dodecyl siilfat-poliakrilamid jel (SDS-PAGE)
elektorforez tamponu eklendi. SDS-PAGE jel icinde esit miktarlarda (20 pg) protein,
elektoforez icin kullanildi. Akabinde nitroseliiloz membranlara (Schleicher and
Schuell Inc, Keene, NH, USA) aktarildi. Nitroseliiloz blotlar PBS i¢inde 5 dk siireyle
2 kez yikand1 ve % 1’lik sigir alblimini ile primer antikor uygulamasindan 6nce 1
saat bekletildi. Primer antikor (anti OKT1, OKT2; Santa Cruz Biotechnology Inc,
CA, USA) % 0.05 Tween-20 igeren ayni tampon i¢inde 1:1000 oraninda diliie edildi.
Nitroseliiloz membran gece boyunca + 4°C’de protein antikorlar1 ile inkiibe edildi.
Blotlar yikandi ve horseradish peroksidase-conjugated goat anti rabbit veya anti-
mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA) ile inkiibe edildi. Spesifik
baglanma, diaminobenzidin ve H,O, substratlar1 kullanilarak tespit edildi. Protein
ylikleme B-aktin antikora (Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA) karsi
monoklonal bir mouse antikoru kullanilarak kontrol edildi. Protein diizeyleri bir
goriintli analiz sistemi (Image J; National Institute of Health, Bethesta, USA) ile

dansitometrik olarak analiz edildi.

2.4. Histopatolojik Inceleme

Her bir deney hayvanindan alinan sol bobrekler inceleme i¢in %20°lik notral
tamponlu formalin soliisyonu ile fikse edildi. Dokular daha sonra parafin bloklara
gomiilerek SuM lik kesitler halinde kesilerek hematoksilen-eosin ve PAS boyas1 ile
boyandi. Biitiin preparatlar tedavi gruplarindan haberdar olmayan patolog tarafindan
semikantitatif olarak degerlenirildi. Bobrek dokusu tiibiiler rejenerasyon, tiibiiler
dilatasyon, tiibliler vakuolizasyon, interstisyel inflamasyon ve tiibliler nekroz
acisindan incelendi. Skorlama - =normal, + = hafif (<%25), ++ =orta (%25-50 arasi),

+++ = siddetli (>%50) olarak degerlendirildi.
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2.5. Veri Analizi
Veriler SAS (2002) paket programimmda PROC GLM (General Linear Model)
prosediirii ile analiz edildi. Grup i¢i farklilig1 ortaya koymak amaciyla Fisher post

hoc testi uyguland. Istatistiksel anlamlilik P<0.05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Ure Diizeyleri

Tim gruplarm tire degerleri incelendiginde gruplar arasinda Onemli bir
farklilik elde edildi (P<0.001). Kontrol ve TQ gruplar:1 arasinda bir farklilik tespit
edilmezken, (P>0.05)u gruplar ile sisplatin grubu arasinda anlamli fark tespit edildi
(P<0.05). Ure diizeyi Thymoquinone+sisplatin grubunda kontrol ve TQ grubuna gore
yiiksek, sisplatin grubuna gore ise diisiik bulundu (P<0.05) (Tablo 2).

3.2. Kreatinin Diizeyleri

Kreatinin degerlerine bakildiginda, Kontrol ve TQ grubunda biribirine yakin
degerler elde edildi (P>0.05). Sisplatin grubunda kontrol, TQ ve TQ + sisplatin
grubuna gore anlamli fark tespit edildi (P<0.05). Yine TQ + sisplatin grubu ile
kontrol ve TQ gruplar1 arasinda da anlamli farklilik bulunmustur (P<0.05) (Tablo 2).

Tablo 2. Sisplatin nefrotoksisitesinde TQ uygulamasmin rat bobrek dokusunda {ire

ve kreatin diizeyleri lizerine etkisi (n=7).

Gruplar
Parametre
Kontrol TQ Sisplatin TQ + P Degeri
Sisplatin
Ure (mg/dl)  53.5+15.8° 55.142.4° 152.1+10.5 104.1+2.71° P<0.001
Kreatinin 0.43+0.08° 0.43+0.01° 1.46+0.18" 0.71£0.18° P<0.001
(mg/dl)

a-c: farkh harf tasiyan gruplar arasindaki farkhlik istatistiksel bakimdan anlamhdir (P<0.05)

3.3. Organik Katyon Transporter 1 Diizeyleri

Rat bobrek dokusunda OKT1 ekspresyonu ele alindiginda OKTI
ekspresyonu bakimindan gruplar arasinda onemli bir farklilik tespit edilmistir
(P<0.001). Kontrol grubu ile TQ grubu arasinda herhangi bir fark goézlenmedi
(P>0.05). Bu iki grup ile Sisplatin grubu ve TQ+Sisplatin arasinda anlamli farklilik
elde edildi (P<0.05). Yine sisplatin ve TQ+sisplatin grubu arasinda da onemli fark
bulundu (P<0.05) (Sekil 1).
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Sekil 1. Rat bobrek dokusunda OKT1 ekspresyon diizeyleri

a-c: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan anlamlidir (P<0.05)
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Sekil 2. Rat bobrek dokusunda OKT2 ekspresyon diizeyleri

a-c: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan anlamlidir (P<0.05)

Kontrol IQ Sisplatin Sisplatm+TQ

OKT] - e e

OKT) -t i P —
Sekil 3. Rat bobrek dokusunda OKT1 ve OKT2’ Western Blot yontemi ile analizi

3.4. Organik Katyon Transporter 2 Diizeyleri

Rat bobrek dokusunda OKT2 ekspresyonlarina bakildiginda kontrol grubu ve
TQ grubu arasinda herhangi bir fark gozlenmedi (P>0.05). Sisplatin grubunda
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kontrol ve TQ gruplarma gore diisiik degerler elde edildi ve bu fark istatistiksel
olarak anlamli idi (P<0.05). Bu fark sisplatin ile TQ+sisplatin grubu arasinda da
mevcuttu (P<0.05). TQ+sisplatin grubunda kontrol ve TQ grubuna gore yiiksek
degerler bulundu ve bu fark anlaml idi (P<0.05) (Sekil 2).

3.5. Doku MDA Diizeyleri

Gruplarin doku MDA diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda  anlaml
farklilik bulundu (P<0.001). Kontrol grubu ile TQ grubu arasinda fark bulunmadi
(P>0.05). Sisplatin grubu degerlendirildiginde bu iki grup ile arasinda anlamli
farklillik tespit edildi (P< 0.05). Thymoquinone + sisplatin grubunda kontrol ve TQ
gruplarma gore yiiksek, sisplatin grubuna gore diisiik degerler bulundu. Bu fark,

istatistiksel acidan anlamli idi (P<0.05) (Tablo 3).

3.6. 8-iso-PGF,a Diizeyleri

8-iso-prostaglandin F,a diizeylerine bakildiginda kontrol grubu ve TQ grubu
arasinda fark gozlenmedi (P>0.05). En yiiksek degerler sisplatin grubunda bulundu.
Sisplatin grubu ile kontrol ve TQ grubu arasinda anlamli fark bulundu (P<0.05).
Thmoquinone+sisplatin grubuna bakildiginda sisplatin grubuna gore daha diistik,
kontrol ve TQ grubuna gore ise daha yiiksek degerler tespit edildi (P<0.05)
(Tablo 3).

Tablo 3. Sisplatin nefrotoksisitesinde TQ uygulamasinin rat bobrek dokusunda MDA

ve 8-1s0-PGF,a iizerine etkisi (n=7).

Gruplar
Parametre . . .
Kontrol TQ Sisplatin TQ + Sisplatin P Degeri
MDA (nmol/g) 81.545.8° 82.5+°6.0 161.1£12.6°  113.2+7.5° P<0.001
8-iso-PGF,a 550+18° 539426° 1640+32* 1133+28° P<0.001
(pg/e)

a-c: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan anlamlidir (P<0.05)

3.7. Histopatolojik Degerlendirme
Kontrol ve TQ grubunda hafif bir tiibiiler vakuolizasyon disinda normal

bobrek histolojisi gozlendi. Sisplatin grubunda genelde orta diizeyde bir degisiklik
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gozlenirken TQ uygulamasi ile bu degisikliklerin siddetinin azaldig1 gozlendi

(Tablo 4).

Tablo 4. Sisplatin nefrotoksisitesinde TQ uygulamasmin rat bobrek dokusunda

morfolojik degisiklikler tizerine etkisi (n=7).

Gruplar
Morfolojik
Kontrol TQ Sisplatin TQ+sisplatin
Degerlendirme
Tiibiiler Rejenerasyon - - + -
Tiibiiler Dilatasyon - - ++
Tiibiiler Vakuolizasyon + + ++
Interstisyel Inflamsyon - - + -
Tiibiiler Nekroz - - ++ +
-: Yok, + (Hafif) : <% 25, ++ (Orta) : % 25-50 arasi, +++ (Siddetli) : % 50’den fazla

Sekil 4. Kontrol grubu normal goriiniim (HE, x400)
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Sekil 5. TQ grubu normale yakin bobrek histolojisi (HE, x400).

Sekil 6. Sisplatin grubu, tiibiiluslarda yaygin dejenerasyon, nekroz ve rejeneratif

degisiklikler (HE, x400).
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Sekil 7. Sisplatint TQ grubu tiibiilus epitel hiicrelerinde hafif derecede hidropik
dejenerasyon ve tiibiiler hasar (HE, x400).
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4. TARTISMA

Gilintimiizde solid tiimor tedavisinde yaygm olarak kullanilan sisplatinin
kullanimin1 kisitlayan en 6nemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Yogun intravendz
hidrasyona ragmen nefrotoksisite gelisebilmekte ve ilerleyici bobrek yetersizligi
gelismesi durumunda geriye tek segenek olarak ilacin kesilmesi kalmaktadir.
Sisplatin nefrotoksisitesinde ¢esitli mekanizmalar suglanmakla beraber son
donemlerde patofizyolojide daha c¢ok oksidatif stres iizerinde durulmaktadir.
Oksidatif hasar, organizmanin antioksidan kapasitesinin lizerinde SOR iiretimi veya
antioksidan mekanizmalarin yetersizliginde olusur. Sisplatin nefrotoksisitesinde
oksidatif hasarm rolii ¢esitli yayinlarda bildirilmektedir (1, 34, 64). Kemoterapi
ajanlar1 tiimoral hiicrelere spesifik olmamakla birlikte yiiksek boliinme hizina sahip
hiicrelere daha fazla etkili olmaktadirlar. Bu 6zellikleri ile kontrolsiiz bir sekilde
boliinmeye ugrayan tiimoral hiicrelere etki etmekte, ancak ayni zamanda fizyolojik
olarak ytliksek boliinme hizlarma sahip normal hiicrelere de (sa¢ ve bagirsak epiteli
gibi) etki etmektedirler. Bobrek hiicreleri yiiksek boliinme hizina sahip olmamasima
ragmen yiiksek kan akim hizi ve volimii nedeni ile kemoteropatik ajana daha fazla
maruz kalmas1 ve tiibiil hiicrelerindeki transport mekanizmalar1 araciligi ile
kemoteropotik ajanin tiibiil hiicrelerinde ve mediiller interstisyumda birikmesi
sonucu bobrek hiicreleri de etkilenmektedir. Sisplatin uygulamasinin tiibiil
hiicrelerinde bulunan OKT2 transport proteinini azalttigt ve tekrarlayan
uygulamalarda sisplatinin tiibiil hiicrelerince alimmin azalmasi, sisplatinin OKT2
tastyici protein ile atildigi gostermektedir (12). Sisplatin, medullanin dis kisminda
yerlesmis olan tiibiillerin S3 bdlgesinde plazmadan 5 kat daha fazla birikmesi nedeni
ile tiiblillerin bu bolgesi sisplatinden en c¢ok etkilenen kisimlar olmaktadir (3).
Sisplatin nefrotoksisitesinde su¢lanan c¢esitli mekanizmalarin sonucu gelisen lipid
peroksidasyonu tiibiil hiicrelerinde cesitli yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol
acmakta ve biitliin bu degisikliklerin klinige yansimasi ile bobrek fonksiyon
bozuklugu ortaya ¢ikmaktadir. Sisplatin nefrotoksisitesini azaltmaya yonelik olarak
cinko picolinat, pravastatin, sistein ve E vitamini gibi ¢esitli antioksidanlar deneysel
calismalarda kullanilmis ve kismen koruyucu etkilerinin oldugu yayinlarda

belirtilmistir (34, 65, 66).
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Antioksidan o6zelliginden dolay1 ¢esitli deneysel arastirmalarda calisilmis
ajanlardan biri de, Hindistan, Arap llkeleri, Afrika ve Avrupa’da yillardir yemek
yapiminda ve halk arasinda bazi tibbi rahatsizliklarda (astim, hipertansiyon, diyabet,
inflamasyon, oksiiriik, bronsit, basagrisi, ekzema, ates, bas donmesi ve gripal
infeksiyonlar gibi) dogal ila¢ olarak kullanilmakta olan N. sativa bitkisinden elde
edilen TQ’dur. Houghton ve ark. (38) hiicre kiiltiirlerinde yaptiklar1 ¢aligmada
TQ’nun non-enzimatik lipid peroksidasyonunu gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir. Meral ve ark. (56) tarafindan diyabet olusturulmus tavsanlarda N.
sativa ekstresinin lipid peroksidasyonu ve antioksidan savunma sistemi iizerindeki
etkilerinin arastirildig1 calismada kan MDA diizeyleri; diabetik grubta (11.85+2.4
nmol/ml), kontrol grubunda (2.05+0.18 nmol/ml) ve N.sativa ekstresi uygulanan
grubta ise kontrol grubuna benzer sonuclar (1.96+0.22 nmol/ml) elde edilmis ve
sonuglarin anlamli oldugu belirtilmistir (P < 0.05). Antioksidan glutatyon diizeyi ise
kontrol grubunda 42.25+5.26 mg/dl iken diabetik grubta belirgin olarak azalmis
(18.2743.04 mg/dl) olarak bulunmus. Nigella sativa ekstresi uygulanan grubta bu
degerlerin kontrol grubuna yakin diizeylere (36.26+5.63 mg/dl) geldigi goriilmiis ve
aradaki fark anlamli bulunmustur ( P < 0.05). Arastirmacilar sonug¢ olarak Nigella
sativa ekstresinin diabetik tavsanlarda SOR diizeyini azalttigini, zayiflamis olan
antioksidan sistemi gii¢lendirdigini ve lipid peroksidasyonunu azalttigini1 ifade
etmislerdir.

Gentamisin nefrotoksik etkisi oldugu bilinen ajanlardandir ve patofizyolojde
suclanan mekanizmalardan bir tanesi de oksidatif hasara neden olan artmis
SOR’lerdir (67). Sayed ve ark. (68) ratlarda olusturulmus gentamisin
nefrotoksisitesinde TQ’nun koruyucu etkisini arastirdiklar1 c¢alismalarinda doku
glutatyon, glutatyon peroksidaz, katalaz ve lipid peroksidasyon gdstergesi olan
tiyobarbutirikasit-reaktif substance (TBARS) degisimini incelemislerdir. Sonuglar
glutatyon, glutatyon peroksidaz ve katalaz agisindan sirasiyla kontrol grubunda;
3.39+£0.20 umol/g, 45.2+1.5 U/g ve 22.1+£2.3 U/g, gentamisin grubunda 2.45+0.05
pmol/g, 23.5+1.5 U/g ve 9.9+0.8 U/g, TQ+gentamisin grubunda ise 3.12+0.13
umol/g, 43.4 +2.0U/g ve 19.4 0.5 U/g olarak bulunmustur. Gruplar
karsilagtirildiginda gentamisin ile tedavi edilen grubta kontrol grubuna gore

glutatyon, glutatyon peroksidaz ve katalaz degerlerinde swrasiyla %28,48 ve 55
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oraninda azalma gozlenmis ve anlamli bulunmustur (P<0.05). Tedaviye TQ
eklenmesinin bu degerleri normal diizeylerine yaklastirdigi ve bu sonuglarin da
gentamisin grubu ile karsilastirildiginda anlamli oldugu belirtilmistir (P<0.05). Lipid
peroksidasyon gostergesi olan TBARS’1n serum ve bobrek dokusundaki degisimleri
incelendiginde gentamisin grubunda kontrol grubuna goére serum ve doku
diizeylerinde sirasiyla %113 ve %41 oraninda artma oldugu (P<0.05), gentamisine
TQ eklenmesi ile TBARS diizeylerinde gentamisin grubuna gore anlamli azalma
oldugu (P<0.05) ancak normal diizeylerine gerilemedigi gézlenmistir. Arastirmacilar
bu degisiklikleri TQ’ nun oksidatif stresi azaltma ve antioksidan enzim aktivitesini
koruyucu etkisine baglamislardir (68). Thymoquinonenin antioksidan etkinliginin
degerlendirildigi bir bagka rat calismasinda merkurik klorid ile olusturulmus
nefrotoksisitede antioksidan enzim aktivitelerinin yani sira lipid peroksidasyonun son
iirinii olan MDA diizeyleri de incelenmistir. Sonug olarak kontrol grubunda bobrek
dokusunda MDA diizeyleri 0.214+0.08 nmol/mg iken merkurik klorid kolunda
0.48+0.11 nmol/mg olarak bulunmustur (P<0.001). Merkurik klorid+TQ kolunda ise
72 saat sonunda doku MDA diizeylerinde merkurik klorid koluna gore belirgin
azalma gozlenmistir (P<0.05) (49). Bu ¢alismada da oksidatif stres sonucu gelisen
lipid peroksidasyonunu TQ’nun kismen onleyebilecegi anlagilmistir (51).

Sisplatin nefrotoksisitesinde TQ’nun koruyuculugunu arastrdigimiz bu
calismada ratlarda tek doz IP 7 mg/kg sisplatin uygulamas: ile nefrotoksisitenin
gelistigi biyokimyasal ve sitopatolojik degerlendirme ile ortaya kondu. Kontrol ve
TQ kolunda iire degerleri swrasiyla 53.5£15.8 mg/dl ve 55.1+2.4 mg/dl, kreatinin
degerleri ise 0.43+0.08 mg/dl ve 0.43+0.01 mg/dl olarak bulundu. Grublar arasinda
anlamli fark bulunmadi Sisplatin uygulamasi ile bu parametrelerde belirgin
yiikselmeler tespit edildi. Bu kolda {ire ve kreatinin degerleri sirasiyla 152.1+10.5
mg/dl ve 1.46£0.18 mg/dl olarak olciildii. Bu degerler kontrol kolu ile
karsilastirildiginda aralarinda anlamli farklilik bulundu (P<0.001). Sisplatin+TQ
kolunda iire (104.1£2.71 mg/dl) ve kreatinin (0.71+0.18 mg/dl) degerlerinde normale
doniis olmamakla birlikte konemli oranda gerileme saglandig1 goriildii. Sisplatin ve
kontrol grubu karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli idi
(P<0.05). Ancak yine de bu degerlerin kontrol grubunun iki kati kadar oldugu
dikkate degerdir.
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Histopatolojik degerlendirmede kontrol ve TQ grubunda normal bdbrek
histolojisi gozlendi. Sisplatin grubunda tiibiiluslarda yaygin dejerasyon, nekroz ve
rejeneratif degisiklikler goriildii. Sisplatin+TQ grubunda ise bu patolojilerin dnemli
oranda diizeldigi gozlendi. Patolojik degisikliklerin daha ¢ok kortiko-mediiller
bileskede olmasi sisplatinin daha ¢ok PT S3 segmentinde yogunlastigi seklindeki
bilgi ile uyumlu bulunmustur (3). Hafif bir tiibiiler vakuolizasyon disinda degisiklik
gozlenmezken sisplatin grubunda orta diizeyde morfolojik degisiklikler tespit edildi.
Thymoquinone eklenmesi bu degisikliklerin siddetini azaltmustir.

Calisgmamizda elde ettigimiz sonuglar thymoquinonenun  sisplatin
nefrotoksisitesinde oksidatif stres araciligi ile olan hasarin siddetini azalttigini
gostermektedir. Bobrek dokusunda MDA sonuglarini (Tablo 3) inceledigimizde;
kontrol ve TQ verilen grupta benzer sonuglara ulasilirken sisplatin kolunda 2 kata
ulasan belirgin artis gozlendi (P<0.001). Thymoquinone eklenmesi ile doku MDA
diizeylerinde azalma saptandi ve bu azalma sisplatin grubuna gore anlamli idi
(P<0.05). Sonuglar 6nemli derecede bir diizelmey1 gosterir tarzda kontrol grubuna
gore yiiksekti.

Bir diger lipid peroksidasyon son ilriinii olan 8-iso-PGF,a diizeylerine
bakildiginda MDA’ya benzer sekilde sisplatin verilen ratlarda kontrol ve TQ
uygulanan ratlara gore oldukca yiiksek seviyeler tespit edildi (P<0.001).
Thymoquinone+sisplatin grubunda yine onemli derecde bir diizelmeyi gosterir
tarzda anlamli bir diisiis gozlendi (P<0.05).

Bu sonuglar sisplatin nefrotoksisitesinde daha dnceki yayinlarda belirtildigi
gibi oksidatif hasar mekanizmasmin rol aldigini1 gostermektedir (34, 64). Oksidatif
stres durumunda artan serbest oksijen radikalleri sonucunda meydana gelen lipid
peroksidasyonunun {iriinii olan MDA artisinin antioksidan enzimlerdeki azalmanin
sonucu oldugu belirtilmektedir (69). Lipid peroksidasyonu sonucu arasidonik asitten
non-enzimatik olarak {retilen 8-iso-PGF,a’nin oksidatif stres biyobelirteci
olabilecegi arastrmalarla ortaya konmustur (35-70). 8-iso-PGF,a’nmn periferal
venden (Spg/kg/dk) veya intrarenal (0.5-2.0ug/kg/dk) infiizyonunun renal kan
akiminda ve glomeriil filtrasyon hizinda belirgin diisiise yol agtig1 tespit edilmistir.
Yazarlar bu maddenin oksidatif hasarin patofizyolojik mediatorlerinden biri

olabilecegini ileri siirmiislerdir (70).
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Thymoquinonenin antioksidan etkinligi bir ¢ok calismada degerlendirilmistir.
N. sativa’dan elde edilen etken maddelerden N.sativa yagi, carvacrol, thymoquinone,
quercetin, 4-terpinol ve L-anetholun antioksidan etkinliginin sigir beyin fosfolipidi
kullanilarak arastirildig1 ¢alismada en potent antioksidan N. sativa yagindan sonra
TQ olarak bulunmustur. N. sativa yagi 0.0011pg konsantrasyonunda lipid
peroksidasyonunu %50 oraninda azaltarak c¢cok giiclii bir antioksidan etkinlik
gosterirken ikinci siwrada 1.84pg konsantrasyonu ile TQ yer almistir (37).
Thymoquinonenin koruyuculugunun degerlendirildigi farelerde karbontetrakloriir ile
indiiklenen hepatotoksisite calismasinda hepatotoksisite olusturulmadan 6nce igme
suyu ile TQ (16 mg/kg/giin) uygulamasmin karaciger enzim diizeylerinde azalmaya,
karaciger doku MDA diizeylerinde belirgin azalmaya yol actig1 gdsterilmistir. Yazar
TQ’nun etkinliginin muhtemel mekanizmasi olarak, lipid peroksidasyonuna yol agcan
SOR iiretimini azaltmasi ile agiklanmistir (49). Benzer sekilde ratlarda yapilan bir
baska calismada karbontetrakloriir uygulamasi ile hepatotoksiste olusturulmus ve
tedavi grubuna N. sativa ekstresi 800 mg/kg/giin olarak dort hafta boyunca oral
olarak verilmistir. Calisma sonunda hepatotoksisite kolunda artan serum AST, ALT
ve MDA diizeylerinin ekstre uygulanan grubta kontrol grubuna yakin diizeylere
indigi ve yine hepatotoksisite kolunda belirgin olarak azalmis olan eritrosit ici
antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz diizeylerinin
tedavi grubunda yine kontrol grubuna yakin diizeylere ¢iktig1 belirtilmistir (P<0.05).
Arastirmacilar N.sativa ekstresinin ratlarda karbontetrakloriir hepatotoksisitesini lipid
peroksidasyonunu azaltarak ve antioksidan enzim sistemini giiclendirerek
onleyebilecegini belirtmiglerdir (71). Calismamizda literatiir ile uyumlu sonuglar elde
edildi. Sisplatin nefrotoksisitesinde yayimlarda belirtildigi gibi oksidatif stresin
roliinii kanitlayacak sekilde doku MDA ve 8-i1s0-PGF,a diizeyleri yiiksek bulundu.
Thymoquinone eklenmesi ile bu parametrelerde belirgin diizelmeler saglandi. Bu
olumlu katki serum {ire, kreatinin diizeyleri ve bobregin sitopatolojik incelemesi ile
de teyid edildi. Bu sonu¢, TQ’nun antioksidan 0Ozelligi ile sisplatinin bdbrek
iizerindeki olumsuz etkilerine karst Onemli oranda koruyucu olabilecegini
gostermektedir.

Tibiiler transport sistemlerinden OKT1 ve OKT2 sonuclarma bakildiginda

sisplatin uygulanan grupta belirgin azalma goriilmiistiir. Thymoquinone+sisplatin
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grubunda ise MDA ve 8-is0-PGF,a da oldugu gibi TQ’nun 6nemli oranda koruyucu
oldugu goriilmiistiir.

Canli organizmalar yasadiklar1 ortamlarda cevresel toksinlere, endojen
iiretilen metabolik toksinlere ve 6zellikle de insanlarda tedavi amacli alinan ilaclara
maruz kalmaktadir. Memeli canlilarda bu toksinler baglica bobrek ve karaciger yolu
ile atilir. Organik katyon transport ailesinden (SLC22A) olan OKT1 ve OKT2’nin
PT bazolateral membranda yerlestigi gosterilmistir. Organik katyon transporter 1, S1
ve S2 segmentlerinde daha yogun bulunurken S3 segmentinde daha az
bulunmaktadir. Organik katyon transporter 2 ise tersi bir sekilde S2 ve S3’te yogun
bir sekilde bulunurken S1 segmentinde ¢ok zayif olarak bulunmaktadir (23).
Sisplatinin katyonik transport proteinleri iizerine olan etkileri ile az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Yonezawa ve ark. (27) yaptiklar1 ¢alisma sonuglarina gore sisplatin
bobrekte baslica OKT2 ile transport edilmektedir. Organik katyon transporter 2
yogunluklu olarak bobrekte, OKT1 ise daha ¢ok karaciger, bobrek ve bagirsakta
bulundugundan sisplatinin karacigerden ziyade bobrege olan toksistesini
acilamaktadir. Bu calismada ilging bir sekilde erkek ratlarda OKT2 expresyonunu
disi ratlara gore daha fazla oldugu ve sisplatinin erkek rat bobreginde daha fazla
biriktigi bildirilmektedir. Yazarlar bu durumun testesteronun etkisi ile oldugunu,
normal erkek ratlarda nefrotoksisite olusturan sisplatin dozunun kastrasyon
uygulanan ratlarda herhangi bir nefrotoksisiteye yol agmadigini bildirmektedir (27).
Insandaki OKT2’nin doku ve bdbrek dagilimi rat OKT2’si ile ayn1 oldugundan rat
sisplatin  nefrotoksisitesi ile 1ilgili bulgularm insanlara yansitilabilecegi
belirtilmektedir (72).

Siplatin nefrotoksisitesinde TQ’nun koruyucu etkinliginin arastirildigr bu
calismada TQ sisplatin nefrotoksisitesine kars1 onemli oranda koruyucu olabilecegini
gostermistir. Daha Onceki arastrmalardan da elde edilen veriler 151¢inda TQ’nun
umut verici oldugunu ve sisplatin OKT2 aracilig1 ile bobrek tiibiil hiicrelerinde
yiiksek konsantrasyonlara ulasarak toksisiteye yol agtigindan spesifik OKT2

antagonistlerinin bu konuda aragtirilmasi gerektigi soylenebilir.
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