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Wistar Albino Siganlarda Sisplatin ile Olusan Bobrek Hasarinda
Kuersetinin Etkileri

Effects of Quercetin on Cisplatin-Induced Renal Damage in Wistar Albino Rats
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0z
Amag: Sisplatin bircok kanser tlirliniin tedavisinde yaygin olarak kullanilan etkili antineoplastik ilaclardan biridir. Sisplatinin nefrotoksisite,

ototoksisite ve kardiyomiyopati gibi zararl etkileri vardir. Kuersetin flavonoid grubu bir antioksidandir. Bu calismada, sicanlarda sisplatin ile
olusturulan bobrek hasarina karsi kuersetinin tedavi edici etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Gerecg ve Yontem: Wistar albino cinsi 28 adet erkek sigan rastgele secilerek 4 gruba ayrildi. Grup 1: Kontrol (uygulama yapiimadi), Grup 2: Kuersetin
(25 mg/kg/7 gln/intraperitoneal), Grup 3: Sisplatin (7 mg/kg/tek doz/ intraperitoneal), Grup 4: Sisplatin+kuersetin (7 mg/kg/tek doz/ intraperitoneal
sisplatin ardindan 25 mg/kg/7 glin/ intraperitoneal kuersetin). Rutin histolojik takipten sonra hematoksilen-eozin ve periodic acid-schiff boyamalar
yapildi. Histopatolojik hasar skoru hesaplandi. Caspase-3 immiin boyamasi yapilarak skorlandi.

Bulgular: Kontrol ve kuersetin gruplari normal histolojik gériinimdeydi. Sisplatin grubunda tubuler dilatasyon, tubul epitelinde dékilme, tubul
epitel hiicrelerinde vakuolizasyon ve proksimal tubullerde mikrovillus kaybi tespit edildi. Ayrica yer yer infiltrasyon alanlarina da rastlandi. Sisplatin
grubunun caspase-3 immiin boyanma yogunlugunda kontrol grubuna gére anlamli artis tespit edildi (p=0,000). Sisplatin+kuersetin grubunda
histopatolojik bulgular sisplatin grubuna kiyasla anlamli derecede azalmisti (p=0,001).

Sonug: Bu calismada, sisplatinin sebep oldugu bdbrek hasarinin tedavisinde kuersetinin histopatolojik acidan yararli oldugu diistincesindeyiz.
Anahtar Kelimeler: Sisplatin, kuersetin, caspase-3, bobrek toksisitesi, apoptoz

ABSTRACT

Aim: Cisplatin is one of the effective antineoplastic drugs widely used in the treatment of many types of cancer. Cisplatin has harmful effects such
as nephrotoxicity, ototoxicity and cardiomyopathy. Quercetin is an antioxidant of the flavonoid group. In this study, it was aimed to investigate the
therapeutic effects of quercetin against cisplatin-induced kidney damage in rats.

Materials and Methods: Twenty-eight male Wistar albino rats were randomly selected and divided into 4 groups: Group 1: Control (no application),
Group 2: Quercetin (25 mg/kg/7 days/intraperitoneal), Group 3: Cisplatin (7 mg/kg/single dose/ intraperitoneal), Group 4: Cisplatin+quercetin (7 mg)
[kg/single dose/ intraperitoneal cisplatin followed by 25 mg/kg/7 days/ intraperitoneal quercetin). After routine histological follow-up, hematoxylin
eosin and periodic acid-schiff staining were performed. Histopathological damage score was calculated. Caspase-3 immunostaining was performed
and scored.

Results: Control and quercetin groups had normal histological appearance. In the cisplatin group, dilatation of the tubules, epithelial shedding,
vacuolization of the tubular epithelial cells, and loss of microvilli in the proximal tubules were detected. In addition, infiltration areas were also
found in places. In addition, an increase in caspase-3 immunostaining intensity was detected in this group (p=0.000). Histopathological findings
were significantly reduced in the cisplatin+quercetin group compared to the cisplatin group (p=0.001).

Conclusion: In this study, we think that quercetin is histopathologically beneficial in the treatment of cisplatin-induced kidney damage.
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GiRiS
Sisplatin testis, over, bas ve boyun, mesane, akciger, lenfoma,
serviks kanseri, melanom gibi cesitli solid kanserlerin
tedavisinde potansiyel ve yaygin olarak kullanilan ilaclardan
biridir'. Sisplatinin antikanserojen etkisi, deoksiribo nikleik
asit (DNA) zerindeki pirin bazlari ile etkilesime girerek
DNA hasarini olusturmasi ve apoptoza (programlanmis hiicre
6lima) yol acan sinyal iletim yollarinin aktivasyonu lzerinden
gerceklesir'. Sisplatinin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda
rol oynadigi boylece intrinsik kaspazlar yoluyla apoptozisi
indiikledigi ve mitokondriyal disfonksiyona neden oldugu
gosterilmistir?. Sisplatin, kalsiyum sinyali, 6lim reseptdri
sinyali ve mitokondriyal yollarin aktivasyonu dahil olmak
lzere cesitli sinyal iletim yollarinin aktivasyonunun aracilik
ettigi apoptoz indiksiyonu yoluyla tiimérlerle savasmaktadir?.
Antikanserojen ilaclarin kullaniminda sinirlayici en dénemli
faktor yan etkileridir. Sisplatin nefrotoksisite, kardiyotoksisite,
hepatotoksisite, ndrotoksisite ve miyelosupresyon gibi toksik
etkilerle karakterizedir®.

Kuersetin (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon), flavonoid ailesinin
bir Uyesi olmakla birlikte cesitli yiyeceklerde bulunan
polifenolik bilesiklerden biridir*. Kuersetin sogan, elma,
cilek, karnabahar, lahana ve diger bircok gidada bulunur®.
Yapilan calismalar, kuersetinin antikanserojenik etkilere sahip
oldugunu gostermekle birlikte, reaktif oksijen tirleri Greten bir
tlir enzim olan ksantin oksidorediiktazin bir formu olan ksantin
oksidaz aktivitesini inhibe ederek oksidatif hasari azalttigi ve
proinflamatuvar sitokinlerden biri olan timor nekroz faktori
alfanin Uretimini doza bagimh bir sekilde inhibe ederek
antiinflamatuvar aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir®=.

Bir sistein-aspartik asit proteazi olan caspase-3, apoptotik
akis sirasinda baslatici kaspazlar tarafindan parcalanana kadar
aktive olmaz®. Aktive olduktan sonra hiicrelerdeki kaspaz
ailesinden olmayan hedef proteinlerini spesifik bdlgelerinden
kesmektedir'®". Bdylece, programlanmis hiicre oliimiinde
onemli bir rol Gstlenmektedir'.

Bucalismada,sicanlardasisplatinile olusturulan bébrek hasarina
karsi kuersetinin tedavi edici etkilerinin histolopatolojik olarak
incelenmesi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM
Gruplar

Calisma icin, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan onay alindi (etik kurul no: 2012/A-103,
tarih:09.06.2012). Hayvan haklari 'Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals' prensipleri dogrultusunda korundular. Bu
ilkeler dogrultusunda, innii Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirma Laboratuvari'ndan temin edilen, 28 adet saglkh 28-
30 glinliik 300-350 gram agirhginda erkek Wistar albino cinsi

220

sican kullanildi. Sicanlar 21 giin siiresince sicakligin 21 °C ve
nemin %55-60 oldugu, havalandirmasi olan bir ortamda, 12
saat aydinlik ve 12 saat karanlik, glin 15191 ritmindeki odada
birakildilar. Ozel kafesler icinde standart pellet yem ve cesme
suyu ile ad libitum beslendiler. Rastgele secilen sicanlar her
biri 7'ser hayvandan olusan 4 esit gruba ayrildi. Gruplar; Grup
1: Kontrol (uygulama yapilmadi), Grup 2: Kuersetin (7 giin
boyunca 25 mg/kg/intraperitoneal), Grup 3: Sisplatin (tek doz
7 mg/kg/intraperitoneal), Grup 4: Sisplatin+kuersetin (tek doz
7 mg/kg/intraperitoneal sisplatin, ardindan 7 giin 25 mg/kg/
intraperitoneal kuersetin) olarak diizenlendi. Kuersetin (CAS
number: 117-39-5) ve sisplatin (CAS number: 15663-27-
1) Sigma Chemical Co!dan (St. Louis, MO) temin edildi. Bu
calismada kullanilan sisplatin ve kuersetin dozlar literatiirde
daha dnce yapilan calismalara gdre belirlenmistir ',

Histopatolojik Analiz

Deney sonunda sicanlar ketamin (90 mg/kg/intraperitoneal)
anestezisi altinda sakrifiye edildi. Bobrekleri cikarildi, serum
fizyolojik ile yikandi ve histolojik degerlendirme icin %10
notral tamponlanmis formalin sollisyonunda fikse edildi.
Dokular 72 saat formalinde fikse edildikten sonra artan alkol
serilerinden (%70, %80, %96 ve %100) gecirilerek dehidrate
edildi. Son olarak ksilende bekletildikten sonra parafine
gomildiu. Tam otomatik bir mikrotom kullanilarak 5 pm
kalinhginda doku kesitleri elde edildi. Genel histolojik yapiyi
incelemek amaciyla hematoksilen-eozin ve glikojen birikimini
g6zlemlemek amaciyla periodic acid-schiff (PAS) boyama
yontemleri uyguland.

Histopatolojik Degerlendirme

Degerlendirme calismadaki bir histolog tarafindan cift kor
bir sekilde yapildi. Renal hasar, histopatolojik degisikliklerin
derecesi ve yayginhigina gore yari kantitatif olarak belirlendi.
Dokular tubullerde dilatasyon, tubul epitelinde dokiilme, tubul
epitel hicrelerinde vakuolizasyon, peritubuler infiltrasyon ve
proksimal tubullerde mikrovillus kaybi acisindan incelendi. Tim
kesitler 10 farkh alanda 20X biylitmede incelenerek, her bir
parametre icin 0 (degisiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (agir)
olarak skorlandi™. Maksimum ortalama histopatolojik hasar
skoru 15 idi. Doku kesitleri, Leica DFC 280 1sik mikroskobu ve
Leica Q Win goriinti analiz sistemi (Leica Microscope Imaging
Solution Ltd, Cambridge, UK) ile incelenerek degerlendirmesi
tamamlandi ve fotograflar cekildi.

Immiinohistokimyasal Analiz

Caspase-3 antikoru (ab13847; Abcam, Kimera, Tirkiye)
kullanilarak imminohistokimyasal (IHC) boyama yapildi.
Tubuler ve glomeriiler caspase-3 immiinoreaksiyonu, Leica DFC
280 marka 15tk mikroskobunda yari kantitatif olarak incelendi.
Boyama yogunlugunu belirlemek icin her kesitten 10 alan X20
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blyiitme ile incelendi ve (0) boyanma yok, (1) zayif boyanma,
(2) orta derecede boyanma ve (3) siddetli boyanma olarak
skorlandi. Doku kesitleri, Leica DFC 280 1sik mikroskopu ve
Leica Q Win goriintl analiz sistemi ile incelenerek skorlandi,
fotograflari cekildi.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) (SPSS for Windows version 13.0) programi ile yapildi. Tim
sonuclar aritmetik ortalama+standart hata olarak ifade edildi.
Gruplarin karsilastirmasinda parametrik olmayan testlerden
Kruskal-Wallis varyans analizi tlim degiskenler yonilinde tim
gruplarin karsilastirilmasinda  kullanilirken, degiskenlerinin
ikili karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi.
P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu normal histolojik goérinlimdeydi. Kuersetin
grubu kontrol grubu gibi normal histolojik goriiniime sahipti.

TR A

A

Kontrol grubu ile kuersetin grubu arasinda histopatolojik
bulgular acisindan istatistiksel olarak anlamh farkhlik
bulunmadi (p>0,05). Sisplatin grubunda (Sekil 1F) ortalama
histopatolojik hasar skoru, kontrol (Sekil 1A) ve kuersetin
(Sekil 1B) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede
artmisti (p=0,001). Sisplatin grubunda; tubullerde dilatasyon,
tubul icine epitelyal dokilme (tubular kast), tubul epitel
hiicrelerinde sisme ve vakuolizasyon ile proksimal tubullerde
mikrovillus kaybi tespit edildi (Sekil 1C, 1E, 1H). Ayrica sisplatin
grubunda, glomeriillerde PAS (+) boyanma yogunlugunda artis,
yaygin hemoraji ve yer yer peritubuler infiltrasyon alanlarina
da rastlandi (Sekil 1D, 1F 1G, 1H). Sisplatin+kuersetin
grubunda degerlendirilen tlim histopatolojik bulgular sisplatin
grubuna gore anlamli derecede azalmisti (p=0,001) (Tablo 1)
(Sekil 1C-K). Tiim gruplara ait ortalama histopatolojik hasar
skoru Tablo 1'de verilmistir.

Immiinohistokimyasal Bulgular

Anti-caspase-3 antikoru ile kontrol ve kuersetin grubunda
hafif yogunlukta boyanma tespit edildi (Sekil 2A, 2B). Sisplatin
grubunda ise boyanmanin yogunlugu ozellikle proksimal

Sekil 1. Bobrek histopatolojisi. Kontrol grubu (A) ve Kuersetin grubu (B) normal histolojik goriintimdeydi [hematoksilen-eozin (H-
E) X20]. Sisplatin grubunda (C-H) pek cok histopatolojik bulguya rastlandi. Bu grupta; tubullerde dilatasyon (C), yaygin hemoraji
(D), tubul icine epitelyal dokiilme (E), tubul epitel hiicrelerinde sisme ve vakuolizasyon (E), peritubuler infiltrasyon (F, G), proksimal
tubullerde mikrovillus kaybi ve glomertillerde PAS (+) boyanma yogunlugunda artis (H) tespit edildi. C, D. Sisplatin (H-E X10). E, F.
Sisplatin (H-E X20). G. Sisplatin (H-E X10). H. Sisplatin (PAS X20). Sisplatin+kuersetin grubunda histopatolojik bulgular azalmisti. |,

J. Sisplatin+kuersetin (H-E X20). K. Sisplatin+kuersetin (PAS X20)
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tubullerde dikkati cekecek kadar artmisti. Sisplatin  ve
sisplatin+kuersetin gruplar karsilastirildiginda, caspase-3 IHC
boyanma yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gorildi (p<0,005) (Sekil 2C, 2D). Tim gruplara ait IHC skor
Tablo 2'de verilmistir.

TARTISMA

Sisplatinin en yaygin yan etkilerinden biri doza bagiml renal
toksisitedir's. Sisplatin nefrotoksisitesi akut bébrek hasari, distal
renal asidoz, hiperiirisemi, hipomagnezemi, hipokalsemi veya
kronik bobrek yetmezligi gibi ¢ok farkli tablolarla karsimiza
cikabilir'”-22. Sisplatin nefrotoksisitesi sisplatinin renal epitel
hiicrelerine tasinmasi, niikleer ve mitokondriyal DNA'nin
yaralanmasi, hiicre 6llimiiniin yollarinin aktivasyonu ve giiclii
bir inflamatuvar yanitin baslamasinin sonucudur®.

Yapilan bir calismada, intraperitoneal tek doz 7 mg/kg
sisplatin uygulanan erkek Sprague-Dawley cinsi 200 gram
agirhginda sicanlarin bobreklerinde tubuler dejenerasyon ve
nekroz, tubullerde hiyalin dokintileri, intertubuler kanama,
glomeriilde tikaniklik ve vakuolizasyon bildirilmistir**. Biz de
calismamizda ayni doz sisplatin uyguladik ve renal tubullerde

Gruplar Histopatolojik hasar skoru
Grup 1: Kontrol 0,50+0,26

Grup 2: Kuersetin 0,87+0,35

Grup 3: Sisplatin 11,37+0,56°

Grup 4: Sisplatin+kuersetin 7,62+0,37°

Veriler aritmetik ortalama+standart hata olarak ifade edildi (n=7).
*Grup 3 vs grup 1 ve grup 2 p=0,001

Grup 4 vs grup 3 p=0,001

Sekil 2. Anti-caspase-3 antikoru ile immiinohistokimyasal (IHC) boyama. Kontrol grubu (A) ve kuersetin grubunda (B) hafif
yogunlukta boyanma tespit edildi (anti-caspase-3 X20). C. Sisplatin grubunda anti-caspase-3 ile boyanmanin yogunlugu 6zellikle
proksimal tubullerde artmisti (anti-caspase-3 X20). D. Sisplatin+kuersetin grubunda IHC boyanma yogunlugunda azalma goriildi
(anti-caspase-3 X20)

222



Nam Kem Med J 2022;10(2):219-224

CETINAVCI ve ark. Sisplatinin Bobrek Hasarinda Kuersetinin Etkileri

Tablo 2. Tiim gruplara ait caspase-3 immiin skor tablosu

Gruplar Caspase-3 boyanma yogunlugu
Grup 1: Kontrol 0,37+0,18
Grup 2: Kuersetin 0,62+0,18
Grup 3: Sisplatin 2,37+0,18°
Grup 4: Sisplatin+kuersetin 1,37+0,18°

Veriler aritmetik ortalama+standart hata olarak ifade edildi (n=7).
*Grup 3 vs grup 1 ve grup 2 p=0,000
*Grup 3 vs grup 4 p<0,005

dilatasyon, epitelyal dokiilme (tubular kast) bulgularini
gozlemledik. Yakin zamanda yapilan baska bir calismada, yine
bizimle ayni doz sisplatin uygulanan sicanlarin bobreklerinde,
tubuler vakuolar dejenerasyon ve tubullerin limeninde hiyalin
deskuamasyonun yani sira perivaskiiler enflamatuvar hiicre
infiltrasyonu da tespit edilmistir®®. Bu bulgular da ¢alismamizi
desteklemektedir.

Sisplatin  renal toksisitesine karsi antioksidan etkileri
gozlemlemek icin yapilan bir calismada, bobrek dokusunun
elektron  mikroskobik  goriintiilenmesinde  tubullerde
mikrovillus yapisinin bozuldugu ve fokal kaybi gozlenmistir®.
Calismamizda, PAS boyamasi yapilan kesitlerde proksimal
tubullerde mikrovillus kaybini gozlemledik.

Sisplatinin ciddi yan etkileri sebebiyle cesitli antioksidan
etkinligi olan ajanlar bu kemoterapdtik ilacla birlikte
denenmektedir?’. Kuersetin bircok besinde bol miktarda
bulunan en yaygin diyet polifenolik bilesiklerinden biridir.
Serbest radikalleri temizleyerek ve gecis metal iyonlarini
selatlayarak disik yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonunu
onleyen radikal oksijen tiirlerine karsi etkili bir antioksidandir622,
Anti-enflamatuvar, anti-kanserojen ve antiviral 06zelliklere
sahiptir?-3',

Nefrotoksisitenin etkilerinin geri dondirilmesi amaciyla
yapilan bir calismada, kursun elementinin olusturdugu renal
tubuler dejenerasyon, nekroz, vakuolizasyon ve mononiikleer
hiicre infiltrasyonu gibi histopatolojik bulgularin 10 mg/kg
kuersetin ile geriledigi ve normal histolojik goriintime déndugu
go6zlenmistir®2. Calismamizda, sisplatin+kuersetin grubumuzda,
sisplatin grubuna gore renal tubullerde dilatasyonun ve tubul
epitel hiicrelerinde vakuolizasyonun dizeldigini tespit ettik.

Siklosporin ile olusturulan renal hasarda kuersetinin
interstisyel fibrozis, arteriyopati, glomeriler bazal membran
kalinlasmasi, tubuler epitel hicrelerinde vakuolizasyon ve
tubul lumenine deskuamasyon bulgularini azalttigi tespit
edilmistir®. Yaptigimiz ¢alismamizda kuersetin uygulamasi ile
epitelyal dokilme (tubular kast) ve vakuolizasyon bulgularinin
azaldigini gozlemledik.

kuersetinin  etkilerinin
epitelyal  deskuamasyon,

modelinde
calismada

Diyabetik nefropati
arastinldigr  bir

intrasitoplazmik vakuolizasyon, proksimal tubullerde fircamsi
kenar kaybi ve peritiibiiler infiltrasyon gibi histopatolojik
bulgularin kuersetin uygulamasiyla azaldigr bildirilmistir'.
Calismamizda sisplatin ile olusan tubuler dilatasyon, tubul
limenine epitelyal dokinti  (tubular kast), tubul epitel
hiicrelerinde vakuolizasyon ve proksimal tubullerde mikrovillus
kaybinin kuersetin uygulamasi ile diizeldigini tespit ettik.

Caspase-3, hiicre apoptozunda anahtar bir zimojendir®. Yapilan
bir calismada, deneysel meme adenokarsinomu olusturalan
sicanlara 4 mg/kg sisplatin ve ardindan icin 50 mg/kg kuersetin
uygulanmistir. Sisplatinin renal tubuler epitel hiicrelerinde
dokiilme, fircamsi kenar kaybi, tubul limeninde hiyalin
birikimi ve tubullerin genislemesine yol actigi gorulmustir.
Caspase-3 immiin boyamasi sonucunda, sisplatin ile boyama
yogunlugunun arttigi, fakat sisplatin+kuersetin grubunda
boyanma yogunlugunun azaldigi bildirilmistir**. Calismamizda,
7 mg/kg sisplatin ve 25 mg/kg kuersetin uygulanmis ve
caspase-3 antikoru ile boyanma yogunlugunun arttigr tespit
edilmistir.

Calismanin Kisithiliklarn

Sunulan calisma, dustindliglimiiz sonuclari ortaya koymasinin
yani sira, bazi sinirlamalara sahiptir. En dnemli sinirlama,
Kuersetinin  antioksidan bir madde olmasi sebebiyle
biyokimyasal verileri olmaliydi. Ek olarak elektron mikroskobi
ile incelemelerden elde edilen verilerin dogrulanmasi sonuclari
daha da guvenilir hale getirebilir.

SONUG

Sonuc alarak, sisplatinin sebep oldugu bdbrek toksisitesinin
tedavisinde kuersetinin histopatolojik acidan yararli oldugu
ve apoptotik yolaklarda olumlu etki yaptigi goriilmektedir.
Bu konu ile ilgili farkli doz ve siirelerde yeni calismalarin
yapilmasinin literatiire katki saglayacagini dustinmekteyiz.
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Cikar Catismasi: Yazarlar bu makale ile ilgili olarak herhangi
bir cikar catismasi bildirmemistir.

Finansal Destek: Calismamiz icin hi¢bir kurum ya da kisiden
finansal destek alinmamistir.
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