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Oz

Amagc

Doksorubisin (Dox) kemoterapide kullanilan antine-
oplastik bir ilactir. Nefrotoksisite, Dox’un kullanimini
kisitlayan énemli yan etkilerden biridir. Bir kalsiyum
kanal blokeri olan lerkanidipinin (Ler) antioksidan ve
antiapoptotik 6zellik gosterdigi bilinmektedir. Calis-
mamizda, siganlarda olusturulan Dox uygulamasi ile
tetiklenen bobrek hasarinda Ler’in oksidatif stres ve
apoptoz Uzerine etkilerini degerlendirmeyi amagladik.

Gerec ve Yontem

Yirmi dort adet eriskin erkek sigan; kontrol, Dox (8.
gunde bir kez intraperitoneal 20 mg/kg) ve Dox+Ler
(8. guinde bir kez intraperitoneal 20 mg/kg Dox, her
gln oral gavaj ile 2 mg/kg Ler 10 giin boyunca) seklin-
de 3 esit gruba ayriimistir. Calisma sonunda sakrifiye
edilen sigcanlarin kanlarindan kan tre azotu (BUN) ve
kreatinin ile alinan bobrek dokusundan total oksidan
seviyesi (TOS), total antioksidan seviyesi (TAS) ve

superoksid dismutaz (SOD) enzim aktivitesi ol¢ul-
mustur. Ayrica, bdbrek dokusunda Bcl-2-iliskili X pro-
teini (Bax), B hucreli lenfoma-2 (Bcl-2), sitokrom c (sit
c) ve kaspaz-3 (Cas-3) mMRNA ekspresyon diizeyleri
kantitatif gergcek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
yontemiyle o6lclimustir. Ek olarak hematoksilen-e-
ozin boyama ile bobrekteki histopatolojik degisimler
incelenmigtir.

Bulgular

Calismamizda, Dox uygulamasi BUN, kreatinin, TOS
ve oksidatif stres indeks seviyelerini yukseltirken,
SOD aktivitesi ve TAS seviyelerini azaltmistir. Ayrica
Dox grubunda proapoptotik belirteclerin (Bax, sit ¢ ve
Cas-3) ekspresyonu artarken antiapoptotik bir faktor
olan Bcl-2'nin ekspresyonu azalmistir. Histolojik in-
celemelerde ise Dox'a bagh boébrek hasarini gdste-
ren bulgular gdzlenmistir. Ler uygulamasi, bobrekte
Dox’a bagl tum degisiklikleri sinirlayarak koruyucu
etkiler gdstermistir.
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Sonug¢

Calismamiz Ler’in antioksidan ve antiapoptotik 6zel-
likler gdstererek Dox’un neden oldugu bébrek hasari-
ni 6nlemede potansiyel bir aday olabilecegini goster-
mektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Doksorubisin, Lerkani-
dipin, Oksidatif stres.

Abstract

Objective

Doxorubicin (Dox) is an antineoplastic drug used in
chemotherapy. Nephrotoxicity is one of the important
side effects that limit the use of Dox. It is known that
lercanidipine (Ler), a calcium channel blocker, has an-
tioxidant and antiapoptotic properties. In our study, we
aimed to evaluate the effects of Lercanidipine (Ler) on
oxidative stress and apoptosis in Dox-induced kidney
damage in rats.

Material and Method

Twenty-four adult male rats were divided into 3 equal
groups: control, Dox (20 mg/kg Dox intraperitoneally
once on day 8) and Dox+Ler (20 mg/kg Dox intrape-
ritoneally once on day 8, 2 mg/kg Ler by oral gavage
every day for 10 days). At the end of the study, blood
urea nitrogen (BUN) and creatinine levels were mea-
sured from the serum of rats. Also, total oxidant sta-

Giris

Doksorubisin (Dox), antrasiklin grubunda yer alan ve
uzun suredir cesitli kanser tdrlerinin tedavisinde kul-
lanilan antineoplastik bir ilagtir (1). Dox, antitimor et-
kinligi gugli bir ajan olmasina ragmen kullanima bagh
akut, subakut ve kronik olarak kalp, akciger, karaciger
ve bébrek toksisitesi gibi ciddi yan etkilere neden ola-
bilmektedir (2). Dox kaynakh dokularda goérilen ha-
sarin mekanizmasi net olarak bilinmemekle birlikte,
artan oksidatif stresin 6zellikle kalp ve bdbrek toksisi-
tesinde dnemli oldugu dusindlmektedir (3, 4).

Oksidatif stres, reaktif oksijen turlerinin (ROS) zararli
etkilerinin hlcrelerdeki antioksidan savunma meka-
nizmanin koruyucu etkisine kiyasla daha gugcli oldu-
gu durumda meydana gelen dengesizligi ifade eder.
Bozulan denge sonrasi artis gosteren ROS hiicredeki
lipid, protein ve DNA gibi yapilara hasar verir (5). Ca-
lismalar, doksorubisine bagli hucredeki tiyol gruplari-
nin oksidasyonu ve membran lipidlerinin peroksidas-
yonu ile sonuglanan oksidatif stres artisinin bobrek
hasarinda 6nemli olabilecegini gdstermektedir (6).
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tus (TOS), total antioxidant status (TAS) and supe-
roxide dismutase (SOD) enzyme activity determined
from kidney tissues. In addition, Bcl-2-associated X
protein (Bax), B-cell-lymphoma-2 (Bcl-2) cytochrome
¢ (sit c) and caspase-3 (Cas-3) MRNA expression le-
vels in kidney tissue were analyzed by quantitative
real time polymerase chain reaction method. Also,
histopathological changes were examined by hema-
toxylin-eosin staining.

Results

In our study, Dox administration elevated BUN, cre-
atinine, TOS and oxidative stress index, while decre-
asing SOD activity and TAS levels. In addition, while
the expression of proapoptotic markers (Bax, sit ¢ and
Cas-3) increased in the Dox group, the expression of
Bcl-2, an antiapoptotic factor, decreased. In histologi-
cal examinations, findings indicating kidney damage
due to Dox exposure were observed. But, the Ler ad-
ministration showed protective effects by limiting all
the changes related to Dox in the kidney.

Conclusion

Our study shows that Ler may be a potential candi-
date drug for preventing Dox-induced kidney damage
by showing antioxidant and antiapoptotic properties.

Keywords: Apoptosis, Doxorubicin, Lercanidipine,
Oxidative stress.

Ayrica bdbrekte artmis oksidatif stres ozellikle renal
tibuler epitel hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilmek-
tedir (7). Bunun haricinde Dox uygulamasi bobrek
tibul epitelinde bulunan mitokondrilerde direk olarak
hasara ve fonksiyon bozukluguna da yol agabilmek-
tedir (8). Ek olarak, hasarli mitokondri, daha fazla
ROS Uretimine ve hiicrelerde mitokondriyal apoptoz
yolunun (Bcl-2-iligkili X proteini [Bax] aktivasyonu, B
hicreli lenfoma-2'nin [Bcl-2] azalmasi ve sitokrom
c’nin [sit c] mitokondri disina ¢ikmasi) aktivasyonuna
neden olmaktadir (9).

Mitokondriden disari ¢ikan sit ¢ apoptozom olustura-
rak kaspaz enzimlerini (kaspaz-9 [Cas-9] ve kaspaz-3
[Cas-3]) aktiflemekte ve DNA parcalanmasi ile hiicre
olimine yol agmaktadir (10). Bu nedenle antiapop-
totik ve antioksidan etkiye sahip ilaglarin kullaniima-
si Dox'un bobrekte ortaya c¢ikarabilecedi yan etkileri
azaltabilir.

Lerkanidipin (Ler), L-tipi kalsiyum kanallarini inhibe
eden ve antihipertansif amacla kullanilan dihidro-
piridin tdrevi bir kalsiyum kanal blokéradir (11). Ler



dusuk yan etki, uzun etki siresi ve yiiksek lipofilik
Ozellikleri bakimindan birgok dihidropiridin tlrevi an-
tihipertansife gére Ustlnlik gostermektedir (12, 13).
Ayrica Ler lipofilik yapida oldudu i¢in membranlarda
birikerek dogrudan bir antioksidan gérevi gérebilmek-
tedir. Ozellikle mitokondri membraninda lipid perok-
sidasyonunu azaltarak mitokondriyal fonksiyonlarin
devamliigini saglamaktadir (14). Ek olarak yapilan
calismalar, Ler’in gicli anti-inflamatuvar ve antiapop-
totik etkileri oldugunu gostermektedir (15, 16).

Bobrek yetmezligi, 6énemli bir kemoterapotik olan
Dox'un kanser tedavisinde kullanimini sinirlayan ciddi
yan etkilerinden biridir ve bobrek toksisitesini azalta-
cak bir ajanin bulunmasi tedavide fayda saglayabilir.
Calismamizda Dox’un sicanlarda neden oldugu bdb-
rek hasarinda, Ler’in olasi koruyucu etkilerini oksidatif
stres ve apoptoz yolaklari (izerinden degerlendirmeyi
amagladik.

Gerecg ve Yontem

Deney Protokolii

Calismamiz Silleyman Demirel Universitesi Tip Fa-
kiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan,
15.09.2022 tarih ve 82 sayil karari ile onaylanmistir.
Tum deney, etik kurul tarafindan belirlenmis kurallara
uygun bir sekilde yirutilmuastir. Hayvan deneyi uygu-
lamalari Stileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Hayvan Uretimi ve Deneysel Arastirma Merkezinde
gerceklestirilmistir.

Calismamizda 24 adet eriskin Wistar Albino cinsi er-
kek sican kullaniimistir. Deney siresince standart 1s1k
(12 saat aydinlik / 12 saat karanlik) ve is1 (23°C) ko-
sullari ile yeterli su ve yem si¢anlara saglanmistir.

Sicanlar, her grupta esit hayvan (n=8) olacak sekilde
rastgele kontrol, Dox ve Dox+Ler gruplarina ayriimis-
tir. Bunlardan;

Kontrol grubuna, 10 giin boyunca oral gavaj ile ve 8.
glin de intraperitoneal (ip) olarak serum fizyolojik (SF)
verilmistir.

Dox grubuna, deney stresince her giin oral gavaj ile
SF ve 8. giin 20 mg/kg Dox ip olarak verilmistir (17).

Dox+Ler grubuna 10 giin boyunca her giin oral gavaj
ile 2 mg/kg Ler ve 8. giin 20 mg/kg Dox ip olarak ve-
rilmistir.

Ler insan icin tedavi amaciyla en yiksek ginlik 20
mg dozunda kullanilabilmektedir. Bu degerin sican-
lar icin kullanilan hayvan esdeger dozu (animal equ-
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ivalent dose) 2,05 mg/kg olarak hesaplanmistir (18).
Calismamizda Ler hesaplama kolayligi acisindan bu
degere yakin olan 2 mg/kg dozunda kullaniimistir.

Deney sonunda si¢anlar, ip olarak verilen % 2 ksi-
lazin HCI (10 mg/kg) ve % 10 ketamin HCI (90 mg/
kg) anestezisi altinda sakrifiye edildi. Si¢canlarin vena
kava inferiorundan alinan kanlar, rutin bébrek fonksi-
yon gostergeleri olan kan ire azotu (BUN) ve kreati-
nin diizeylerinin élctlmesi icin jelli biyokimya tliplerine
alindi. Ayrica alinan bobrek dokulari, biyokimyasal
oksidatif stres parametreleri olan total oksidan sevi-
yesi (TOS), total antioksidan seviyesi (TAS), oksidatif
stres indeksi (OSI) diizeylerini ve gRT-PCR yontemiy-
le mitokondriyal hasar gostergeleri olan Bax, Bcl-2,
sit ¢ ve Cas-3 mRNA ekspresyon dizeylerini analiz
etmek i¢in -80°C sicaklik kosullarinda buzdolabinda
saklandi. Alinan diger bébrek dokusu ise histopatolo-
jik inceleme icin ayrildi.

Histopatolojik Analizler

Siganlardan alinan bdbrek dokulari %10 formaldehit
iceren sivi icinde tespit edilip, histolojik takip yon-
temleri uygulanmasinin ardindan parafinde bloklan-
di. Elde edilen bloklardan 5 um kalinhginda kesitler
alinarak Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama ydntemi
ile boyandi. Hazirlanan érnekler ZEISS AX10 fotomik-
roskop (Almanya) kullanilarak incelendi ve degerlen-
dirme, hasar derecesi 0 ile 3+ arasinda skorlanarak
yapildi.

Biyokimyasal Analizler

Bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in sicanlar-
dan alinan kanlar 3000 RPM’'de 15 dk santriflj edildi
ve serum BUN ve kreatinin diizeyleri Beckman Coul-
ter AU5800 (Beckman Coulter, ABD) otoanalizériinde
spektrofotometrik olarak ol¢uldu.

Siganlarin bébrek dokulari Ultra Turrax Janke & Kun-
kel T-25 homojenizatér (IKA® Werke, Almanya) ile
PBS (10 mM Na2HPO04, 1.8 mM KH2P04, 2.7 mM
KCI, 137 mM NacCl, pH: 7.4).) icinde homojenize edil-
di. Daha sonra homojenize edilen dokularin stper-
natantlarr 10000 RPM'de 10 dakika santriflij edilerek
ayrildi. Oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla bob-
rek dokusu slpernatantlarinin TAS ve TOS diizeyleri
ticari kitler kullanilarak (Rel Assay Diagnostics, Tar-
kiye) spektrofotometrik yontem ile Beckman Coulter
AU5800 (Beckman Coulter, ABD) otoanalizériinde 6l-
culdii (19, 20). Olgiilen TOS ve TAS sonuglari ile OSI
asagidaki denkleme goére hesaplandi:

OSI (arbitrary unit) =TOS (umol H202 Eq/L) / TAS
(mmol Trolox Eqg/L) x 100.
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Ayrica ayrilan supernatantlarin siperoksit dismutaz
(SOD) aktivitesi Ransod ticari kiti (Randox Labora-
tories, Birlesik Krallik) kullanilarak ksantin oksidaz
yontemiyle analiz edildi (21). Protein konsantrasyon-
lari ise Beckman Coulter AU5800 (Beckman Coulter,
ABD) otoanalizériinde 6l¢uldu.

Genetik Analizler

Genetik analiz igin doku 6rneklerinin RNA izolasyonu
GeneAll Ribospin RNA izolasyon kiti (Kore) ile yapil-
di. Elde edilen RNA'larin miktari ve safligi nanodrop
(Thermo-Fisher, ABD) cihazi ile 6l¢uldi. Her izole
edilmis RNA 6rneginin konsantrasyonu 500 ng/ul'de
standardize edildi.

cDNA sentezi, A.B.T. ™ cDNA Sentez Kiti (Atlas Bi-
yoteknoloji, Tirkiye) kullanilarak dreticinin 6nerdigi
protokole gore thermal cycler (Thermo-Fisher, ABD)
cihazinda gerceklestirildi. Tim asamalar bir déngulde
gerceklestirildi ve elde edilen cDNA'lar -20 °C'de sak-
landi.

Primer tasarimlari, spesifik mRNA sekanslari tespit
edilerek ve NCBI web sitesi kullanilarak yapildi. Eks-
presyon adiminda kullanilan genler ve spesifik primer
sekanslari Tablo 1'de verilmistir. Genlerin ekspresyon
seviyeleri Biorad CFX96 RT-PCR (Biorad, ABD) ci-
hazinda A.B.T.™ 2xqPCR CYBR-Green MasterMix
(Atlas Biyoteknoloji, Turkiye) kiti kullanilarak reticinin
protokoliine gore olcildi. Calismada housekeeping
gen olarak Beta-aktin geni ve normalizasyon i¢in bu
genin ct degerleri kullanildi. g-PCR i¢in uygulanan

Doksorubisine Bagli Nefrotoksisitede
Lerkanidipinin Koruyucu Rolu

basamaklar ise 95 °C'de 5 dakika 6n denatlirasyon,
ardindan 95 °C'de 20 sn ve 60 °C'de 30 sn'lik 40 don-
gldir. Gen ekspresyonunun nispi nicelemesi, AACt
karsilastirma ydntemi kullanilarak yapildi.

istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler ise veriler normal dagihm gés-
terdigi icin One-way ANOVA, post-hoc Tukey’s HSD
testi kullanilarak IBM SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA) programi ile yapildi ve p<0.05 anlaml olarak
kabul edildi. Degiskenler ortalama + standart sapma-
lar olarak sunuldu.

Bulgular

Histopatolojik Analizler

Histolojik degerlendirme sonucunda kontrol grubun-
da bulunan sicanlarin bébrek dokularinda herhangi
bir patolojik bulguya rastlanmamistir (Sekil 1A-10X
blyutme ve Sekil 1B-40X blyitme). Dox verilen si-
¢anlarin bébrek dokulari incelendiginde ise bobrek
hasari ile uyumlu bulgular saptanmistir. Mikroskopik
incelememizde yesil ok ile gosterilen alanda glome-
ruler dejenerasyon, kirmizi ok ile tubdler dilatasyon,
siyah ok ile damardaki hemoraji ve konjesyon ile mo-
nontkleer hicre infiltrasyon alanlari, mavi ok ile de
nekroz alanlari gosterilmistir (Sekil 1C-10X blyltme
ve Sekil 1D-40X blyitme). Dox+Ler uygulanan gru-
bun bébrek dokular degerlendirildiginde ise sadece
Dox uygulanan gruba gore bébrek hasarinin azaldigi
gOrulmustir (p<0.05) (Sekil LE-10X blyitme ve Sekil
1F-40X biyttme) (Tablo 2).

Sekil 1
Sican bobrek dokularinin histolojik degerlendirmesi

Kontrol grubuna ait bébrek dokusu goruntulerinde herhangi bir patolojik yapi gorilmemistir (A,B). Dox grubunda
siyah okla damardaki hemoraji ile mononikleer hiicre infiltrasyonu, kirmizi ok ile tibullerde dilatasyon, mavi
okla hticrelerdeki nekroz ve yesil okla da glomertler dejenerasyon gosterilmistir (C, D). Dox+Ler grubunda
siyah okla damardaki hemoraji ile mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve mavi okla da hiicrelerdeki nekroz
bulgulari gosterilmektedir (E, F). Hematoksilen-Eozin boyama. Ust siradaki goruntiiler X10 buyitme (6lgek
¢ubugu: 100 um) ile alt siradaki gorintiler ise X40 biyltme (6lcek cubugu: 20 um) ile gosterilmistir.
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Tablo 1 PCR analizinde kullanilan primer sekanslari

Gen Primer Sekansi Uriin boyutu Ort. Tm degerleri
-akti F: CATGTACGTTGCTATCCAGGC
Beta-aktin ) 250 bp 60.6 °C
(HouseKeeping) R: CTCCTTAATGTCACGCACGAT
F: GGCCGACTTCCTGTATGCTT
Caspase-3 110 bp 62.3°C
R: CGTACAGTTTCAGCATGGCG
F: TAAATATGAGGGTGTCGC
Sitokrom C 192 bp 50.4 °C
R: AAGAATAGTTCCGTCCTG
F: ATCGCTCTGTGGATGACTGAGTAC
Bcl-2 134 bp 62.2 °C
R: AGAGACAGCCAGGAGAAATCAAA
F: AGGGTGGCTGGGAAGGC
Bax 93 bp 64.4 °C
R: TGAGCGAGGCGGTGAGG
F: ileri (Forward), R: Geri (Reverse), Bp: Baz cifti, Tm: Erime noktasi,
Bcl-2: B-cell ymphoma 2, Bax: Bcl-2-associated X protein
Tablo 2 Bobrek dokusunda histokimyasal skorlamalarin gruplar arasi karsilastiriimasi
Kontrol DOX DOX+LER
(Ort+SD) (Ort+SD) (Ort+SD)
Tiibliler Dilatasyon 0,13+0,13 2,25+0,25** 1,25+0,25*#
Nekroz 0,25+0,16 2,13+0,23** 1,25+0,16*#
Glomeriiler Dejenerasyon 0,13+0,13 2,38+0,18** 1,63+0,18**#
Mononiikleer Hiicre infiltrasyonu 0,13+0,13 1,63+0,18** 0,88+0,13*#
Hemoraji ve Konjesyon 0,13+0,13 2,50+0,19** 1,75+0,16**##

Dox: Doksorubisin; Ler: Lerkanidipin **=p<0.001, *=p<0.05 *' kontrol grubu ile karsilastirmayi, ##=p<0.001, #=p<0.05,

'# Dox grubu ile karsilastirmayi temsil etmektedir.

Biyokimyasal Analizler

Bobrek fonksiyon gostergeleri olarak kullanilan se-
rum BUN ve kreatinin dizeyleri, Dox grubunda kont-
rol grubuna gore sirasiyla %214 ve %72 oranlarinda
anlamli olarak artmistir (p<0.05). Bununla birlikte
Dox+Ler grubunda 6lgulen kreatinin ve BUN seviye-
leri sadece Dox uygulanan gruba gore sirasiyla %30
ve %41 oranlarinda anlaml olarak azalmistir (p<0.05)
(Tablo 3).

Bobrek dokusunda oksidatif stres parametreleri in-
celendiginde ise TOS ve OSi seviyelerinde Dox igin
siraslyla %167 ve %223 oranlarinda ve Dox+Ler gru-
bunda ise iki parametre i¢in de %82 oraninda kontrole
gore anlamli artis bulunmustur (p<0.05). Dox grubu-

nun SOD aktivitesinde ve TAS seviyesinde ise kont-
role gore sirasiyla %40 ve %17 oranlarinda Dox+Ler
grubuna gore ise sirasiyla %39 ve %16 oranlarinda
anlaml azalma saptanmistir (p<0.05). Ayrica Dox
grubu ile Dox+Ler grubu karsilastinidiginda TOS ve
OSi seviyeleri Dox+Ler grubunda Dox gruba gore si-
rasiyla %32 ve %44 oranlarinda daha dusuk bulun-
mustur (p<0.05) (Tablo 3).

Genetik Analizler

Bodbrek dokusunun genetik analizinde ise apoptoz
gOstergelerinden olan Bax, sit ¢ ve Cas-3 mRNA
ekspresyon seviyeleri Dox grubunda kontrole gore
sirasiyla %147, %136 ve %159 oranlarinda artarken
Bcl-2 ekspresyonu kontrole gore %55 oraninda an-
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Bobrek fonksiyon testlerinin ve oksidatif stres parametrelerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Kontrol DOX DOX+LER

(Ort+SD) (Ort+SD) (Ort+SD)
Kreatinin (mg/dl) 0,29+0,08 0,79+0,24** 0,55+0,2*#
BUN (mg/dl) 21,71+4,45 68,16+28,63** 40,2+17,37#
TOS (umol H202 Eq/L) 15,56+4,70 41,56+6,01** 28,29+7,5%##
TAS (mmol Trolox Eq/L) 1,9040,15 1,57+0,14** 1,88+0,13%#
osi 0,83+0,27 2,68+0,48** 1,51+0,39*##
SOD enzim aktivitesi (U/mgr protein) 2,28+0,73 1,36+0,21* 2,24+0,19%

Dox: Doksorubisin; Ler: Lerkanadipin; TOS: Total oksidan seviyesi; TAS: Total antioksidan seviyesi; OSI, Oksidatif stres indeksi;
SOD: Superoksit dismutaz. **=p<0.001, *=p<0.05 "*' kontrol grubu ile karsilastirmayi, ##=p<0.001, #=p<0.05, '# Dox grubu ile

karsilastirmayi temsil etmektedir.

Bobrek dokusunda rolatif mRNA ekspresyon seviyelerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Kontrol DOX DOX+LER

(Ort+SD) (Ort+SD) (Ort+SD)
Bax 1.02+0.24 2.52+0.34" 1.61+0.17"##
Bcl-2 1.03+0.28 0.46+0.18" 0.74+0.12"#
Sitc 1.07+£0.40 2.53+0.41" 1.67+0.33"#
Cas-3 1.02+0.20 2.64+0.41" 1.40+0.20"##

Dox: Doksorubisin; Ler: Lerkanidipin; Bax: Bcl-2 iligkili X proteini, Bcl-2: B hiicreli lenfoma-2, Sit c: Sitokrom c; Cas-3: kaspaz-3.
**=p<0.001, *=p<0.05 *' kontrol grubu ile karsilastirmayi, ##=p<0.001, #=p<0.05, '#' Dox grubu ile karsilastirmay temsil etmektedir.

lamh olarak azalmistir (p<0.05). Dox+Ler grubunda
ise Bax, sit ¢ ve Cas-3 ekspresyon seviyeleri kontrole
gore sirasiyla %58, %56 ve %37 oranlarinda artar-
ken Bcl-2 ekspresyonu %28 oraninda anlamli olarak
azalmistir (p<0.05). Ek olarak, Dox grubu ile Dox+Ler
grubu karsilastirildiginda Bax, sit ¢ ve Cas-3 mRNA
ekspresyon seviyeleri Dox+Ler grubunda Dox gru-
buna gore sirasiyla %36, %34 ve %47 oranlarinda
azalirken Bcl-2 ekspresyonu %61 oraninda anlamli
olarak artmistir (p<0.05) (Tablo 4).

Tartisma

Dox cesitli kanserlerde tek basina veya diger kemo-
terapotiklerle kombinasyon halinde kullanilan etkili bir
antineoplastik ilagtir (22). Ancak bobrek dokusu gibi
bazi dokularda birikerek dogrudan toksik etkiler gés-
terebilmektedir (23). Dox'un dokularda hangi meka-
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nizmalarla hasar olusturdugu kesin olarak bilinmese
de literatirde Dox toksisitesinde oksidatif stres, inf-
lamatuar yanit ve hiicre apoptozunun rol oynadigini
ileri suren calismalar bulunmaktadir (24, 25). Calis-
mamizda Dox ve Ler’in bébrek izerinde olusturdugu
etkiler histolojik, biyokimyasal ve genetik analizler ile
degerlendirilmistir.

Klinikte boébrek fonksiyonlarini degerlendirmek ama-
ciyla en sik serum BUN ve kreatinin parametreleri
kullaniimaktadir. Calismamizda BUN ve kreatinin se-
viyelerinin Dox grubunda kontrole gore artmasi ilaca
bagll olarak bobrek fonksiyon bozuklugunun gelis-
tigini gostermektedir. Al Asmari ve ark. yaptigi calis-
mada tek doz 20 mg/kg Dox uygulanmasi ¢alisma-
miza benzer olarak sicanlarda bdbrek fonksiyonlarini
bozmus ve BUN ile kreatinin seviyelerini artirmistir.
Ayrica bu calismada Dox uygulamasinin, bébrek



fonksiyon bozukluguna bagli olarak proteintriye yol
actigi gosterilmistir (26). Ek olarak calismamizda Ler
uygulamasinin Dox’'a bagli gelisen BUN ve kreatinin
artisini sinirladigr gosterilmistir. Yapilan kapsamli kli-
nik calismalarda Ler’in hastalarda kreatinin klirensini
artirdig1 ve proteinlri gelisimini azalttigi bulunmustur
(27, 28). Literatirde Ler ile ilgili hayvan calismalari ki-
sith olmakla birlikte diger dihidropiridin tirevi kalsiyum
kanal blokorlerinin (amilodipin, nifedipin) ilaglara bagh
gelisen bdbrek toksisitelerine karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir (29).

Bir¢ok arastirmaci tarafindan Dox kaynakl nefrotoksi-
sitenin patogenezinde asil olarak serbest radikallerin
artisi ve oksidatif stresin oldugu dne surilmektedir (30,
31). Dox'un halkasal yapisinin hiicrede bazi enzimler
ile radikal hale donustigu ve bu radikalin molekdler
oksijeni, stiperoksit anyon radikali ile hidrojen perok-
site indirgedigi bilinmektedir (32). Calismamizda TOS
ve OSI parametrelerinin Dox grubunda artisi Dox'a
bagli bobrekte oksidanlarin arttigini géstermektedir.
Ayrica TAS diizeyinin ve SOD enzim aktivitesinin azal-
mas! da hiicresel antioksidan savunma mekanizma-
sinda bozulmanin gercgeklestigini gostermistir. Bu ve-
rilerin 1s13inda ¢calismamizda literatlirle uyumlu olarak
Dox uygulamasinin bdbrek dokusunda oksidatif stre-
si arttirdigi sdylenebilir. Altinoz ve ark. yaptigi sican
calismasinda 20 mg/kg Dox uygulamasinin bébrekte
lipid peroksidasyonun gostergesi olan malondialdehid
(MDA) artisina ve SOD, katalaz gibi antioksidan en-
zimlerin seviyesinin azalmasina yol actigini bulmuslar-
dir. Ek olarak verdikleri antioksidan bir bilesik olan lina-
lool maddesinin oksidatif stresi azaltarak Dox’a bagh
boébrek hasarini azalttigini 6ne sirmuslerdir (33). De-
neyimizde benzer sekilde antioksidan 6zellikler tasi-
yan Ler’'in Dox’a bagl bobrekte gelisen oksidatif stresi
azalttigi bulunmustur. Ler’'in antioksidan 6zellikleri ile
ilgili literatirde cesitli calismalar bulunmaktadir. Rach-
mani ve ark. yaptiklar klinik ¢alismada Ler kullanan
hipertansif ve diyabetik hastalarda okside LDL mikta-
rinin dustiguni gostermislerdir (34). Ayrica Ler, oksi-
de LDL tarafindan uyarilan hiicre ici ROS artisini da
engellemektedir (35). Oksidatif stres, hipertansif has-
talarda matriks metalloproteinaz (MMP) enzimlerini
uyarmaktadir. Bu hastalarda yapilan bir calismada Ler
oksidatif stres tarafindan indiiklenen MMP-9 miktarini
antioksidan etkilerle azaltmistir. Ayrica Ler kullanan hi-
pertansif hastalarda plazma MDA diizeyi daha disuk
bulunmustur (36). Bir baska ¢alismada Taddei ve ark.
Ler kullanan hastalarda plazma lipoperoksit, izopros-
tan ve MDA seviyelerinin azaldigini ve plazma antiok-
sidan kapasitesinin arttigini bulmuslardir (37). Ayrica
Ler’in antioksidan 6zelligi ile lipid peroksidasyonu ve
mitokondriyal hasari da azalttigi 6ne surilmektedir
(14).
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Mitokondri, hiicre i¢in enerji kaynagidir ve apoptozun
anahtar dizenleyicisidir. Bu sebeple, mitokondrinin
hasar gbérmesi velveya fonksiyonlarinin bozulmasi
bdbrek hastaliklarinin gelisimi igin kritik bir Sneme sa-
hiptir (38). Dox hicre igcinde mitokondrilerde birikerek
hasara ve fonksiyon bozukluguna yol agabilmekte-
dir. Bunun yaninda Dox'un hicre ici kalsiyum artisi-
na sebep olarak mitokondri bagimli apoptotik yolun
aktivasyonunu uyardigi bildirilmistir (39). Sicanlarda
yapilan calismalara gore 20 mg/kg dozunda (i.p) ve-
rilen Dox, bodbrekte proapoptotik faktorlerden Bax ve
cas-3’ekspresyonunda artmaya, antiapoptotik protein
Bcl-2 ekspresyonunda azalmaya yol agmistir (40, 41).
Literatirdeki verilere benzer olarak ¢alismamizda Dox
uygulanan sicanlarin bobreklerinde proapoptotik fak-
torlerin (Bax, sit-c ve cas-3) ekspresyonunda artma,
antiapoptotik bir faktér olan Bcl-2 ekspresyonunda
azalma tespit edilmistir. Ler uygulamasi ise bu faktor-
ler Gizerine ters yonde etki gostererek bébrek dokusun-
da Dox'a bagli apoptozu azaltmistir. Literatirde Ler’in
apoptoz Uzerine etkilerini arastiran calismalar daha
¢ok sinir sistemiyle ilgilidir. Gupta ve ark.’nin inme mo-
deli olusturdugu sicanlarda 0,5 mg/kg dozunda Ler’in
beyin dokusunda hiicre i¢i kalsiyum diizeyi ve cas-3
seviyelerini azaltarak hiicreleri korudugu gosterilmis-
tir (16). Elbaz ve ark. ise Huntington hastaliyi mode-
li olusturdugu siganlarda 0,5 mg/kg dozunda verilen
Ler'in, Bax ekspresyon artisini ve Bcl-2 ekspresyon
azahsini sinirladigini raporlamislardir (42).

Histopatolojik degerlendirmelerimizde ise Dox grubu-
nun bobreklerinde mononiikleer hiicre infiltrasyonun-
da artis, tubuler dilatasyon, glomeriler lezyonlar ve
nekroz alanlari gibi bébrek hasari ile iliskili bulgular
tespit edilmistir. Yapilan hayvan c¢alismalarinda bizim
bulgularimizla uyumlu olarak Dox uygulamasinin ti-
buler degisiklikler ve glomeriler hasara yol actigi bil-
dirilmistir (33, 43). Ayrica bulgularimiz Ler’'in Dox'a
bagli gelisen bobrek hasarini histolojik olarak da
azalttigini gostermektedir. Rosenthal ve ark.’nin diya-
betik ve hipertansif sican kullanarak yaptiklari ¢alis-
mada Ler’in bobrekte glomerilleri koruyarak yapisal
hasar olusumunu azalttigi bulunmustur (44). Parase-
tamol ve alkol ile olusturulan karaciger hasarinda da
ise Ler 1,8 mg/kg dozunda histolojik yapiyi koruyucu
etkiler gostermistir (45).

Dox ve Ler uygulamasina bagli olarak siganlarin béb-
rek dokusundaki apoptotik ve antiapoptotik faktorlerin
genetik ekspresyonlarinda gdzlenen degisimlerin bu
faktorlerin kendisinin veya aktivitelerinden sorum-
lu formlarinin konsantrasyonlarina nasil yansidigini
gostermeye yonelik Western Blot veya immunohisto-
kimya testlerinin yapilamamasi ¢alismamizdaki kisit-
lamalar arasinda yer almaktadir.
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Sonug

Calismamizda elde edilen veriler, Dox'un neden oldu-
gu bobrek hasarina karsi Ler' in faydali olabilecegini
gOstermektedir. Ler’in bdbrekteki koruyucu etkisi anti-
oksidan ve antiapoptotik dzellikler ile birlikte, kalsiyum
kanallarini bloke etme aktivitesine bagl olabilir. Ancak
Ler’in klinikte kullanimi icin daha detayl ileri calisma-
lar gerekmektedir.
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