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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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ÖZ
Amaç: Sisplatin birçok kanser türünün tedavisinde yaygın olarak kullanılan etkili antineoplastik ilaçlardan biridir. Sisplatinin nefrotoksisite, 
ototoksisite ve kardiyomiyopati gibi zararlı etkileri vardır. Kuersetin flavonoid grubu bir antioksidandır. Bu çalışmada, sıçanlarda sisplatin ile 
oluşturulan böbrek hasarına karşı kuersetinin tedavi edici etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Wistar albino cinsi 28 adet erkek sıçan rastgele seçilerek 4 gruba ayrıldı. Grup 1: Kontrol (uygulama yapılmadı), Grup 2: Kuersetin 
(25 mg/kg/7 gün/intraperitoneal), Grup 3: Sisplatin (7 mg/kg/tek doz/ intraperitoneal), Grup 4: Sisplatin+kuersetin (7 mg/kg/tek doz/ intraperitoneal 
sisplatin ardından 25 mg/kg/7 gün/ intraperitoneal kuersetin). Rutin histolojik takipten sonra hematoksilen-eozin ve periodic acid-schiff boyamaları 
yapıldı. Histopatolojik hasar skoru hesaplandı. Caspase-3 immün boyaması yapılarak skorlandı. 

Bulgular: Kontrol ve kuersetin grupları normal histolojik görünümdeydi. Sisplatin grubunda tubuler dilatasyon, tubul epitelinde dökülme, tubul 
epitel hücrelerinde vakuolizasyon ve proksimal tubullerde mikrovillus kaybı tespit edildi. Ayrıca yer yer infiltrasyon alanlarına da rastlandı. Sisplatin 
grubunun caspase-3 immün boyanma yoğunluğunda kontrol grubuna göre anlamlı artış tespit edildi (p=0,000). Sisplatin+kuersetin grubunda 
histopatolojik bulgular sisplatin grubuna kıyasla anlamlı derecede azalmıştı (p=0,001).

Sonuç: Bu çalışmada, sisplatinin sebep olduğu böbrek hasarının tedavisinde kuersetinin histopatolojik açıdan yararlı olduğu düşüncesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, kuersetin, caspase-3, böbrek toksisitesi, apoptoz
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GİRİŞ

Sisplatin testis, over, baş ve boyun, mesane, akciğer, lenfoma, 
serviks kanseri, melanom gibi çeşitli solid kanserlerin 
tedavisinde potansiyel ve yaygın olarak kullanılan ilaçlardan 
biridir1. Sisplatinin antikanserojen etkisi, deoksiribo nükleik 
asit (DNA) üzerindeki pürin bazları ile etkileşime girerek 
DNA hasarını oluşturması ve apoptoza (programlanmış hücre 
ölümü) yol açan sinyal iletim yollarının aktivasyonu üzerinden 
gerçekleşir1. Sisplatinin reaktif oksijen türlerinin oluşumunda 
rol oynadığı böylece intrinsik kaspazlar yoluyla apoptozisi 
indüklediği ve mitokondriyal disfonksiyona neden olduğu 
gösterilmiştir2. Sisplatin, kalsiyum sinyali, ölüm reseptörü 
sinyali ve mitokondriyal yolların aktivasyonu dahil olmak 
üzere çeşitli sinyal iletim yollarının aktivasyonunun aracılık 
ettiği apoptoz indüksiyonu yoluyla tümörlerle savaşmaktadır2. 
Antikanserojen ilaçların kullanımında sınırlayıcı en önemli 
faktör yan etkileridir. Sisplatin nefrotoksisite, kardiyotoksisite, 
hepatotoksisite, nörotoksisite ve miyelosupresyon gibi toksik 
etkilerle karakterizedir3.

Kuersetin (3,3’,4’,5,7-pentahidroksiflavon), flavonoid ailesinin 
bir üyesi olmakla birlikte çeşitli yiyeceklerde bulunan 
polifenolik bileşiklerden biridir4. Kuersetin soğan, elma, 
çilek, karnabahar, lahana ve diğer birçok gıdada bulunur5. 
Yapılan çalışmalar, kuersetinin antikanserojenik etkilere sahip 
olduğunu göstermekle birlikte, reaktif oksijen türleri üreten bir 
tür enzim olan ksantin oksidoredüktazın bir formu olan ksantin 
oksidaz aktivitesini inhibe ederek oksidatif hasarı azalttığı ve 
proinflamatuvar sitokinlerden biri olan tümör nekroz faktörü 
alfanın üretimini doza bağımlı bir şekilde inhibe ederek 
antiinflamatuvar aktiviteye sahip olduğunu göstermektedir6-8.

Bir sistein-aspartik asit proteazı olan caspase-3, apoptotik 
akış sırasında başlatıcı kaspazlar tarafından parçalanana kadar 
aktive olmaz9. Aktive olduktan sonra hücrelerdeki kaspaz 
ailesinden olmayan hedef proteinlerini spesifik bölgelerinden 
kesmektedir10,11. Böylece, programlanmış hücre ölümünde 
önemli bir rol üstlenmektedir12.

Bu çalışmada, sıçanlarda sisplatin ile oluşturulan böbrek hasarına 
karşı kuersetinin tedavi edici etkilerinin histolopatolojik olarak 
incelenmesi amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM

Gruplar

Çalışma için, İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi Hayvan Deneyleri 
Yerel Etik Kurulu’ndan onay alındı (etik kurul no: 2012/A-103, 
tarih: 09.06.2012). Hayvan hakları ‘Guide for the Care and Use of 
Laboratory Animals’ prensipleri doğrultusunda korundular. Bu 
ilkeler doğrultusunda, İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel 
Araştırma Laboratuvarı’ndan temin edilen, 28 adet sağlıklı 28-
30 günlük 300-350 gram ağırlığında erkek Wistar albino cinsi 

sıçan kullanıldı. Sıçanlar 21 gün süresince sıcaklığın 21 ºC ve 
nemin %55-60 olduğu, havalandırması olan bir ortamda, 12 
saat aydınlık ve 12 saat karanlık, gün ışığı ritmindeki odada 
bırakıldılar. Özel kafesler içinde standart pellet yem ve çeşme 
suyu ile ad libitum beslendiler. Rastgele seçilen sıçanlar her 
biri 7’şer hayvandan oluşan 4 eşit gruba ayrıldı. Gruplar; Grup 
1: Kontrol (uygulama yapılmadı), Grup 2: Kuersetin (7 gün 
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, ardından 7 gün 25 mg/kg/
intraperitoneal kuersetin) olarak düzenlendi. Kuersetin (CAS 
number: 117-39-5) ve sisplatin (CAS number: 15663-27-
1) Sigma Chemical Co.’dan (St. Louis, MO) temin edildi. Bu 
çalışmada kullanılan sisplatin ve kuersetin dozları literatürde 
daha önce yapılan çalışmalara göre belirlenmiştir13,14.

Histopatolojik Analiz

Deney sonunda sıçanlar ketamin (90 mg/kg/intraperitoneal) 
anestezisi altında sakrifiye edildi. Böbrekleri çıkarıldı, serum 
fizyolojik ile yıkandı ve histolojik değerlendirme için %10 
nötral tamponlanmış formalin solüsyonunda fikse edildi. 
Dokular 72 saat formalinde fikse edildikten sonra artan alkol 
serilerinden (%70, %80, %96 ve %100) geçirilerek dehidrate 
edildi. Son olarak ksilende bekletildikten sonra parafine 
gömüldü. Tam otomatik bir mikrotom kullanılarak 5 μm 
kalınlığında doku kesitleri elde edildi. Genel histolojik yapıyı 
incelemek amacıyla hematoksilen-eozin ve glikojen birikimini 
gözlemlemek amacıyla periodic acid-schiff (PAS) boyama 
yöntemleri uygulandı.

Histopatolojik Değerlendirme

Değerlendirme çalışmadaki bir histolog tarafından çift kör 
bir şekilde yapıldı. Renal hasar, histopatolojik değişikliklerin 
derecesi ve yaygınlığına göre yarı kantitatif olarak belirlendi. 
Dokular tubullerde dilatasyon, tubul epitelinde dökülme, tubul 
epitel hücrelerinde vakuolizasyon, peritubuler infiltrasyon ve 
proksimal tubullerde mikrovillus kaybı açısından incelendi. Tüm 
kesitler 10 farklı alanda 20X büyütmede incelenerek, her bir 
parametre için 0 (değişiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (ağır) 
olarak skorlandı15. Maksimum ortalama histopatolojik hasar 
skoru 15 idi. Doku kesitleri, Leica DFC 280 ışık mikroskobu ve 
Leica Q Win görüntü analiz sistemi (Leica Microscope Imaging 
Solution Ltd, Cambridge, UK) ile incelenerek değerlendirmesi 
tamamlandı ve fotoğrafları çekildi. 

İmmünohistokimyasal Analiz

Caspase-3 antikoru (ab13847; Abcam, Kimera, Türkiye) 
kullanılarak immünohistokimyasal (IHC) boyama yapıldı. 
Tubuler ve glomerüler caspase-3 immünoreaksiyonu, Leica DFC 
280 marka ışık mikroskobunda yarı kantitatif olarak incelendi. 
Boyama yoğunluğunu belirlemek için her kesitten 10 alan X20 
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büyütme ile incelendi ve (0) boyanma yok, (1) zayıf boyanma, 
(2) orta derecede boyanma ve (3) şiddetli boyanma olarak 
skorlandı. Doku kesitleri, Leica DFC 280 ışık mikroskopu ve 
Leica Q Win görüntü analiz sistemi ile incelenerek skorlandı, 
fotoğrafları çekildi.

İstatistiksel Analiz

İstatistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences 
(SPSS) (SPSS for Windows version 13.0) programı ile yapıldı. Tüm 
sonuçlar aritmetik ortalama±standart hata olarak ifade edildi. 
Grupların karşılaştırmasında parametrik olmayan testlerden 
Kruskal-Wallis varyans analizi tüm değişkenler yönünde tüm 
grupların karşılaştırılmasında kullanılırken, değişkenlerinin 
ikili karşılaştırılmasında ise Mann-Whitney U testi kullanıldı. 
P<0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.

BULGULAR 

Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu normal histolojik görünümdeydi. Kuersetin 
grubu kontrol grubu gibi normal histolojik görünüme sahipti. 

Kontrol grubu ile kuersetin grubu arasında histopatolojik 
bulgular açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık 
bulunmadı (p>0,05). Sisplatin grubunda (Şekil 1F) ortalama 
histopatolojik hasar skoru, kontrol (Şekil 1A) ve kuersetin 
(Şekil 1B) gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı derecede 
artmıştı (p=0,001). Sisplatin grubunda; tubullerde dilatasyon, 
tubul içine epitelyal dökülme (tubular kast), tubul epitel 
hücrelerinde şişme ve vakuolizasyon ile proksimal tubullerde 
mikrovillus kaybı tespit edildi (Şekil 1C, 1E, 1H). Ayrıca sisplatin 
grubunda, glomerüllerde PAS (+) boyanma yoğunluğunda artış, 
yaygın hemoraji ve yer yer peritubuler infiltrasyon alanlarına 
da rastlandı (Şekil 1D, 1F, 1G, 1H). Sisplatin+kuersetin 
grubunda değerlendirilen tüm histopatolojik bulgular sisplatin  
grubuna göre anlamlı derecede azalmıştı (p=0,001) (Tablo 1) 
(Şekil 1C-K). Tüm gruplara ait ortalama histopatolojik hasar 
skoru Tablo 1’de verilmiştir. 

İmmünohistokimyasal Bulgular

Anti-caspase-3 antikoru ile kontrol ve kuersetin grubunda 
hafif yoğunlukta boyanma tespit edildi (Şekil 2A, 2B). Sisplatin 
grubunda ise boyanmanın yoğunluğu özellikle proksimal 

Şekil 1. Böbrek histopatolojisi. Kontrol grubu (A) ve Kuersetin grubu (B) normal histolojik görünümdeydi [hematoksilen-eozin (H-
E) X20]. Sisplatin grubunda (C-H) pek çok histopatolojik bulguya rastlandı. Bu grupta; tubullerde dilatasyon (C), yaygın hemoraji 
(D), tubul içine epitelyal dökülme (E), tubul epitel hücrelerinde şişme ve vakuolizasyon (E), peritubuler infiltrasyon (F, G), proksimal 
tubullerde mikrovillus kaybı ve glomerüllerde PAS (+) boyanma yoğunluğunda artış (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 azalmıştı. I, 
J. Sisplatin+kuersetin (H-E X20). K. Sisplatin+kuersetin (PAS X20)
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tubullerde dikkati çekecek kadar artmıştı. Sisplatin ve 
sisplatin+kuersetin grupları karşılaştırıldığında, caspase-3 IHC 
boyanma yoğunluğunda istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 
görüldü (p<0,005) (Şekil 2C, 2D). Tüm gruplara ait IHC skor 
Tablo 2’de verilmiştir.

TARTIŞMA

Sisplatinin en yaygın yan etkilerinden biri doza bağımlı renal 
toksisitedir16. Sisplatin nefrotoksisitesi akut böbrek hasarı, distal 
renal asidoz, hiperürisemi, hipomagnezemi, hipokalsemi veya 
kronik böbrek yetmezliği gibi çok farklı tablolarla karşımıza 
çıkabilir17-22. Sisplatin nefrotoksisitesi sisplatinin renal epitel 
hücrelerine taşınması, nükleer ve mitokondriyal DNA’nın 
yaralanması, hücre ölümünün yollarının aktivasyonu ve güçlü 
bir inflamatuvar yanıtın başlamasının sonucudur23.

Yapılan bir çalışmada, intraperitoneal tek doz 7 mg/kg 
sisplatin uygulanan erkek Sprague-Dawley cinsi 200 gram 
ağırlığında sıçanların böbreklerinde tubuler dejenerasyon ve 
nekroz, tubullerde hiyalin döküntüleri, intertubuler kanama, 
glomerülde tıkanıklık ve vakuolizasyon bildirilmiştir24. Biz de 
çalışmamızda aynı doz sisplatin uyguladık ve renal tubullerde 

Tablo 1. Tüm gruplara ait histopatolojik hasar skor tablosu
Gruplar Histopatolojik hasar skoru

Grup 1: Kontrol 0,50±0,26

Grup 2: Kuersetin 0,87±0,35

Grup 3: Sisplatin 11,37±0,56a

Grup 4: Sisplatin+kuersetin 7,62±0,37b

Veriler aritmetik ortalama±standart hata olarak ifade edildi (n=7).
aGrup 3 vs grup 1 ve grup 2 p=0,001
bGrup 4 vs grup 3 p=0,001

Şekil 2. Anti-caspase-3 antikoru ile immünohistokimyasal (IHC) boyama. Kontrol grubu (A) ve kuersetin grubunda (B) hafif 
yoğunlukta boyanma tespit edildi (anti-caspase-3 X20). C. Sisplatin grubunda anti-caspase-3 ile boyanmanın yoğunluğu özellikle 
proksimal tubullerde artmıştı (anti-caspase-3 X20). D. Sisplatin+kuersetin grubunda IHC boyanma yoğunluğunda azalma görüldü 
(anti-caspase-3 X20)
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dilatasyon, epitelyal dökülme (tubular kast) bulgularını 
gözlemledik. Yakın zamanda yapılan başka bir çalışmada, yine 
bizimle aynı doz sisplatin uygulanan sıçanların böbreklerinde, 
tubuler vakuolar dejenerasyon ve tubullerin lümeninde hiyalin 
deskuamasyonun yanı sıra perivasküler enflamatuvar hücre 
infiltrasyonu da tespit edilmiştir25. Bu bulgular da çalışmamızı 
desteklemektedir.

Sisplatin renal toksisitesine karşı antioksidan etkileri 
gözlemlemek için yapılan bir çalışmada, böbrek dokusunun 
elektron mikroskobik görüntülenmesinde tubullerde 
mikrovillus yapısının bozulduğu ve fokal kaybı gözlenmiştir26. 
Çalışmamızda, PAS boyaması yapılan kesitlerde proksimal 
tubullerde mikrovillus kaybını gözlemledik.

Sisplatinin ciddi yan etkileri sebebiyle çeşitli antioksidan 
etkinliği olan ajanlar bu kemoterapötik ilaçla birlikte 
denenmektedir27. Kuersetin birçok besinde bol miktarda 
bulunan en yaygın diyet polifenolik bileşiklerinden biridir. 
Serbest radikalleri temizleyerek ve geçiş metal iyonlarını 
şelatlayarak düşük yoğunluklu lipoproteinlerin oksidasyonunu 
önleyen radikal oksijen türlerine karşı etkili bir antioksidandır6,28. 
Anti-enflamatuvar, anti-kanserojen ve antiviral özelliklere 
sahiptir29-31.

Nefrotoksisitenin etkilerinin geri döndürülmesi amacıyla 
yapılan bir çalışmada, kurşun elementinin oluşturduğu renal 
tubuler dejenerasyon, nekroz, vakuolizasyon ve mononükleer 
hücre infiltrasyonu gibi histopatolojik bulguların 10 mg/kg 
kuersetin ile gerilediği ve normal histolojik görünüme döndüğü 
gözlenmiştir32. Çalışmamızda, sisplatin+kuersetin grubumuzda, 
sisplatin grubuna göre renal tubullerde dilatasyonun ve tubul 
epitel hücrelerinde vakuolizasyonun düzeldiğini tespit ettik. 

Siklosporin ile oluşturulan renal hasarda kuersetinin 
interstisyel fibrozis, arteriyopati, glomerüler bazal membran 
kalınlaşması, tubuler epitel hücrelerinde vakuolizasyon ve 
tubul lümenine deskuamasyon bulgularını azalttığı tespit 
edilmiştir33. Yaptığımız çalışmamızda kuersetin uygulaması ile 
epitelyal dökülme (tubular kast) ve vakuolizasyon bulgularının 
azaldığını gözlemledik. 

Diyabetik nefropati modelinde kuersetinin etkilerinin 
araştırıldığı bir çalışmada epitelyal deskuamasyon, 

intrasitoplazmik vakuolizasyon, proksimal tubullerde fırçamsı 
kenar kaybı ve peritübüler infiltrasyon gibi histopatolojik 
bulguların kuersetin uygulamasıyla azaldığı bildirilmiştir15. 
Çalışmamızda sisplatin ile oluşan tubuler dilatasyon, tubul 
lümenine epitelyal döküntü (tubular kast), tubul epitel 
hücrelerinde vakuolizasyon ve proksimal tubullerde mikrovillus 
kaybının kuersetin uygulaması ile düzeldiğini tespit ettik. 

Caspase-3, hücre apoptozunda anahtar bir zimojendir9. Yapılan 
bir çalışmada, deneysel meme adenokarsinomu oluşturalan 
sıçanlara 4 mg/kg sisplatin ve ardından için 50 mg/kg kuersetin 
uygulanmıştır. Sisplatinin renal tubuler epitel hücrelerinde 
dökülme, fırçamsı kenar kaybı, tubul lümeninde hiyalin 
birikimi ve tubullerin genişlemesine yol açtığı görülmüştür. 
Caspase-3 immün boyaması sonucunda, sisplatin ile boyama 
yoğunluğunun arttığı, fakat sisplatin+kuersetin grubunda 
boyanma yoğunluğunun azaldığı bildirilmiştir34. Çalışmamızda, 
7 mg/kg sisplatin ve 25 mg/kg kuersetin uygulanmış ve 
caspase-3 antikoru ile boyanma yoğunluğunun arttığı tespit 
edilmiştir. 

Çalışmanın Kısıtlılıkları

Sunulan çalışma, düşündüğümüz sonuçları ortaya koymasının 
yanı sıra, bazı sınırlamalara sahiptir. En önemli sınırlama, 
Kuersetinin antioksidan bir madde olması sebebiyle 
biyokimyasal verileri olmalıydı. Ek olarak elektron mikroskobi 
ile incelemelerden elde edilen verilerin doğrulanması sonuçları 
daha da güvenilir hale getirebilir. 

SONUÇ

Sonuç alarak, sisplatinin sebep olduğu böbrek toksisitesinin 
tedavisinde kuersetinin histopatolojik açıdan yararlı olduğu 
ve apoptotik yolaklarda olumlu etki yaptığı görülmektedir. 
Bu konu ile ilgili farklı doz ve sürelerde yeni çalışmaların 
yapılmasının literatüre katkı sağlayacağını düşünmekteyiz.
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Tablo 2. Tüm gruplara ait caspase-3 immün skor tablosu
Gruplar Caspase-3 boyanma yoğunluğu

Grup 1: Kontrol 0,37±0,18

Grup 2: Kuersetin 0,62±0,18

Grup 3: Sisplatin 2,37±0,18a

Grup 4: Sisplatin+kuersetin 1,37±0,18b

Veriler aritmetik ortalama±standart hata olarak ifade edildi (n=7).
a Grup 3 vs grup 1 ve grup 2 p=0,000
bGrup 3 vs grup 4 p<0,005
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Çıkar Çatışması: Yazarlar bu makale ile ilgili olarak herhangi 
bir çıkar çatışması bildirmemiştir.

Finansal Destek: Çalışmamız için hiçbir kurum ya da kişiden 
finansal destek alınmamıştır.
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