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OZET

Ratlarda Cisplatin ile Indiiklenen Kardiyotoksisiteye Karsi Probiyotiklerin
Koruyucu Etkisinin Biyokimyasal, Histopatolojik ve immunohistokimyasal Olarak
Arastirllmasi

Amacg: Cisplatin (CP) bir antineoplastik veya sitotoksik kemoterapi ilacidir. Son
zamanlarda antineoplastik ilaglarin sitotoksik etkilerini en aza diisiirmek amaci ile bitkisel
kokenli bilesiklerin kullanildigr ¢alismalarin sayisi giderek artmaktadir. Bu amacla
kullanilan bilesiklerden birisi de Lactobacillus lactis probiyotigidir. Bu ¢alismada CP ile
indiiklenmis kardiyotoksisitenin kalp histopatolojisi, bazi enzimler ve apoptotik

markerlar tizerine Lactobacillus lactis’ in koruyucu etkilerinin aragtirilmasi amaglandi.

Materyal ve Metot: Arastirmamizda yaklasik 200-250 g agirhiginda, 28 adet
erkek eriskin Sprague Dawley irki ratlar kullanildi. Her bir grupta yeterli doku

orneklerinin saglanabilmesi i¢in 7 adet rat kullanild1 ve 4 grup olusturuldu.

Grup 1’e 7 giin boyunca i.g. 1 ml distile su ve Grup 2’ye ise 4 giin boyunca i.g.
distile su ve 5-7. Giinler aras1 3 giin boyunca intra peritoneal (i.p.) Cisplatin (7.5 mg/kg)
uygulandi. Grup 3’e 7 giin boyunca 1 ml/mg/kg dozunda i.g. probiyotik uygulamasi
yapildi. Grup 4’e 1 ml/mg/kg i.g dozlarda 7 giin boyunca Lactobacillus lactis probiyotigi
uygulandi. Probiyotik uygulamasimin 5. giinii 3 giin boyunca i.p. Cisplatin (7.5 mg/kg

dozunda) enjekte edildi. Deneysel uygulamalar sonunda kan ve kalp dokular1 alindu.

Biyokimyasal olarak, MDA, SOD, GSH, NO, Troponin I, CK, CK-MB ve LDH
diizeyleri tayin edildi. Kalp dokusu rutin histopatoloji gerceklestirildi ve
immunhistokimya i¢in Tnf o, Caspase-3 ve Bcl-2 boyamasi yapildi ve 11k
mikroskobunda incelendi.

Bulgular: CP’ nin ratlarda kalbin histopatolojik yapisi, bazi enzimler,
antioksidanlar ve immunhistokimyasi iizerine kardiyotoksik etkisi olusturdugu gorildi.
Probiyotik olarak kullanilan Lactobacillus lactis’in ise bu kardiyotoksik etkiyi azalttig

saptandi.

Sonug¢: CP ile indiiklenen ratlarda olusan kardiyotosisite tizerine Lactobacillus
lactis’in  biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak koruyucu

etkilerinin oldugu gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Cisplatin, Enzim, Kalp, Probiyotik, Rat.



ABSTRACT

Investigation of the Protective Effect of Probiotics on Biochemical,
Histopathological and Immunohistochemical Parameters on Cisplatin-Induced
Cardiotoxicity in Rats

Aim: Cisplatin (CP) is an antineoplastic or cytotoxic chemotherapy drug.
Recently, the number of studies using herbal compounds to increase the number of
cytotoxic effects of antineoplastic drugs is increasing. One of the compounds used for
this purpose is Lactobacillus lactis probiotic. In this study, it was aimed to investigate the
protective effects of Lactobacillus lactis on histopathology of the heart and some enzymes

and apoptotic markers of CP-induced cardiotoxicity.

Material and Methods: In this study, 28 male Sprague Dawley rats weighing
approximately 200-250 g were used. In order to provide sufficient tissue samples in each
group, 7 rats were used in each group and 4 groups were formed.

All animals were subjected to standard maintenance and feeding conditions.
Group 1 received 1 ml distilled water intragastric (i.g.) for 7 days, Group 2 was given
distilled water (i.g) for 4 days and in the experiment between 5-7 days cisplatin (7.5 mg /
kg) was administered intraperitoneally (i.p.). Group 3 were applied probiotics 1 ml / mg
/ kg (i.g.) for 7 days. Group 4 were applied Lactobacillus lactis probiotics 1 ml / mg / kg
doses (i.g) for 7 days. On the 5th day of the experiment, i.p. Cisplatin (7.5 mg / kg dose)
was injected. At the end of the experimental applications, blood and heart tissues were
collected. Biochemically, MDA, SOD, GSH, NO, Troponin I, CK, CK-MB and LDH
levels were determined. Cardiac tissue routine histopathology was performed and Tnf a,
Caspase-3, and Bcl-2 staining were performed for immunohistochemistry and examined

under the light microscope.

Results: CP was found to have a cardiotoxic effect on the histological structure of
the heart, some enzymes, antioxidants and immunohistochemistry in rats. Lactobacillus

lactis, used as a probiotic, was found to suppress this cardiotoxic effect.

Conclusion: It has been shown that Lactobacillus lactis has biochemical,
histopathological and immunohistochemically protective effects on cardiotoxicity in CP-

induced rats.

Keywords: : Antioxidant, Cisplatin, Enzyme, Heart, Lactobacillus lactis, Rat.
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1. GIRIS

Cisplatin (CP) bir antineoplastik veya sitotoksik kemoterapi ilacidir ve CP,
Platinol® ve Platinol®-AQ ticari ismi i¢in jenerik isimdir. Bazi durumlarda, saglik
uzmanlart, jenerik ilag adi cisplatin'e atifta bulunurken Platinol® ve Platinol®-AQ ticari
admi1 veya CDDP gibi diger adlar1 kullanabilmektedirler. CP ileri mesane kanseri, testis,
yumurtalik, bas ve boyun, 6zofagus, kiiglik ve kiigiik hiicreli dis1 akciger, meme, mide ve
prostat kanserleri tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica Hodgkin ve Hodgkin dist
lenfomalar, néroblastom, sarkomlar, multipl miyelom, melanom ve mezotelyoma
tedavisinde de kullanilmaktadir.>? CP ile tedavide, beyaz ve kirmizi kan hiicreleri ile
trombosit sayilart gegici olarak azalabilir. Bu durum canliy1 enfeksiyon, anemi ve / veya
kanama riskine maruz birakabilir. Normale doniis ise 7-21 giin arasinda sekillenebilir.
Gegici sa¢ dokiilmesi genellikle tedavinin baslamasindan 3-6 hafta sonra baslar. Cilt veya
tirnaklarda renk degisikligi geligebilir. Renk ve/veya doku farkli olsa da, tedavi
tamamlandiktan sonra saglar yeniden biiyiir. Bulant1 ve kusma tedaviden 6-10 saat sonra
baglar daha biiyiik dozlarda daha da artar, istahsizlik goriiliir. Cesitli yan etkilerinin yani
sira, Cisplatinin yiiksek dozlarimin kardiyotoksisite, hepatotoksisite ve nefrotoksisiteye
neden oldugu bilinmektedir. Tedavide CP’ nin yan etkilerini bazi insanlar yasarken
bazilarida CP nin belirtilen yan etkilerinden hi¢ birini yasamaz. Tedavide CP nin yan
etkileri genellikle baslangiclari, siireleri ve siddetleri acisindan onemlidir. Tedavi
tamamlandiktan sonra CP’nin yan etkileri biiyliik Olgiide kisa zamanda ortadan
kalkmaktadir.>® Ayrica CP’ nin yan etkileri septomatik tedavi ile ydnetilebilir. CP’ nin
yan etkilerini en aza indirmek veya &nlemek icin bir¢ok segenek vardir. insan ve hayvan
organizmalar1 i¢in faydali oldugu bilinen probiyotikler, deneysel organ toksikasyonu
caligmalarinda protektif etkili bilesik olarak kullanilmaktadir. Bu probiyotiklerden bir

taneside Lactobacillus lactistir. Lactococcus , ayran ve peynir liretiminde yaygin olarak



kullanilan Gram-pozitif bir bakteridir, ayn1 zamanda insan hastaliginin tedavisinde de
canlt olarak kullanilan ilk genetigi degistirilmis organizma olarak da tinlenmistir.

Genetik olarak tasarlanmis L. lactis , enflamatuar bagirsak hastaliklarinin (IBD)
tedavisine terapotik miidahale i¢in sitokin interlokin-10'u (IL-10) salgilayabilir, Lothar
Steidler ve Wolfgang Hans* tarafindan yapilan bir calisma, IL-10'un genetik olarak
tasarlanmig L. lactis tarafindan in situ sentezinin, tiimor nekroz faktoriine (TNF) veya
rekombinasyon IL-10'a kars1 antikorlar gibi sistemik tedavilerden ¢ok daha diisiik dozlar
gerektirdigini gdstermektedir. Prensip olarak, bu yontem, biiyiik miktarlarda tiretilmesi
kararsiz veya zor olan diger protein terapdtiklerinin bagirsakga verilmesi ve IBD'nin
sistemik tedavisine alternatif olarak faydali olabilir.

Zhang B ve ark. (2016)° KISS1 olarak bilinen tiimdr metastazi inhibe edici peptit
iceren bir plazmid tasiyan bir L. lactis susu olusturdu. L. lactis NZ9000' in, insan
kolorektal kanser HT-29 hiicreleri {izerinde inhibisyona neden oldugu ve aktif KiSS1
proteininin daha fazla salgilandigi gosterilmistir. Rekombinant L. lactis susundan
salgilanan KiSS1, tiimor hiicresi biiylimesini, hayatta kalma, istila, iltthaplanma ve
anjiyogenezi  kontrol eden sinyal yollarinin  diizenlenmesi olan  Matrix
metalloproteinazlarin (MMP-9) ekspresyonunu etkili bir sekilde azaltmistir.® Bu da,
hayatta kalma oranini azaltir, metastazi inhibe eder ve kanser hiicrelerinin uyku halini
indiikler. Ek olarak, LAB'min ekzopolisakkarit iiretme kabiliyeti nedeniyle tlimor
biiyiimesinin LAB susunun kendisi tarafindan inhibe edilebildigi gosterilmistir.}%!! Bu
caligma L. lactis NZ9000'in HT-29 proliferasyonunu inhibe edebilecegini ve kendi bagina
hiicre apoptozunu indiikleyebilecegini gostermektedir. Bu susun yapisinin basarisi,
kanser hiicrelerinin gd¢iinii ve genislemesini dnlemeye yardimcei oldugu, bu 6zel peptidin
L. lactis 'in salgilama oOzelliklerinin gelecekte kanser tedavisi igin yeni bir arag

olabilecegini gdstermistir.*2



Kalp ve dolasim sistemi hastaliklarinin teshisinde ve tedavinin seyrinin takibinde
bazi biyomarker degerlerinden de yararlanilmasi daha iyi bir sonu¢ alinmasini saglar.
Bakilacak biyomarkerlarin ise kalp dis1 dokularda olmamasi, kalpte yiiksek yogunlukta
olmasi ve herhangi bir kalp hasarinda kana hizli bir sekilde ge¢cmesi Onemlilik arz
etmektedir. Bu baglamda ise Troponin I, CK ve CK-MB, LDH, MDA, SOD, GSH, NO,
Tnf-a, Cas-3, Bcl-2 degerleri 6nemlidir.

Kanser ve CP nin tedavi siirecinde ki etkilerini incelemek amaciyla ¢ok sayida
aragtirma yapilmistir.>%131° Fakat CP nin olusturdugu yan etkileri giderebilmek amaciyla
Lactobacillus lactis’ in kalbin histopatolojisi, bazi enzimler ve apoptotik markerlar
tizerinde koruyucu etkilerini arastiran yeterli miktarda ve dogrudan arastirmaya da
rastlanilmamustir.

Bu c¢alismada; ratlarda, CP ile indiikklenmis kardiyotoksisitede, kalbin
histopatolojisi ve bazi enzimler ile apoptotik markerlar iizerine Lactobacillus lactis’ in

protektif etkilerinin arastirilmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kalp

2.1.1. Kalp Embriyogenesi

Ilkel bir kas tiirii olan kalp kas1 embriyonik evrede ilk basta basit bir endotelden
olugsur. Embriyonik dénemin 22. giiniinde bu olusum kalin bir splanik mezoderm
katmanla sarilarak cift kat haline doniisiir. Sekillenen bu son katman myokardiyum adini
alarak kalbin kas katmanin temelini olusturur.'®” I¢ katmansa ilerleyen evredeki kalbin
endotelyumunu olusturur. Kalbin myoblastlar1 dis katmandaki myokardiyumdan
baskalasir. Boylelikle embriyonik donemin ilk ayinda kalp kasi belirir. Kalp kasi
gelisiminin bundan sonraki evresinde myoblastlarin sitoplazmalarinda ¢ok sayida
myoflamanlar olusur Ki , bunlar da kalp kasmin kasilma yeteneginden sorumludurlar. 819
Bu myoblastlardan yeni myoflamalarin olusumu ile kalp kas1 lifleri gelisir. Kalp kasi
hiicrelerindeki sitoplazmada farklilagmis olusumlarin miktar1 arttikga bdliinme
yetenekleri zayiflar. Kalp kas1 hiicreleri genellikle bu asamadan sonra tek bir hiicrenin
farklilasmasini ve bilyiimesini gerceklestirir.?%?! Kalp kas1 hiicreleri gelisirken birbirine
yapisir. Bu kas liflerinin bazisinin ¢aplart genisler ve birkag myofibril iceren 6zel bir kas
demeti halini alarak purkinje hiicrelerini sekillendirir. Normal kalp kasi hiicrelerinden
farklilasan bu hiicreler kalbin sinirsel uyarim sisteminden sorumlu olurlar.’ Fotal gelisim
stirecinde kalp kasi selektif yolaklarla baskalasimi gerceklestirirler. Bu metamorfozun
neticesinde kalp hacimce biiylir ve sinirsel agi olusturur. Dogumdan sonar, ortalama 6
yaslarinda kalbin eriskin (interkalat disk yapisi) diizeyinde gelisimi tamamlanmis
olur.?1-23

2.1.2. Kalp Anatomisi

Biiyiik bir kism1 kaslardan olusan kalp, kan1 pompalama gorevine uygun bir

morfolojiye sahip olup, koni bigimindeki hayati bir organdir. Kalp gogiis kafesi igerisinde



mediastinuma konumlanmis vaziyettedir. Sag ve solunda akciger anteriorunda sternum
posteriorunda ise sirt ve omur kaslartyla ¢evrilidir. Kalbin 6n (facies sternocostalis), alt
(facies diaphragmatica) ve arka (basis cordis) olmak iizere ii¢ diizlemi bulunur.?#? Koni
bigimindeki bu organin tepe kimi apex kordis tabanini ise basis cordis olusturmaktadir.
Apex anterosinister yoOniinde basis cordis ise posteriodextere dogru yerlesim
gostermektedir. Kalp, en disinda onu bir kese gibi kaplayan zarsal bir olusumla
kaplhdir.?62 Perikardiyum adi1 verilen bu yap1 fibroz perikardiyum (pericardium
fibrosum) ve serdz perikardiyum (pericardium serosum) olmak {izere iki katmandan
olusur. Fibréz perikardiyum dis yiizeyi olustururken; ser6z perikardiyum i¢ yiizeyi
olusturur. Serdz perikardiyum ise pariyetal (lamina parietalis) ve epikard (lamina
visceralis) tabakalarindan olusur. Bu iki tabaka arasindaki bosluk ise kavum perikardi
olarak adlandirilmaktadir. Bu bosluk i¢inde kalbin rahat ¢alismasini saglayan perikardiyal
stv1 (liquor pericardii) yer alir.?%3° Kalbin i¢ yapisinda, iki biiyiik ve iki kiiciik olmak
tizere dort tane odacik bulunmaktdir. Bunlardan sag ve sol karinciklar (ventriculus cordis)
biiyiik, sag ve sol kulak¢iklar (atrium cordis) kiigiiktiir. Her iki kulakg¢ik birbirlerinden
ince bir bolme (septum interatriale) ile ayrilirken; her iki karincik ise bir birinden biraz
daha kaln bir bdlmeyle (septum interventriculare) ayrilir.?>3! Toplardamarlar ile
kulak¢iga gelen kan iki farkli kalp kapagini asar ve karinciklara geger. Dolyisiyla daha
fazla dirence maruz kalan ventrikiiller atriyumlara nispeten daha kalin bir kas katmanina
sahiptirler. Kulak¢ik ve karmciklar birbirlerinden bag dokudan olusan bir yapiyla
ayrilirlar. Fakat sag kulakc¢ik sag karincikla; sol kulakgik ise sol karincikla birbirleriyle
tizerlerinde kapak tasiyan birer delikle baglantilidirlar. Sag atriyum sag ventrikiille 3
kapakgeik (trikuspit=valva tricuspidalis, valva atrioventricularis dextra) ile ayrilirken; sol
atriyum sol ventrikiille 2 kapakgik (mitral kapak=valva mitralis, valva atrioventricularis

sinistra) ile ayrilmistir.323% Sag karincik ve duvarindan sag kulak¢iga uzanan kasilmada



sorumlu muskulus papillarisler bulunur ki bunlarin uzantilar1 da korda tendinea ile
saglanir. Benzer antomi sol karincik ve sol kulakgik igcinde gecerlidir. Kulakgiklara
baglanan korda tendinalar kanin geri vurumunu 6nlerler. Sol karincigin yukari bitiminde
aort damarinin baslangici var olup, burada aort kapagi (valva aortae) yer alir ki; bu damar
ayn1 zamanda en biiylik atar damardir. Benzer olusum (valva trunci pulmonalis) sag
kulakgik ile pulmoner atardamar arasinda da bulunur.343°

Kalpteki en kalin duvar sol ventrikiilde bulunup bu bélmenin giiclii kasilimiyla
viicudun en u¢ kismina dahi kan tasiimi gergeklestirilir. Sag ventrikiil ise ikinci kalin
duvar olup, bu da akcigerin tiim alveollerine kan pompalamakla yiikiimliidiir. Viicudun
biitiiniinden toplanan kan alt toplar (vena cava inferior) ve ist toplar (vena cava superior)
damarlar ile kalbin sag kulak¢igina gecer. Buradan kan pulmoner damarlar (arteriae
pulmonalis) ile sag karincigi terk eder. Akcigerlerde arman kan ise pulmoner
toplardamarlar (venae pulmonalis) ile sol kulakgiga giris yapar ve buradan sol karinciga
gecip, tiim viicuda pompalanir.3>3¢

2.1.3. Kalp Histolojisi

Kalp 3 tabakadan olusur. Distan i¢e dogru perikart, miyokart ve endokart olarak
adlandirilmaktadir. Dista bulunan "perikart", kalbi distan saran fibro ser6z yapida bir
zardir. Bu zarin arasinda siirtlinmeyi azaltan bir s1vi bulunur.

Kalp kasi tipki iskelet kasi gibi enine ¢izgilenmeler gosterir. Genellikle tek
cekirdekli hiicrelerin birbirleriyle siki baglanmasiyla olusan silindirik yapr soz
konusudur. Kalp kas1 hiicreleri yan dallarla (kollateral) bitisik hiicrelere uzanti
yapmaktadirlar. Bu bilesenler iic boyutlu kas aglarini meydana getirir.?23738 Tek
cekirdekli bazen ¢ift ¢cekirdek bulundurabilen kas hiicreleri ortalama 15 um c¢apinda ve

100 nm uzunlugundadir. Cekirdekler oval sekilde olup, uzun eksene paralel yerlesim

gostermektedir. Kalp; kasi hiicrelerinden olusan kas demetleri vertikal, horizontal ve



oblik uzant1 yapmaktadir. Kalp kaslar1 arasinda intermyokardiyal olarak isimlendirilen
kan ve lenf damarlar1 ile zengin bag doku yer almaktadir. Kalp kasi hiicrelerinin
beslenmeleri buradaki kan ve lenf kapillarlar1 ile saglanmaktadir. Beslenme tam
manastyla bu kapillarlar ile sarkolemma arasinda difiizyonla gerceklesmektedir.>>*° Kalp
kast yapist geregi oldukca fazla diizeyde enerjiye ihtiya¢ duydugundan i¢inde bol
miktarda krista iceren ¢ok sayida mitokondri igermektedir. Kalp kasi sarkoplazmasi
yiiksek diizeyde protein agirlikli aktin ve miyozin flamentlerini igerir. Cekirdege yakin
golgi kompleksi bulunmaktadir. Bu organel g¢evresinde yag damlaciklari, lipofuksin
pigmenti ve glikojen kiimeleri vardir.** Kalp kast liflerinden 6zellesen purkinje hiicreleri
ise sinirsel iletimin bas roliinde bulunup, endokardin i¢ ylizeyinde 0Ozellikle
interventrikiiler septada lokalize olmuslardir. Morfolojik olarak kalp kasi hiicrelerine
kiyasla daha genis ve kalindir. Kalp kas1 iskelet kas1 gibi koyu renkli A bandi ve agik
renkli I bandi tasirlar. A bandi ortasinda agik renkte H bandi ve onunda medialinde koyu
renkte M ¢izgisi bulunur. I bandinin medialinde ise Z band1 bulunmaktadir.®”*? Kalp kasi
liflerinin  birbirlerine baglandigi yerde kalin diskler (Interkalat diskler=Diskus
intercalatus) yer alir. Bu baglantilar hiicreler arasi iletimde gorev almaktadir. Interkalat
disklerdeki baglantilar sayesinde kas hiicrelerinin birbirine sikica baglanmalar1 ve iyon
biitlinliigii saglanir. Ayrica bu baglantilar sayesinde hiicreler arasi iletimin hizli ve linear
seyrine katk1 saglar,3843

2.1.4. Kalp Fizyolojisi

Kalp biitiiniiyle bir pompalama mekanizmasi olsa da esasen iki ayr1 sisteminden
olusmaktadir. Bunlardan biri kandaki oksijen ve karbondioksit degisimini
gerceklestirmek igin akcigelerden pompalanan kan dolasimi olustururken; digeri ise
akcigerden gelen ve viicuda pompalanan kan dolasimini olusturmaktadir.3®#* Viicuttan

toplanan kan sag atriyuma gelir ve buradan sag ventrikiile taginir. Sag ventrikiilden



akcigere gonderilen kan akcigerlerde karbondioksiti birakip oksijen baglar. Akcigerde
oksijen yiiklenen kan sol atriyuma doner boylece kiigiik kan dolagimi gergeklesmis olur.
Sol atriyumlara gelen kan sol ventrikiile gecer ve sol ventrikiille tiim viicuda pompalanir.
Tiim dokulara pompalanan kanin oksijeni birakip karbondioksidi yiiklenerek sag
atriyuma tasmmasiyla da biiyiik kan dolasimi gerceklesmis olur.***’ Bu sekilde kan
dolasimi tek yonlii gergeklesmektedir. Dolasim aginda bu tek yonlii akima uygun
valviiller yer almaktadir. Kalbin kasilmasi anlamina gelen sistol durumunda kan tim
viicuda ve akcigere pompalanirken; kalbin gevsemesi manasimna gelen diyastol
durumunda ise kulakciklara gelen kan karmciklart doldurmaktadir.***® Kalbin
pompalama islemini gerceklestirebilmesi i¢in ii¢ farkli kalp kas1 hiicresi rol almaktadir.
Bunlar; atriyam kas hiicreleri, ventrikiil kas hiicreleri ve sinirsel iletide gorevli
hiicrelerdir. Bunlardan ilk iki hiicre tipi benzer yapidadir. Kalp kasi hiicrelerinde kasilma
islevini saglamak i¢in troponin ve tropomiyozin proteinleri vardir. Kalbin kasilabilmesi
icn Kalsiyum ve ATP enerjisi olduk¢a énemlidir.*® Kalp kas1 hiicrelerinin membranlari
birbirleriyle kaynasarak sinsityum olarak adlandirilan bir ag orgiisii olusturmaktadirlar.
Gerek bu sinsityal olusum ve gerekse interkalat diskler sinirsel uyarimi
gerceklestirmektedir. Interkalat disklerde nekzus adi verilen olusumlar vardir. Bu
olusumlar sayesinde birbirine bagl kalp kasi hiicreleri uyarim sirasinda tek bir hiicre gibi
algi olustururlar. Bu sinirsel uyartya birden ¢ok hiicrenin tek bir hiicre gibi cevap vermesi
olayma “fonksiyonel sinsityum” denilir.*#%° Kalpte iki farkli sinsityum vardir. Bunlar
atriyum sinsityumu ve ventrikiil sinsityumudur. Bu iki farkli sinsityumlar sayesinde
atriyumlar kasilirken ventrikiiller gevser. Bu zit calisma prensibiyle kanin kalbe dolmasi
ve bosalimi saglanir. Bdylece kanin pompalama islevi ger¢eklesmis ve viicuda biiyiik-

kiigiik kan dolasimi saglanmis olur.>%5152



2.2. Probiyotikler

2.2.1. Probiyotikler Genel Bilgi

Probiyotiklerin besin maddeleriyle  tiiketimi asirlar Oncesine dayanmaktadir.
Tevrat'ta Hz. Ibrahimin uzun Omiirli olmasi yasami boyunca tiikettigi eksi siite
baglanmistir. Ayni sekilde Romalilar mayalanmas siit tiiketiminin bagirsak hastaliklarina
iyi geldigini diistinmiislerdir. Yine Tiirkler yogurt, kimiz ve kefir tiiketiminin faydali
oldugunu ve sindirim sistemi rahatsizliklarinin tedavisinde etkili olabilecegine
inanmuslardir. Ancak bati diinyas1 probiyotik tiiketimine sicak bakmamistir.>® Bu durum
ta ki 19. yiizyilin baglarina kadar siirmiistiir. Modern konseptte probiyotik iizerine yapilan
ilk girisim 1908 yilinda Rus bilim insan1 Eli Metchnikoff tarafindan yapilmistir. Eli
Metchnikoff bagirsaklardan birgok bakteri gibi zararli olmayan aksine viicuda faydal
olan bir mikroorganizma diinyasinin varligindan bahsetmistir.>** Hatta insanlarin uzun
omirlii olmalarinin ve saglikli yasam siirmelerinin bu mikrobiyal dengeyle alakali
oldugunu savunmustur. Metchnikoff balkan daglarinda uzun siire saglikli yasayan
insanlarin bu yasamlarinin ¢ok¢a fermente siit tiikketimine bor¢lu olduklarini ileri
siirmiistiir.>®®" Ayrica bu insanlarin bagirsak floralarinda giiniimiizde de yaygin bulunan
Lactobacillus bulgaricus bakterisini izole etmistir. Ozelliklede Bulgaristan yore
halkindan izole edilen bu bakteri ilk probiyotik tiirii olarak kaydedilmistir.>>*® Henry
Tissier anne siitiiyle beslenen bebeklerin bagirsak floralarindan Y seklinde bir bakteri
izole etmis ve bunu Bacillus Bifidus Bommunis olarak isimlendirmistir. Ayn1 zamanda
bu bebeklerin bagirsak floralarin diger bakteri tiirlerince de zengin olduklarini ve bu
probiyotiklerin ¢ocuklarin ishallerinin tedavilerinde etkili olabilecegini diisiinmiistiir. Bu
baglamda 6zellikle Bifidobacterium’larin kullanimin tavsiye etmistir. Bu zamana kadar
kesfedilen Bifidobacteria ve Lactobacillus probiyotik tipleri giiniimiizde de oldukca

yaygin kullaniimaktadar, 65969



1917 yilinda Alfred Nissle, Shigella ile enfekte birinin digkisindan Escherichia
Coli susu izole etmis ve bu susun shigella ve salmonella tedavisinde etkili oldugunu
gormiis ve bazi bakterilerin yine bakteriyal kokenli enfeksiyonlarla miicadelede
kullanilabilecegini bildirmistir. 1965 yilinda Lilli ve Stillwell yaptiklar1 bir ¢alismada bir
probiyotik tiirii salgisinin bagka bir probiyotik tiiriiniin ¢ogalmasini destekledigini
saptamiglardir.®®  Probiyotik terimi ilk defa 1953 te Kollath tarafindan kullanilmustir.
Probiyotik latince yasam i¢in veya yasamsal anlamlarini tasiyan “pro” ve “biyo”
sozciiklerinden tiiremistir.> Islevsel olarak antibiyotigin tersi olan probiyotikler kabaca
bagirsakta bulunan faydali mikroorganizmalardir. Probiyotikle iliskili aydinlatilmasi
gereken terimlerden biri prebiyotik digeri ise simbiyotiktir. Prebiyotik bagirsaktaki
faydali bakterilerin cogalmasini saglayan insan ve hayvan bagirsaklarinda sindirilemeyen
lakto, sukroz, frukto ve galaktoz ve oligosakkaritler gibi karbonhidratlardir. Probiyotik
ve prebiyotiklerin olusturdugu diizene ise simbiyotik denilmektedir. Giiniimiize kadar
probiyotiklerin tanimlamasi ¢ok farkli sekilde yapilmistir.5%57

Lilli. ve Stillwell; “Bir mikroorganizmanin f{rettigi ve bagka bir
mikroorganizmanin gelismesine katki saglayan metabolitler”.%® Sperti; “Mikrobiyal
gelismeyi saglayan ekstretler,” Paker; “Bagirsaktaki mikrofloranin olugsmasini saglayan
mikroorganizmalar ve onlarin metabolitler,” Pakerin probiyotik tanimlanmasi1 metabolit
ibaresinin disinda neredeyse giiniimiiz tanimlamasina uygun diismektedir.®

Guarnere; “Gidalarla yeterince tiiketildiklerinde beslenmeyle beraber saglik
acisindan olumlu katki saglayan mikroorganizmalar”’® Salminen; “Canli saghgi ve
beslenmesini olumlu yénde etkileyen mikrobiyotiklerle mayalanmus siit iiriinleri”’
Havenaar ve Huis In’t Veld; “Dogal bagirsak florasinin 6zelliklerini gelistirerek konak

organizmaya fayda saglayan gerek hayvan ve gerekse insanlara 6zgii, canli, bir veya

birden fazla mikroorganizma kiiltiirii.”’? Roy Fuller; “Viicuttaki intestinal sistemin
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mikroflora diizenini dengeleyerek gelismesine katki saglayan konak saglig1 i¢in faydali
olan canli mikroorganizmali1 gida katki maddesi.” Bu tanimlama giiniimiiz tanimlamasina
oldukga yakin kabul edilmektedir.”® 2002 yilinda Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafinca belirlenen ve hali hazirda genel
gecerli tanima gore probiyotik; “Belirli bir miktarda alindiginda konakgiya yarar saglayan
canli mikroorganizmalar”* Dogumdan sonra yavrunun gastro-intestinal sistemi
mikroplardan  ari  durumdadir. Dogumdan 3-10. saatte ¢evreden alinan
mikroorganizmalarla kontaminasyon ve kolonizasyon gerceklesir. Kontaminasyon
sonras1 kolonizasyonun ilk donemlerinde E. coli, Streptococcus ve fakiiltatif anaerob
bakteriler baskindir. Ancak zamanla yerlerini Bifidobacterium ile Bacteroides gibi
obligatér  bakterilere  birakirlar.”®  Eriskinlerde  Laktobasillus,  Bacteroides,
Bifidobacterium, Peptostreptococcus ve Fusobacterium tiirleri dominant olmak iizere
500°den fazla mikroorganizma cesitleri yer almaktadir. Probiyotikler genellikle saglikli
bir canlinin mukoza dokusunda ve bagirsak sisteminde dogal olarak bulunabilen ve
burada varliklarmi idame ettirebilen kolonize bakterilerdir.”®”” Sindirim sisteminde
bulunup asit ve safraya diren¢li patojen olmayan mikroorganizmalardir. Bunlarin bu
saglikli doku veya organda bulunmalari yine bu organizma lehine olup, lokal immiiniteye
katki saglamaktadir. Konak organizmada bulunan probiyotikler muk6z membran
salgisindaki miisini enerji kayna@i olarak kullanarak patojen mikroorganizmalarla
rekabet yapmakta ve bu zararli tlirlerin viicutta tutunmalarina ve gelismelerine mani
olmaktadir.”® Bunlarla beraber giiniimiiz ¢alismalari 1s131nda probiyotiklerin viicut igin
bir ¢ok faydasi oldugu goriilmiistiir.. Probiyotikler vitamin iiretimi, protein sindirimi,
mineral emilimi ve laktaz {iretimini arttirmaktadir. Kan kollesterol seviyesini, laktoz
intoleransin1  ve baz1 kemoterapotiklerin yan etkilerini azaltmaktadir. Ayrica

probiyotiklerin immunmodiilator, antiallerjen, anti kanserojenik, antihipertansif etkileri
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bildirilmistir. Ancak probiyotiklerin bu faydalar1 aksine kontrolsiiz antibiyotik kullanima,
radyasyon, stres, intestinal sistem enfeksiyonlarinda bu mikroflora dengesinin konak
canli aleyhine bozulmasiyla bir takim hastaliklara sebep olmaktadir.”®®'Fermente siit
triinleri ve diger fermente gidalar probiyotik bakimindan oldukc¢a zengin besin
maddeleridir. Yogurt, eksi krema, yayik alti, peynir alt1 suyu, kefir, siit tozu, dondurma,
meyve suyu, tursu ve fermente et iiriinleri cok miktarda probiyotik icermektedirler.®2
Probiyotikler sadece mikroorganizma, gesitli enzim, vitamin ve aroma bilesenleriyle
desteklenerek hazirlanmis farmasdtikaller olarak da kullanilabilmektedir. Probiyotikler
baz1 hastaliklarmn tedavisinde destekleyici olarak kullamlmaktadir.®® Yakin bir zamanda
yapilan c¢aligmalar probiyotiklerin yalnizca mikroorganizma hiicrelerince degil ihtiva
ettikleri metabolizma iiriinleriyle de saglik agisindan olumlu etki gosterdiklerini ortaya
koymuslardir,>’:83°7:84

2.2.2. Probiyotiklerin Ozellikleri

Probiyotiklerin konak canli igin bahsi gecen faydalari saglayabilmesi i¢in bir

takim 6zellikleri tasimasi gerekmektedir. Ideal probiyotiklerde olmas: gereken 6zellikler;

Konakgi i¢in yan etkisi bulunmamali ve toksik risk tasimamali,

- Patojen olmamali, aksine patojen mikroorganizmalara kars1 viicudu direncli
kilmali,

- Besin rekabetiyle patojen mikroorganizmalar ekarte etmeli,

- Bagirsak mukozaya iyi tutunmali, gegici kolonize olmali,

- Ekstretleri ile antikanserojenik ve antimikrobiyal 6zellik tagimali,

- Gerek mukozal ve gerekse sistemik bagisiklig1 desteklemel,

- Hem hiicresel hem de humoral bagisiklig1 gliglendirmeli,

- Tanimlama ve tiplemesi iyi yapilmali,

- Kullanilacagi konakginin tiirtinden sentezlenmis olmali,
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- Mide asidi gibi diisik pH’ya, duodenumdaki bazik ortamlarda etkinligini
yitirmemeli,

- Safra tuzlar1 ve pankreas sekretlerine karsi canliligini siirdiirebilmeli,
- Antibiyotiklere kars1 direngli olmali,
- Isleme sartlarina, besin katk1 maddelerine dayanikli olmali,
- Saklama ve kullanim esnasindaki metabolik aktivitesini devam ettirebilmeli,
- Cok miktarda canli mikroorganizma ihtiva etmeli,
- Dogal floraya uyum saglayabilmeli ve mevcut floray1 inaktive etmemeli,
- Vitamin sentezine ve protein metabolizmasina katki saglamali,
- Kendine 6zgii fenotipik ve morfolojik 6zellikleri bulunmali,
- Birden ¢ok sus iceren preparatlar hazirlanabilmelidir.35-

2.2.3. Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Probiyotik olarak en ¢ok istifade edilen ve ilk kullanilan tiirlerin basinda
laktobasiller ve bifidibakteriler yer almaktadir.”®®* Ancak bu tiirler disinda da kullanilan
birgok mikroorganizma tiirleri bulunmaktadir. Bunlar;

Laktobasil tiirleri; Lactobacillus delbrueckii, L. lactis, L. acidophilus, L. reuteri,
L. brevis, L. casei, L. curvatus, L. fermentum, L. plantarum, L. paraplantarum, L.
johnsonii, L. rhamnosus, L. helveticus, L. salivarius, L. gasseri, L. cellebiosus, L.
johsonli, L. amylovorus, L. crispatus, L. gallinaruma, L. Paracasei % Bifidobakteri
tiirleri; Bifidobacterium adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. longum, B.
thermophilum, B. animalisc, B. essensis, B. Laterosporus®® Bacillus tiirleri; Bacillus
subtilis, B. pumilis, B. lentus, B. licheniformis, B. coagulans, B. alcalophilus, B. cereus,
B. clausii,* Pediococcus Tiirleri; Pediococcus acidilactici, P. pentoseceus, P.
cerevisiae®® Streptococcus tiirleri; Streptococcus cremoris, S. intermedius, S. lactis, S.

diacetilactis, S. thermophilus, S. salivarius® Becteriodes tiirleri; Bacteriodes capillus, B.
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juis, B. ruminicola, B. amylophilus®" Propionibacterium tiirleri; Propioni bacterium
shermanii, P. freudenreichii, P. acidipropionici, P. thoenii, P. Jensenii, Leuconostoc
tiirleri; Leuconostoc mesenteroides ssp. Mesenteroides Lactococcus tiirleri; Lactococcus
spp. Lactococcus lactis Enterococcus tiirleri; Enterococcus faecium, E. faecalis® Kiifler;
Aspergillus niger, A. oryzae®® Mayalar; Saccharomyces cerevisiae (boulardii), Candida
torulopsis®® Diger bakteriler ise Escherichia coli, Sporolactobacillus inulinusa dir.®*

2.2.4. Probiyotiklerin Etki Mekanizmalari

Probiyotiklerin viicut sagligi i¢in bir¢ok faydasi bulunmakta olup, bu yararlarinin
kendine 6zgii biyomekanizmalar1 bulunmaktadir.!® Probiyotiklerin genellikle viicuda
olumlu etkisi intestinal sistemde mikroflora dengesini diizenleyerek gostermektedir. Dig
cevreyle irtibatlh olan gastro-intestinal kanal dogasi geregi birgok patojen
mikroorganizmaya maruz kalmaktadir. Probiyotikler tam da bu noktada rol almakta ve
patojen mikroorganizmalarin etkisini kirmaktadir.121% Bu etkilerini cesitli sekilde
gerceklestirmektedir. Probiyotikler bir takim antimikrobiyal maddeler agiga ¢ikarmakta
ve bunlar patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmalarini durdurmaktadir. Bu antimikrobiyal
uriinler diasetil ve kisa zincirli yag asitleri, hidrojen peroksit, propiyonik asit, biitrik asit,
laktik asit, laktosidin, asidolin, asidofilin gibi bazi bakteriyosin ve mikrobiyosinlerdir.
Probiyotiklerin meydana getirdikleri organik asitler bagirsak pH’simi diisiirerek
antimikrobiyal etki gostermektedir.'%1% Ayrica bagirsak pH’sindaki degisiklikle
bagirsak motilitesi ve mukus iiretimi diizenlenmektedir.’%” Probiyotiklerin patojen
mikroorganizmalarla miicadele etmesinin diger yontemleri ise besin ve kolonizasyon
rekabetiyle olmaktadir. Probiyotikler konak organizmanin dogumundan sonra bagirsak
mukozasinda kontamine ve kolonize olduktan sonra olusturduklari mikroflora ile yasam
sonuna kadar dogal mukoza bagisikhigmi olusturmaktadirlar.2%1  Probiyotikler

intestinal mukoza epitellerine tutunurak c¢ogalirlar. Probiyotiklerin mukozaya penetre

14



olmalar pasif kuvvetler, elektrostatik iligkiler, hidrofobik ve sterik kuvvetler, lipoteikoik
asit ve lektinlerle kapli 0zglin yiizey determinantlartyla iligkilidir. Probiyotik
mikrooganizmalarin tutunmasini, kolonize olmalarini ve mukus iiretimiyle savunma
bariyeri olusturabilmektedir. Boylece diger patojen mikroorganizmalarin mukoza
epitellerine tutunmalarina ve enfeksiyona mani olurlart!?*® Ayrica probiyotikler mukoza
epitellerinden miisin liretimini tesvik etmektedir. Koruyucu protein olan miisin gastro-
intestinal bariyerin gili¢lendirilmesine ve onarilmasina katki saglamaktadir. Ayni
zamanda mukus membranda iiretilen miisin probiyotiklerin 6nemli enerji kaynagi oldugu
ve bu sekilde patojen mikroorganizmlarla besin rekabeti yapilarak zararli mikrobiyallerin
eliminasyonunu saglar,}1411°

Probiyotiklerin hastaliktan korumada etkili oldugu bir diger nokta ise
immunmodiilator etkilerinin bulunmasidir. Probiyotikler mukoza epitel ve lamina
propriyada antijen sunan dentritik hiicreleri uyararak bu hiicrelerden bir takim sitokinlerin
salinimina yol acarlar.!”11® Bu mediyatorler ise makrofajlar basta olmak iizere diger
lenfoid elemanlarin1 aktive etmektedir. Probiyotikler 6zellikle IgA antikor lretimini
arttirmasinin - yaninda mukozayr patojen bakteri ve virlislere karst direncli
kilmaktadir.1*"118 Probiyotikler bazi vitamin ve enzimlerin iiretilmesini saglayarak bu
biyoaktif iirlinler sayesinde hem bagisiklig1 giiclendirmekte hem de sindirime yardimci
olmaktadir. Probiyotikler folik asit, biyotin, niasin, pridoksin, B1, B2, B6, B12 ve K
vitaminlerini {iretmektedir.}'® Ayrica bu floradan salinan enzimler amonyak, amin ve
indol gibi baz1 toksik maddelerin emilimini azaltmaktadir. Son zamanlardaki
caligmalarda diizenli probiyotik alimi ile sistolik ve diastolik kan basincinin ciddi

diizeyde azalarak antihipertansif etki yaptig1 bildirilmistir.12012!
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2.2.5. Probiyotiklerin Antioksidan Ozellikleri

Probiyotiklerin viicutta antioksidatif etkiye sahip oldugu bir¢ok ¢alismayla ortaya
konulmustur. Probiyotiklerin antioksidatif etkilerinde metalik iyon baglama yetenekleri
oldukga &nemlidir.}?2 Bazi probiyotik suslarinda agiga ¢ikan Etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA), battofenantrolindistilfonik asit (BPS), penisillamin ve desferrioksamin gibi
selatorlerin oksidatif streste rol oynayan metal iyonlarint bagladigi ve bu metal
iyonlarinin oksidasyonu katalize etmelerinin oniine gecildigi bildirilmistir.?® 19 LAB
susunun demirli ve kuprik metal iyonlarini selatladig: gdsterilmistir.}** Yine baska bir
LAB susu olan Lactobacillus casei KCTC 3260'1n yeterli SOD aktivitesi gostermemesine
ragmen Yiksek diizeyde Fe>™ ve Cuz" iyonlarimi selatlamak siiretiyle iyi bir antioksidan
ozellige sahip olduklari tespit edilmistir.'?® Benzer sekilde Lactobacillus helveticus CD6
ektraktinin yiiksek Fe," selasyonu gosterdigi bildirlmistir.}?® Bir baska probiyotik tiirii
olan Streptococcus thermophilus 821’°in Fe>" ve Cuz* iyonlarini en iyi sekilde selatlama
kabiliyetine sahip oldugu saptanmigtir. Ayni tiirin diger suslar1 iginde Fe>" ve Cuz™ i¢inde
iyi bir kenetleme yeteneginden bahsedilmektedir.!?” Her ne kadar probiyotiklerin metal
iyonu selasyonuyla antioksidatif etki gosterdikleri tam manasiyla aciklanamamis olsa da
probiyotik ekstraktlarindaki aktif enzimlerin trans metal iyonlariyla etkilesime girip,
katalize edilmis fosfat esterlerinin deplasman reaksiyonlarini inhibe ettikleri ve
hidroperoksitleri peroksil ve alkoksil radikallere doniistiirdiikleri diisiiniilmektedir.8
Dolayisiyla probiyotik suslarinin kenetleme kapasitesinin ekstraktlarinda bulunan
fizyolojik kenetleyicilerle alakali oldugu ortaya ¢ikmaktadir.}? Tipki hayvanlarda oldugu
gibi probiyotiklerinde kendi antioksidan enzimatik sistemleri vardir. Probiyotikler bu
enzimleri ile dogrudan viicuttaki antioksidal sisteme katki saglamakta veya dolayli olarak
konak organizmanin antioksidal mekanizmasini aktive ederek etkili olmaktadirlar. Bu

enzimlerin en iyi bilineni SOD’dir. Siiperoksit mitokondri tarafindan en ¢ok {iretilen

16



ROS’lardan biridir. Aym1 zamanda SOD, siiperoksitin hidrojen peroksit ve suya
par¢alanmasini katalize ederek ROS seviyelerinin dogal bir regiilatorii gorevini de
tistlenmektedir. 1 Probiyotikler Fe-SOD ve Mn-SOD kullanabilirler ancak memeliler
evrimsel olarak bakteriyel Mn-SOD ile yakindan iligkili olan Cu, Zn-SOD ve
mitokondriyal Mn-SOD'nin sitoplazmik ve hiicre dis1 formlarmi kullanirlar.®*° Kullisar
ve ark. Lactobacillus fermentum E-3 ve E-18’in oksidatif strese kars1 etkili olan Mn-SOD
eksprese ettiklerini  gostermislerdir.’3 SOD’un antioksidan etkileri tartismasiz
bilinmesine ragmen, SOD’un terapotik uygulanmasindaki en biiyiik handikap yarilanma
Oomriiniin kisa olmasidir. Dolayisiyla sorunu ¢6zmek igin probiyotiklerden istifade
edilebilecegi diisiiniilmiistiir.}3213*  Ozellikle ROS artis1 ile karakterize bagirsak
hastaliklarinda probiyotik kullaniminin etkili oldugu varsayilmaktadir. Bu durumu
acikliga kavusturmak adina yapilan bir ¢alismada SOD {iretimi bir hayli fazla olan
deneysel Chorn hastaligi bulunan farelerde Lactobacillus casei BL23 susunun
kullanimiyla baslangigta goriilen patolojik kilo kaybinin zamanla iyilestigi ve bagirsakta
artan enzimatik aktivitelerle iyilesmenin paralel diizeyde hiz kazandig1 saptanmigtir'®®
Katalaz (CAT) hidrojen peroksidi pargalayarak hiicresel antioksidan savunmaya katilir.
Boylece Fe™* nin siiperoksitle indirgenip Fe*? olmasi ve Fe*? nin H.O; ile reaksiyona
girerek (fenton reaksiyonu) hidroksil radikallerinin olusumunun &niine gecilir.™*® Bu
diisiinceyle yola c¢ikarak CAT ireten bir Lactococcus lactis'in farelerde oksidatif
tetikleyici 1,2-dimetilhidrazin kaynakli kolon kanserini &nleyebilecegi ispatlanmistir.3’
Probiyotiklerin kendi antioksidan mekanizmalarinin viicutta da antioksidatif katki
saglamalarinin yan1 sira viicudun kendi antioksidan mekanizmalarinin da probiyotiklerce
uyarilabilecegi bildirilmistir. Bu kanaatle ortiisen bir ¢alismada domuzlarin Lactobacillus
fermentum kullanimi ile serum SOD ve GPx'i artirabildigini ve hepatik CAT, kas SOD

ve Cu ve Zn-SOD'yi kontrol grubuna kiyasla artirabildigini gosterilmistir.*® Baska bir
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calismada farkli dozlarda maya probiyotik alimi civcivlerin viicut agirligint ve GPx
aktivitesini arttirdign saptanmustir.®® Insanlarda yapilan bir ¢alismada Lactobacillus
acidophilus La5 ve Bifidobacterum lactis Bbl2 iceren yogurt alan tip 2 diyabetik
hastalarda eritrosit SOD ve GPx aktivitelerinin arttig1 gdsterilmistir.**® Probiyotiklerin
oksidatif stres olusumunun 6niine gecilmesinde tirettikleri antioksidal metabolikler etkili
olmaktadir. Oksidatif stresin temelinde rol alan DNA replikasyonu, onarimi ve
metilasyonun etkinligi folat (folik asit B grubu vitamin) mevcudiyetinden etkilenir.}4
Potansiyel olarak antioksidan uygulamalari nedeniyle, folat iiretme yetenegi, cesitli
kokenlerden gelen ¢oklu probiyotik suslarda yogun bir sekilde arastirilmistir.24? Bununla
ilgili bir calismada Bi-bac bakterilerin hem ratlarda hem de insanlarda folat durumunu
arttirdigim  gostermistir.!*31**  Folatlar gibi GSH’da  probiyotik antioksidan
mekanizmasinda etkili bir metabolittir. GSH hidrojen peroksitler gibi radikalleri ortadan
kaldirir. Hidroksil radikalleri ve peroksinitrit esasen selenyum bagimli glutasyon
peroksidaz: etkisiz kalmaktadirlar.!*® Kullisar ve ark. iki antioksidatif Lactobacillus
fermentum susunun (E-3 ve E-18) dikkate deger diizeyde GSH igerdigini bulmuslardir.!3
Ayrica Lactobacillus fermentum ME-3'te tam bir GSH sistemi bulundugu
aciklanmistir.1*® Mikrobiyota ve fermantasyon yoluyla ince bagirsak tarafindan kisa
zincirli bir yag asididir.*’ Biitirat iireten Clostridium butyricum'un MIYAIRI 588
susunun hepatik oksidatif stresi baskilamak icin alkolsiiz yaglh karaciger hastalig1 olan
ratlarda antioksidaz indiikledigi gosterilmistir.!*® Konagin antioksidan metabolitlerinin
seviyeleri de probiyotik tedavisi ile diizenlebilecegi bildirilmistir.’*® Sonug¢ olarak
probiyotiklerin gerek metalik iyon selatlama yetenekleri, gerek antioksidan enzim
sistemleri ve gerekse antioksidan metabolitlerle gii¢lii bir antiosidatif etkiye sahip

olduklar1 kanitlanmustir,122150.151
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2.2.6. Probiyotikler ve Apoptozis

Apoptoz, genetik bir &zellik olan programli hiicre 6liimiidiir.*®*!*® Hiicre
sayillarinin  ve ¢ogalmasinin denetiminde rol oynamaktadir. Bazi probiyotik
calismalarinda 6zellikle spesifik LAB suslarinin kanser risklerini azaltmalar1 ve timor
olusumunu engellemelerinde apoptoz yolaklariyla etkiledikleri  bilinmektedir.t>*
Radyasyonla olusturulmus deneysel kolitisli ratlarda probiyotik kullanimiyla Cas-3
aktivasonun daha cok kript kok hiicrelerinde 6nemli diizeyde azaldigi saptanmistir. Cas-
3 enzimi DNA sarmalinin olusumunda gorevli DNA pargalanma faktorii igeren
endoniikleazlar1 aktif hale getirmektedir. Bu durumda apoptoza ilerleyen hiicrelerde
interniikleozomal DNA hasar1 gergeklesir. Probiyotik kullanimiyla Cas-3 inhibisyonun
saglandigi ve bdylece apoptozun durduruldugu varsayilmaktadir.’® Ancak bazi
calismalarda ise probiyotiklerin pro-apoptotik etkisi ortaya konulmustur.1>%1%
Probiyotikler ana enerji kaynagi olarak karbonhidrat kullanirlar ve kisa zincirli yag
asitleri tretirler. Asetik, propiyonik, biitrik ve laktik asitler basta olmak {izere
probiyotiklerce iiretilen bir¢ok kisa zincirli yag asitlerinin apoptozu indiikledikleri
bildirilmistir.®®’1° Ozellikle sindirim kokenli kanser hastalarinda Lactobacillus ve
Bifidobacterium bakterilerinin antiproliferatif ve antiapoptotik etkileri bildirilmistir.°
Ayrica bazi calismalarda probiyotik bakteri suslarinin karaciger, mesane ve meme
tiimorlerini pro-apoptotik etkiyle inhibe ettikleri goriilmiistiir.2®%62 Bagka bir ¢alismada
ozellikle propiyonat ve asetat kisa zincirli yag asitlerini iireten probiyotik bakterilerinin
apoptoz yoluyla ciddi manada kolon kanserine karsi etkili olduklar1 bildirilmistir.1®3
Bunun disinda yine probiyotik kdkenli kisa zincirli yag asitlerinden biri olan biitiratinda
apoptozu indiikleyerek kolon kanserini 6nlemede etkili oldugu goriilmiistiir.’®* Bakteri
kiiltiir siipernatantlar1 ve probiyotik kokenli saf kisa zincirli yag asitleri ROS ve LPO

miktarin arttirirlar. Bu durumda trans membral mitokondri potansiyeli azalir. Boylece
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antiapoptotik Bcl2 miktar1 azalir ve sitokrom c diizeyi artar. Bu her iki durum cas-3
aktivitesini arttirirlar ve g¢ekirdegin kromatin stabilitesini bozarak hiicreyi apoptoza
siiriikler.1°216%

2.3. Cisplatin

2.3.1. Cisplatin Genel Bilgi

Cisplatin ilk kez 1844 yilinda Michele Peyrone tarafindan sentez edilmistir. Buna
ithafen cisplatin “peyrone klodi” olarak adlandirilmistir. Cisplatinin kimyasal yapis1 1893
yilinda Alfred Werner tarafindan agiklanmistir. 1960’11 yillarin baginda ise Amerikali
biyofizik¢i Barnett Rosenberg, platin elektrotlar1 sayesinde uygulanan elektrik akiminin
E.coli bakterilerini 6ldiirdiigiinii fark etmistir. Ayn1 uygulamaya maruz kalip, yasayan
bakterilerinse incelip uzadiklarmi ve ¢ogalamadiklarini gdrmiistiir.’®® Bu olay: elektrolit
maddesi olarak kullandig1r amonyum kloriiriin platin elektrotlarla tepkimeye girmesiyle
ortaya cikardiklar1 diklorodiaminplatinden kaynaklanmis oldugunu ileri stirmistiir.
1960’11 y1llarin sonlarinda sitotoksik etkisi saptanan cisplatinin, 1970°1i yillarda faredeki
kanserli hiicreleri 6ldiirdiigiiniin saptanmasiyla antineoplastik etkisi de kesfedilmis
oldu.’®” Cisplatinin kanser tedavisinde kullanilmasi Amerikan Gida ve ila¢ kurumu
tarafinca 1978 yilinda onaylanmistir.®® Antibakteriyel ve antineoplastik dzelligi ortaya
konulan cisplatin giintimiize kadar yapilan ¢alismalar 1s1ginda ¢esitli kanser tiirlerinde
denenmis ve birgogunda basarili bulunmustur. Cisplatin giiniimiizde testis,'®® prostat
kanseri,’® ovaryum,!™ serviks,'’? mide,'”® bas ve boyun,’*'" akciger,'’® meme,l’’
Hodgkin ve non-Hodgkin lenfoma,'® multiple myeloma,'”® néroblastoma,'’
melanoma,’®® ve mezotelyoma®®! gibi birgok organ/doku kanserlerinin tedavilerinde
kullanilmaktadir. Kimyasal olarak yiiksek elektrofilik 6zellige sahip olan cisplatin protein

stlfidril gruplart ve niikleik asitlerin azot verici bilesenlerle baglanarak etkisini

gostermektedir.'®? Cisplatinin 6zellikle DNA ile gapraz baglandign ve DNA sentezini
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inhibe ederek kanserli hiicreleri 6ldiirdiigii ortaya konulmustur.!8® Ancak kanser
hiicrelerinin bertaraf edilmesi amaciyla kullanilan cisplatinin en biiyiik handikabi toksik
yan etkisidir.® Cisplatinin toksik etkileri genellikle antioksidal biyotransformasyon,
serbest radikalleri arttirmasi, mitokondri ve DNA hasar1 gibi bazi seliiler fonksiyon
bozukluklarina yol agmasina baglanmistir.18-187 [lerde daha detayl1 bir sekilde sitotoksik
etkisi agiklanacak olan cisplatinin en bilinen yan etkileri nefrotoksisite ve
hepatotoksisitedir.'® Bunlarin yan1 sira cisplatinin ototoksisite, gastrointestinal toksisite,
myelotoksisite ve periferal ndropatiye sebep oldugu bildirilmistir.188

2.3.2. Cisplatinin Molekiiler Yapisi

Kimyasal formiilii cis-[Pt(NH3)2CI2] olan cisplatin Uluslararas1 Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) tarafinca terminolojik olarak  cis-
diamminedichloroplatinum (II) seklinde adlandirilmistir.*® Cisplatin, temelde divalan
platin iyonuyla 4 ligadin birlesiminden olusan kare planar geometrik izomerideki kordine
bir agir metal bilesigidir. Bu bilesik iki izomere sahip olup, bunlar cis ve trans
izomerleridir. Bunlardan sadece -cis izomerinin sitotoksik etksi olup, trans izomeri
etkisizdir. Yatay diizlemde cis pozisyonda olan cisplatinin, merkezinde platin atomu
vardir. Bu konfiglirasyonun solunda platin iyonuyla kuvvetli etkilesim yapan amin
(amonyum) ligadlar1 ve saginda ise platin iyonu ile DNA’nin bazi bazlariyla
baglanmasim saglayan kloriir ligadlar1 bulunur.!®%%1 Ayrica bu kompleksin baglari
arasindaki agilar es deger ve DNA’ya baglanmaya meyillidir. Cisplatin morfolojik olarak
beyaz veya koyu sar1 turuncu renkte, kristal yapida ve suda ¢6ziinebilir 6zelliktedir. Giiglii
bir alkilleyici olan cisplatinin molekiiler kiitlesi 301.1 gm/mol, 6zagirligi 3.74 g/cm3,
erime 1s1s1 270°C ve yarilanma siiresi 35.5 °C sicaklikta 63 dakikadir.'®”1%2 Normal sartlar
altinda stabil olan cisplatin zamanla trans izomerine doniisebilir. Cisplatin kloriir

konsantrasyonu yliksek olan plazma gibi ortamlarda stabil formda kalir. Ancak kloriir
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konsantrasyonun az oldugu intraselliiler ortamlarda ise bilesigindeki kloriir iyonlarini
kaybeder. Boylece DNA ve proteinler gibi biiyilk molekiilere reaktif elektrofillerini
vererek ¢apraz baglar olusturur.1%1%:193 By kovalent baglar sayesinde hiicrede hasara yol
acarlar. Ayni sekilde platin atom merkezli bagka platin birlesikleri de vardir. Ancak
bunlardaki ligadlar farklilik gostermektedir. Cisplatin benzeri bu platin tiirevlerinin
baslicalari; nedaplatin, heptaplatin, lobaplatin, karboplatin ve oksaliplatin’dir!®* Bu platin
tirevleri iginde en sik kullanilan1 cisplatin olup, kismen karboplatin ve oksaliplatin de
klinik uygulamalarda yer almaktadir.!®® Klinik uygulamada kullamlan cisplatinin
farmakolojik adi cisdiamminedchloroplatinum II (CI2ZH6N2Pt+2, CDDP) olup, siklikla
neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilir'®

2.3.3. Cisplatin Etki Mekanizmasi

Cisplatin etki mekanizmasi, ilacin viicuda ilk alindigindaki durumu, hiicre
icerisine taginmasi ve hiicre i¢i sistemdeki metabolizasyonu olmak iizere 3 asamada
degerlendirilir.% Sisplastin sindirim yolunda emilimi olmadig1 igin genellikle damar igi
uygulanir. Cisplatin damar i¢i uygulamadan 1 saat sonra bobrek, karaciger, kas ve deride
birikmektedir. Sayet yiiksek miktarlarda verildiginde 7 giinden daha fazla bir siire de
bobrek ve karacigerde bulunabilir.!®® Cisplatin viicuda ilk alindiginda %90°m kanda
bulunur. Dolagima dahil olan cisplatin plazma proteinlerine bagli olarak bulunur.
Zamanla kandaki cisplatin hiicre igerisine niifuz eder. Ancak damar i¢i uygulamadan 12
giin sonra bile plazmada yiiksek konsantrasyonda cisplatin tespit edilmistir. Hiicre
icerisinde ise serbest formda bulunur.?®® Cisplatin tatbikinin ardindan ilkin plazmadaki
yogunlugun yarilanma siiresi 25-50 dakika kadar stirmektedir. Cisplatin daha ¢ok bobrek
olmak {izere, testis, karaciger ve bagirsaklarda bir hayli fazla bulunmaktadir. Ancak
santral sinir sistemindeki konsantrasyonu oldukea diisiiktiir.?® Cisplatinin hiicre igi

birikimi en ¢ok mitokondri, ¢ekirdek ve lizozomda olmaktadir. Dolayis1 ile mitokondri
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bakimindan zengin olan kalp, cisplatin toksisitesine maruz kalan organdir.?! Hiicre igi
cisplatin uygulamasindan sonraki 24 saatin iginde ilacin Y4 idrarla atilir. 5. giinde ise
toplam uygulanan miktarin nerdeyse yarisi idrarla atilmis olur. ilacin safra yoluyla ve
diskiyla atilim1 oldukga azdir. Cisplatinin viicuttan atiliminin %90 idrarla saglanmaktadir.
Bir miktar1 da safra ile atilmaktadir. Bu durum muhtemelen bu iki organin cisplatin
toksisitesinin en fazla goriildiigii organ olmalarini agiklamaktadir.2%° Cisplatinin klirensi
fazladir ki; bu aktif bir sekilde bobrek hiicrelerinde biriken cisplatin ve ara {iriinlerinin
pasif tasinim ile tiibiillere sekrete edildigine isaret etmektedir.’®® Halen hiicre icerisine
gecisi tam manasiyla aydinliga ¢ikarilamayan cisplatinin intraselliiler transportu hiicre
tipine gore farklilik gostermektedir. Her ne kadar daha 6nceden cisplatinin hiicre igine
transportunun pasif difflizyonla olustugu kanaati hakim olmus olsa da giiniimiiz
calismalarinda cisplatinin hiicre igine tasinmasinda bakir transport proteinlerinin rolii
oldugu bilinmektedir.?% Intraselliiler transport mekanizmas: elektriksel, voltaj bagimls,
¢ift yonli, pH ve sodyumdan bagimsiz bir mekanizmadir. Transportta rol alan
proteinlerin baslicalari; bakir tastyicilar (cupper transporter: Ctr) Ctrlve Ctr2, bakir
tasiyict P tipi ATPaz’lar (ATP7A ve ATP7B), organik katyon tastyicilar (organic cation
transporters: OCT) OCT1 ve OCT2), ¢oklu ilag ve toksin atilim tasiyicisi-1 (multidrug
and toxin extrusion transporter: MATE) MATE-1"dir.2®® Bu proteinlerden OCT2 ve
MATE-1 daha c¢ok bobrek ve karaciger gibi organlarda ekspire edilmektedir. Diger
proteinler ise ¢ogu dokularda benzer oranda bulunmaktadir. Bu proteinler genellikle
cisplatinin hiicre ic¢ine girmesiyle sorumluyken; ATP7B aksine metabolize olan
cisplatinin hiicre disina ¢ikmasinda rol iistlenmektedir.?%? Cisplatin igin ayri bir nem
tastyan renal sistemde cisplatinin intraselliiler transportunda bilhassa OCT’ler rol
almaktadir. OCT’ler bobrek tubul epitellerinde bir tek cisplatin degil farkl bilesiklerinde

tasinmasinda gorev alirlar. Bunlardan bobrekte cisplatinin hiicre i¢ine taginmasinda en
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elzem olan1 OCT 2’dir. Karacigerde ise bunun yerini OCT 1 almaktadir. Her dokuda
farklt miktarda bulunan bu proteinler s6z konusu organlarin cisplatine karsi hassasiyetini
belirler.2®* Gerek OCT 1 gerekse OCT 2 ekspresyonlar1 bobrekte oldukca fazladir ki;
kuvvetle inhtimal, bu durum cisplatin nefrotoksisitesinde etkilidir.?%® S6z konusu
proteinler vasitasiyla hiicre igine taginan cisplatin, hiicre igine girdikten sonra
bilesigindeki klor ligadlar1 su ve hidroksil iyonlariyla reaksiyona girer. Bu yer degistirme
tepkimesiyle aktif hale gecen cisplatin “monoaqua” [cis-(NH)PtCI(HO)]+ ve “diaqua”
[cis-(NH)Pt(HO)]2+ olarak adlandirilan formlara déniisiir. Ozellikle lipit ve protein gibi
makromolekiillere baglanan cisplatin bu &zelligi ile oksidatif strese neden olur.?%®
Hidrolize olan bu iriinler cisplatine nazaran bin kat daha kuvvetli bir hidrofili halini
alirlar. Ve bu olusumlar proteinlere bagl stilfidril gruplari ve niikleik asitlerdeki azotlu
yapilar gibi herhangi bir niikleofilik gruplarla tepkimeye girerler.?

Plazmada yiiksek klor konsantrasyonu nedeniyle trans formda, yani nétr bulunan
cisplatin, hiicre iginde kandakine gore 1/5 konsantrasyondaki klor mahalinde hidrolize
ugrayarak aktif hale gecip, cis formuna déniisiir.'®® Cisplatin hiicre icinde 1/10 kadar
genomik DNA’ya baglanirken; geri kalani ise hiicrenin hayati fonksiyonlarinda gorev
alan proteinlere ve diger selliiler olusumlara (RNA, enzim vs.) baglanir.?% Cisplatin her
ne kadar ¢cogu hiicre kompartmanlariyla reaksiyona giriyor olsa da en etkili biyolojik
hedefi DNA’dir. Bundan kasit hem genomik hem de mitokondriyal DNA’dir.2% Cisplatin
bu 6zelligi sayesinde piirin bazina baglanir.?” Bu durum DNA replikasyonunun saglikli
hiicreye gore sik¢a gerceklestigi, malignite kazanmis kanserli hiicrenin DNA’sinda
replikasyon ve transkripsiyon inhibisyonuna ve hiicre boliinmesinin durmasina bagh
olarak hiicre hasarina yol agmaktadir. Sayet hiicre hasar1 onarilamaz ise apoptoz
kagimilmaz bir sondur.2?%” Cisplatinin DNA ile etkilesiminde guanine molekiillerinin

daha etkili oldugu bilinmektedir. Bu guanin rezidiilerinin basinda N7 ve O6 molekiilleri
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gelmektedir. Cift klor ligad: tasiyan cisplatinin bir klor bileseni guanin rezidiilerine
baglanirken ikinci klor bileseni ise ayni zincir sarmalindaki bir bagka baz ile baglanarak
capraz baglanma gerceklestirmis olur veya ikinci baglanma karsi zincirdeki bagka bir
guanin rezidiileriyle de gercekleserek kovalent baglanma saglanmis olabilir.2062%8
Baglanmalar daima piirin bazlar1 arasinda olur. Bu zincirler arasindaki baglanmalarin
1/10’1 adenin-platin-guanin (ApG) kompleksi olustururken; geriye kalan kismi ise
guanin-platin-guanin (GpG) baglanmalar1 ile olusturmaktadir. Bu baglanmalar DNA
hasarina yol acar.29"2% Cisplatin DNA hasarmin yan1 sira mitokondride yikima, hiicre igi
gecis sisteminin bozulmasina ve ATPaz aktivitesinin blokasyonuna yol acar.188210

2.3.4. Cisplatin Endikasyonlari

Cisplatin sitotoksik etkisinden istifade edilerek kanserle tedavide siklikla
kullanilan kemoterapétik bir ajandir.?!! Cisplatin giiniimiizde bas-boyun kanserleri’#17

171 meme tiimorleri,'’” serviks,'’2 prostat

kiiciik hiicreli akciger kanseri, 1® over kanserleri,
kanseri 1° multiple myeloma,”® melanoma,'® mezotelyoma,*®! mide kanserleri,'’ testis
kanserleri,'®® noroblastoma®!?2 Hodking ve non-Hodgkin lenfomalarin'’® sagaltiminda
kullanilmaktadir. Cisplatin ¢ogunlukla BCNU (carmistune), 5-FU (flourouarcil),
siklofosfamid, dosetaksel, paklitaksel gibi antineoplastik ilaglarla kombine uygulanir.?*3
Cisplatinin gastrointestinal absorbsiyonu olmadigi i¢in ya intravendz ya da intraperitonel
yolla uygulama yapilmaktadir.!* Cisplatin disinda lobaplatin, nedaplatin, karboplatin,
heptaplatin ve oksaliplatin gibi bazi platin esasli maddeler de kanser tedavisi igin
denenmistir.’® Ancak bunlardan sadece oksaliplatin ve karboplatin tedavi amaciyla
kullamlmaktadir. Yine de en yaygin ve etkili kullanilan platin tiirevi cisplatindir.?>
Cisplatin kanserle miicadelede amacina hizmet etmektedir. Ancak bu 6zelliginin yani sira

birgok organda istenmeyen toksik etki yapmaktadir. Ozellikle cisplatin eliminasyonun

%90°nin  gergeklestirildigi bobrek cisplatin tedavisinde en ¢ok etkilenen organdir.
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Cisplatin bobrekteki nefrotoksisitenin yani1 sira hepatotoksisite, myelotoksisite,
nérotoksiste, kardiyotoksisite ve ototoksisteye yol agtiklar1 bilinmektedir.?!%?1% Beseri
hekimlik disinda veteriner hekimliginde de cisplatin kullanimi yer bulmaktadir. Fakat
cisplatin evcil hayvanlardan sadece kopeklerde uygulanmaktadir. Kopeklerin yassi
hiicreli kanserleri, plevral adenokarsinom, nazal karsinomlari, osteosarkomlar, troid
karsinomlar;, over ve mediastinal kanserlerinde kemoterapdtik ajan olarak
kullanilmaktadir.??® Kopeklerde de insanlardaki gibi cisplatinin toksik yan etkileri
bildirilmistir. Cisplatinin kopeklerde kullanimindan sonra en ¢ok karsilasilan yan etkisi
kusmadir. Bunun yani sira yine insanlardaki gibi nefrotoksisite, kardiyotoksisite,
hepatotoksisite, trombositopeni, periferal norotoksisite ve  ototoksisite ile
karsilasilmaktadir.??! Giiniimiizde yapilan ¢alismalarda cisplatinin bu olumsuz etkilerini
azaltmaya veya tamamen ortadan kaldirmaya yonelmektedir.?%2

2.3.5. Cisplatin Toksisistesi

Cisplatin toksisitesi {izerine bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen hala tam
anlamiyla toksik etkisi agikliga kavusturulamamistir. Ancak su bilinmektedir ki; cisplatin
toksisitesi tek bir sebebe dayandirilamayacak kadar karmasik bir dizi olaylar sonucu
ortaya ¢ikar. Cisplatinin toksisitesi birbirine dogrudan ve ya dolayli olarak bagli bir takim
hiicresel sistemlerin bozulmasindan kaynaklanmaktadir.1%"-#1%22% Cisplatin toksisitesinin
temelinde genellikle glutasyon biyotransformasyonu,??* DNA hasar1,?%® oksidatif stres

orjinli mitokondriyal disfonksiyon,??® membran defekti?®® ve enerji noksanligi1??? yer

2 228

almaktadir. Bunlarin yan1 sira inflamasyonun uyarilmasi?? ve apoptozisin indiiklemesi

de cisplatin toksisitesinden sorumlu tutulmaktadirlar.??

Cisplatin bu olaylarin
gelismesinde ya dogrudan tetikleyici faktordiir yada sebep oldugu hiicresel bir hasardan

otiirii bu olaylar meydana gelmektedir.
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Cisplatin  toksisitesinde glutasyon biyotransformasyonu o6nemli bir rol
oynamaktadir. Yapisinda holejen igeren bir alkilleyici olan cisplatin, glutatyon-S-
transferaz (GST) sayesinde glutasyonla (GSH) birleserek platin-glutasyon (Pt-GSH)
konjugatlari1 meydana getirir.??* Bu kararsiz yapidaki Pt-GSH konjugatlar;, Gamma
Glutamil Transferaz (GGT) tarafindan hiicre diginda Pt-sistein-glisin konjugatlarina
doniisiir.??® Hiicre icine giren Pt-sistein-glisin konjugatlar1 beta liyazlar aracilig ile
reaktif tiyollere metabolize olurlar. Bu reaktif sistein tiyolleri ise hiicrelerdeki esansiyel
proteinlere baglanarak hiicrenin hasarina ve liimiine yol agarlar.??2?% Bir¢ok ¢alismada
cisplatin toksikasyonunda DNA hasar1 bildirilmistir.??3227228 DNA hasar1 sadece niikleer
DNA icin gecerli olmay1p, mitokondriyal DNA igin de s6z konusudur.®® Ancak burada
simdilik genomik DNA hasar tizerinde durulacakdir. Zira mitokondriyal DNA hasari
mitokondriyal disfonksiyondan ayr1 bir olay degildir. 18 Cesitli tasiyicilarla (OCT, CTR
vs. ) hiicre igerisine tasman cisplatin genomik DNA’ya baglanir.2%4231232 By durum DNA
hasarinin temelini olusturmaktadir. Hiicre disindaki yogun klor konsantrasyondan otiirii
trans formda etkisiz bulunan cisplatin, hiicre icindeki diisiik klor yogunlugunda
aktifleserek cis formuna geger ve cisplatinin saginda yer alan bir ¢ift kloriir ligadlart DNA
ile kovalent baglanma gergeklestirir.2°2%’Cisplatindeki bu klorlii ligadlar DNA’nimn
Ozellikle guanin bazina baglanir. Bu baglanma daha ¢ok guanin iizerindeki N7 ve O6
molekiilleri arasinda interstrand veya intrastrand olarak gergeklesir.?% Bu durum
replikasyon, translasyon, transkripsiyon ve DNA onarimi gibi genomik olaylarin
inhibisyonuna sebep olur. Boylelikle DNA hasari, replikasyon ve transkripsiyon
inhibisyonu bir dizi hiicresel olaylari tetikleyerek hiicreyi apoptoza siiriikler.%” Aslinda
cisplatinin vurgulanmaya deger antikanserojenik etkisi de tam da bu noktada kendini
gosterir. Fazlaca boliinen ve dolayisiyla replikasyon ve transkripsiyon islemi

gerceklestiren kanserli hiicreler cisplatin sayesinde apoptozise dogru yol almaktadir 23323
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Ancak ayni durum kismen saglikli hiicreler i¢inde gecerli olmaktadir. Sonu¢ olarak
cisplatinin DNA’ya baglamasindaki sitotoksisite DNA hasarina ve hiicre siklusunun
bozulmasinin ardindan hiicre 6liimiiyle olmaktadir.

Oksijen tiirevlerinin iiretimi ile biyolojik bir sistemin pro-oksidanlarin etkisine
kars1 koyma arasindaki dengesizligin bir sonucudur. Bir hiicrenin normal redoks
durumundaki herhangi bir degisikligi hiicreye zarar verebilecek oksidatif strese neden
olur.® Cisplatinin toksisitesinde mitokondriyal disfonksiyonun meydana gelmesinde
oksidatif stres onciil sebep olarak goriilmektedir. Oksidatif stresin olusmasinin temelinde
cisplatinin glutasyon tiiketimine yol agmasi1 yatmaktadir.?2422%236 Mitokondri oksidatif
solunum yaparak hiicrenin enerji ihtiyacini karsilayan 6nemli bir organeldir. Bu 6zelligi
mitokondriyi antioksidanlarla muhafazasini elzem kilmaktadir.*”?*®® Bir baska agidan
antioksidan kusurlar1 bu organelin oksidatif strese karsi hassasiyetinin sebebini
olusturmaktadir.?®® Cisplatinin énemli bir antioksidan olan glutasyon tiikenimine yol
actigr bilinmektedir. Cisplatinin glutasyon biyotransformasyonu ile ortaya ¢ikardigi
glutasyon konjugatlar1 reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) artisa yol agar.?22224225
ROS’lar mitokondriyal solunum ve redoks dengesini bozdugu igin sitotoksisite de yer
alan glutasyon biyotransformasyonun mitokondriyal hasari tetikledigini gdstermistir.?%2
Asir1 ROS iiretimi sonucunda olusan lipit peroksidasyonunun hiicre defektine yol agtigi
ortaya konulmustur.?°2?3® Ancak yalnizca hiicre membrani igin gecerli olmayan bu
membran defekti ayn1 sekilde membranli organellerinde hasarina neden olmaktadir. Bu
organellerin basmda yine mitokondri gelmektedir.?®?% Hiicre membranindaki defekt,
hiicre transportunun (sodyum, klor, potasyum ve su alinimi) bozulmasiyla hiicre 6liimiine
yol acarken; mitokondriyal membran defekti de sinyal molekiillerinin aktivasyonuna
(kalsiyum depolarizasyonu) ve pro-apoptotik genlerin transkripsiyonuyla hiicre 6liimiine

neden olmaktadir.242%241Ayrica lipit peroksidayonu hiicreler icin ana enerji kaynag
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olan yag asitlerinin oksidasyonuna ve enerji noksanligiyla da hiicre 6liimii meydana
gelebilir.2" Cisplatin toksisitesinde genellikle en ¢ok etkilen organelin mitokondri olmasi
hasebiyle sitotoksisitede mitokondriyal hasarin rolii  biyliktiir. Antioksidan
mekanizmanin aksamasiyla mitokondri matriksinde ROS birikimi, antioksidan
noksanliginda lipit peroksidasyonuyla mitokondriyal membran hasari, mitokondriyal
DNA ile capraz bagin olusmasi (genomik DNA hasarinin 4-6 kati kadar) ve enerji
tiretimin aksamasi cisplatinin mitokondri iizerinde toksik etkileri neticesinde hiicre
oliimlerinin sebeplerini olusturmaktadir,183.202206.222238 (§7¢]]ikle mitokondri bakimindan
zengin  olan  kardiyomiyositlerdeki  mitokondriyal  disfonksiyon  cisplatinin
kardiyositotoksik etkisini aciklar niteliktedir.?4?207:243244 ~ Cigplatinin, c¢ok sayida
inflamatuvar kemokin ve sitokin salmimimi indiikledigi bildirilmistir.??"?** Bunlar
arasinda en ¢ok bilinenleri redoks duyarli niikleer faktér kappa B'nin (NF-xB) ve tiimor
nekroz faktorii alfa (TNF-a)’dir.2*® Cisplatin, hiicre hasarina baglh model molekiillerinin
(DAMP'ler) salinmasina yol ac¢tigi igin toll benzeri reseptorleri (TLR 4) aktive ederler.24
Dolayist ile de bu reseptorlerin aktivasyonu hem yangi hiicrelerinden, hem de diger
hiicrelerden TNF-a liretimine sebep olur. Bu inflamatuvar faktorlerin indiiksiyonu ise
ndtrofil ve makrofaj gociinii tetikler.?*® Bu sitokin ve kemokinlerle beraber yangi
hiicrelerinin iirettigi ROS hiicre dliimiine yol acar.??2 Cisplatin toksisitesi ¢alismalarinda
dikkat geken bir baska olay ise apoptotik mekanizmanin aktivasyonudur.?2® Cisplatinin,
Bax ve Bak'1 (Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik proteinleri) aktive eden hiicresel strese neden
oldugu bildirilmistir.?*® Bunlar da mitokondriyal gecirgenlik gegis gdzeneklerinin
(MPTP) agilmasina sebep olurlar. Bu durumda mitokondriden sitozole sitokrom c,
endoniikleaz G ve apoptozu indiikleyen faktorler (AIF) salmir.?®® Bu pro-aptotik
faktorlerden sitokrom c oksidaz, caspazi aktive eder. Boylece caspazin aktivasyonu

apoptozu baglatir. Endoniikleaz G ve AIF ise mitokondriden salindiktan sonra ¢ekirdekte
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caspazdan bagimsiz olarak apoptozu indiikler.2%2332!Ayrica son ¢alismalarda cisplatin
toksisitesinde tiimor baskilayici protein p53‘lin ekspresyonu bildirilmistir. Cisplatin
tarafindan indiiklenen DNA hasarinin fosforilasyonuyla p53 aktivasyonu gerceklesir. pS3
aktivasyonu PUMA-a (p53-yukari regiile edilmis apoptoz modiilatorii) ve PIDD (6liim
alanina sahip p53-indiiklenmis protein) dahil olmak iizere baz1 apoptotik genleri uyarir.?>
Bunlardan PUMA-a'nin cisplatin ile aktivasyonu, Bcl-XL'nin (Bcl-2 ailesinin bir tiyesi)
anti-apoptotik etkisini notralize ederek, Bax'in daha fazla MPTP agmak i¢in serbest
olmasini saglayarak yukarida tarif edildigi gibi apoptoza yol acar. PIDD'nin aktivasyonu
ise sirayla, mitokondriden AIF'nin salinmasina apoptozun indiiklenmesine neden olan
kaspas 2'yi aktive ederek apoptozu meydana getirir.228240.251 Ayrica bir ¢alismada kalp
dokudaki hiicrelerin ER stresi sonucunda caspaz-3 aktivasyonuyla apoptozunun meydana
geldigi bildirilmistir.2432421 Cisplatinin tiim bu sitotoksik etkileri her hiicre i¢in ayni
olmamasi nedeniyle cisplatine bagli organ/doku toksikasyonlart da farklilik
gostermektedir. Tabi lezyonlar ve siddeti de buna paralel olarak degismektedir.!®” Bu
degisiklikte 6zellikle cisplatinin hiicre i¢i transportunda gorev alan tastyicilarin varligt ve
miktart 6nem arz etmektedir. Bobrek bu toksisiteye en duyarli organ olup, bunlarin yani
sira karaciger, kalp ve intestinal sistemde etkilenmektedir.?1%243244 Mevcut bilgiler
1s1ginda cisplatinin  nefrotoksisite, kardiyotoksisite, hepatotoksisite, gastrointestinal
toksisite, norotoksisite, miyelosupresyon, spermiotoksisite ve ototoksisiteye sebep
olduklar1 bilinmektedir.?'%-2'® Son calismalar kanser miicadelesinde etkin olan ancak ayni
zamanda antioksidal blokaj ile zararli bu maddeyi antioksidanlarla destekleyerek daha

makul bir kullanim metodunu gelistirmeyi amaclamaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

Aragtirmamizda, ratlarda Cisplatin (7.5 mg/kg, intraperitoneal, 3 doz) ile
indiiklenen kardiyotoksisite modeli iizerinde g¢alisildi. Belirlenen gruplara probiyotik (1
ml/mg/kg dozda 7 giin) intragastrik (i.g.) protektif amagl uygulandi. Deney hayvanlari
Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Ratlar,
calisma zamanina kadar yaklasik olarak 25°C’lik oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-
karanlik dongiisii ayarlanabilen ve havalandirmasi mevcut bir ortamda muhafaza edilerek
ad-libitum olarak beslendi. Yeterli kan ve kalp dokusu 6rneklerinin saglanabilmesi i¢in
220-250 gr agirliga sahip 12 haftalik yetiskin Sprague Dawley cinsi erkek ratlardan her
grupta 7 adet olmak iizere toplamda 28 adet kullanildi. Deney gruplar1 asagidaki gibi

olusturuldu;

Tablo 3.1. Deneme gruplari

Grup sayisi Grup isimleri Hayvan sayisi
Grup 1 Kontrol 7
Grup 2 Cisplatin (7.5 mg/kg) 7

Probiyotik 2 (1 ml/mg/kg i.g.) +Cisplatin
(7.5 mg/kg, i.p.)
Grup 4 Probiyotik 2 (1 ml/mg/kg i.g.) 7

Grup 3 7

Tiim hayvanlar standart bakim ve besleme sartlarina tabi tutuldular. Grup 1’e 7
giin boyunca i.g. 1 ml distile su ve Grup 2’ye ise 4 giin boyunca 1.g. distile su ve 5-7.
Giinler aras1 3 giin boyunca intra peritoneal (i.p.) Cisplatin (7.5 mg/kg) uygulandi. Grup
3’e¢ 7 giin boyunca 1 ml/mg/kg dozunda i.g. Probiyotik uygulamasi yapildi. Grup 4’¢ 1
ml/mg/kg i.g dozlarda 7 giin boyunca i.g. Probiyotik uygulandi. Probiyotik
uygulamasinin 5. giinii 3 giin boyunca i.p. Cisplatin (7.5 mg/kg dozunda) enjekte edildi.
Deneysel uygulamalar sonunda ratlardan ketamin-ksilazin ile anestezisi altinda

intrakardiyak olarak antikoagiilanli ve antikoagiilansiz tiiplere kan alindiktan sonra,
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servikal dislokasyonu takiben kalp dokulari alindi. Tim gruplardan kalp dokular
histopatolojik ve immunhistokimyasal incelemeler i¢in serum fizyolojik ile yikamayi
takiben hemen formaldehit i¢ine alindi. Cisplatin bilesigi kardiyotoksisite yani sira
karaciger, bobrek, testis, beyin ve akcigerlerde de toksisiteye neden oldugundan
calismamizin sonunda, farkli bir ¢alismada bu dokularda fizyolojik ve biyokimyasal
analizler, histopatolojik ve immunhistokimyasal incelemeler yapilabilmesi i¢in karaciger,
kalp, testis, beyin ve akciger dokular1 da alindi.

3.1. Probiyotik Hazirlanmasi

Lactobacillus suslarinin izolasyonu i¢in, De Man, Rogosa ve Sharpe’nin (MRS,
Merck, Almanya) damla plak teknigi yontemi kullanildi. Suslar anaerobik agar ortamina
ekildi ve plaklar 30 ila 48° C'de inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda yapilan katalaz
testi sonucunda negatif koloniler APICHS0 ile tanimland1.*? Tanimlamanin sonunda
Lactobacillus lactis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus
brevis izole edildi. Bakteriler, santrifiij yoluyla siipernatant kiiltiiriinden ayrildi, fosfatli
tompon soliisyonu ile yikandi ve fosfat tamponu tuzlu su i¢inde yeniden siispanse edildi.
Karigimin nihai konsantrasyonu, 1 mL'de 105 laktik asit bakterisi icerecek sekilde
ayarlandi.

3.2. Serum Orneklerinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Ratlardan alinan kan 6rnekleri klot faktor bulunan jelli tiiplere aktarilarak +4°C’de
sogutmali santrifiijde 3500-4000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
serum Ornekleri aligotlanarak analizler yapilana dek -80°C’lik derin dondurucuda
muhafaza edildi.

3.3. Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda ratlardan elde edilen dokularda oksidan ve antioksidan

parametreler (malondialdehit (MDA), superoksit dismutaz (SOD), Glutatyon (GSH)
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Nitrik oksit (NO) spektrofotometrik yontem araciligiyla belirlendi. Troponin I’ya Rat
Kardiyak Troponin Test Kiti (Katalog No: KT-478) ile ELISA yo6nteminde bakildi. CK,
CK-MB ve LDH ise Modiiler pp oto analizoriinde tayin edildi.

3.4. Histolopatolojik inceleme

Kalp dokusu 6rnekleri %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildi.
Bu dokular fikzasyon sonrasi dereceli alkol ve ksilen serilerinden gegirilerek parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklardan 5 mikrometre kalinliginda kesitler 50-100
mikrometre araliklarla seri olarak alindi. Alinan kesitlere hemotoksilen eosin boyamasi
yapilarak histopatolojik degisiklikler degerlendirildi. Histopatolojijk bulgular kor patoloji
metoduyla her dokudan frakli bes bdlge degerlendirmeye alind1.?* Bu bolgede bulunan
hiicrelerin sayis1 ve orania gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak

degerlendirildi. Oranlar Tablo 3.2. de verilmistir.

Tablo 3.2. Kalp doku &rneklerinde histopatolojik bulgularinin skorlanma kriterleri

Yok (-) hafif (+) orta(++) siddetli

(+++)
Kasliflerinde hyalin dejenerasyonu 0 %3-5 %6-10 %10<
Kasliflerinde zenker nekrozu 0 %2-3 %04-7 %7<
Damarlarda hiperemi 0 %3-5 %6-10 %10<

3.5. Immunohistokimyasal inceleme

Immunperoksidaz inceleme amaciyla adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alinan tiim
kesitler, ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek, deparafinize ve dehidre edildi. Daha sonra
distile suda 5 dk yikand1. Fosfat buffer soliisyonu (PBS, pH 7.2) ile 5dk yikanip, % 3’lik
H20- de 10 dk tutularak, endojen peroksidaz inaktive edildi. PBS de 5-10 dk yikandiktan
sonra, nonspesifik zemin boyanmasini 6nlemek i¢in tiim primer ve sekonder antikorlarla
uyumlu olan Protein blok ile 5 dk inkubasyona birakildi. inkubasyon sonunda doku

kesitleri iizerinde kalan blok solusyonunun fazlasi dokiildiikten sonra yikanma
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yapilmadan primer antikorlar (Tnf a, Caspase-3 ve Bcl) ve kontrol grubunda PBS
damlatildi. Primer antikora uygun olarak 1 saat oda sicakliginda bekletildi. PBS ile 2 kez
5’er dk yikanip, biotinize sekonder antikor ile oda sicakliginda 10-30 dk. inkube edildi.
PBS ile tekrar yikanan kesitler, streptavidin-peroksidaz da 10-30 dk. bekletildikten sonra
PBS ile ayn1 sekilde yikandi. Yikama isleminden sonra kesitlere 3-3” Diaminobenzidine
(DAB) kromojen, damlatilarak kromojeni almasina gore 5-10 dk. bekletildi. Zemin
boyanmasi i¢in Mayer’s hematoksilende 1-2 dk. tutulduktan sonra musluk suyunda
yikandi. Daha sonra alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek lamelle kapatildi ve 151k
mikroskobu (Leica DM 1000) ile incelendi. Kesitler immun pozitifliklerine gore yok (-),
hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi. 2>* 2%

3.6. Istatistiksel Analiz

Calismalar sonunda elde edilen kantitatif degerler SPSS 20.00 istatistik veri
programinda ikiden fazla bagimsiz gruplarin istatistiksel analizinde kullanilan one-way

ANOVA sonrast Duncan testi uygulanarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Ratlarda CP ile indiiklenen kardiyotoksisite modelinde serum CK, CK-MB,
Troponin-I ve LDH diizeyleri degerlendirildiginde, bu enzimlerin diizeylerinin CP
grubunda kontrole gore anlamli diizeyde arttig1 belirlendi (Tablo 4.1., p<0.01). CK ve
LDH seviyelerinin tedavi grubunda CP grubuna gore onemli diizeyde azaldigi, ancak
kontrole gore yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 4.1., p<0.05). CK-MB ve Troponin-I
enzimlerinin Pro+CP grubunda toksisite grubuna gore anlamli diizeyde azaldig1 (Tablo
4.1., p<0.01) ve kontrol grubuna gore ise farklilik arz etmedigi belirlendi. Yalnizca
probiyotik uygulamasinin CK, CK-MB ve Troponin-I seviyelerini kontrole gore
degistirmedigi, LDH diizeylerinin ise kontrole gore bir miktar arttig1 tespit edildi (Tablo
4.1, p<0.05). Deney gruplarinda bu enzimlerin diizeyleri Tablo 4.1’de 6zetlenmistir.
Tablo 4.1. Ratlarda CP ile indiiklenen kardiyotoksisitede CK, CK-MB, Troponin-I ve

LDH diizeyleri tizerine probiyotik (Pro) uygulamasinin etkileri (Ayni satirda farkli
harflerle ifade edilen degerler arasinda istatistiksel farklilik vardir.

Deney Gruplar
Kontrol CP Pro+CP Pro
CK 749,51 +61,59°2 2443,66+233,96° 1287,17+97,44°¢ 940,67+93,61%
CK-MB 522,00+80,702 1198,83+171,48° 671,33+157,65°2 643,00+173,082
Troponin| 5,04+0,39°2 8,12+0,57° 5,97+0,56 2 5,65+0,602
LDH 611,50+66,24 2 1511,50£190,34° 785,50+82,96°¢ 671,83+80,28%

a,b: p<0.01; a,c ve b,c: p<0.05

Deney gruplarinda MDA parametresi degerlendirildiginde, MDA diizeylerinin
CP  grubunda  kontrol, Pro+CP ve Pro gruplarma  gore anlamh
diizeyde arttig1 belirlendi (Sekil 4.1 ve Tablo 4.2, p<0.01). Tedavi grubunda MDA
seviyesinin CP grubuna gore anlamli diizeyde diisiik oldugu tespit edildi (Sekil 4.1 ve
Tablo 4.2, p<0.01). Tek basina probiyotik uygulamasinin ise kalp dokusunda MDA

diizeylerini etkilemedigi belirlendi.
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MDA (umol/g protein)

0.0

1 1
Kontrol CP Pro+CP Pro

Sekil 4.1. CP ile indiiklenen kardiyotoksisitede kardiyak MDA seviyeleri iizerine
probiyotik (Pro) uygulamasinin etkileri

Tablo 4.2. Ratlarda CP ile indiikklenen kardiyotoksisitede deney gruplarinda kardiyak
MDA seviyeleri {izerine probiyotik (Pro) uygulamasmin etkileri (Ayni satirda farkl
harflerle ifade edilen degerler arasinda istatistiksel farklilik vardir).

Deney Gruplari
Kontrol CP Pro+CP Pro
MDA (umol/g -protein) 0,88+0,19 2 1,53+0,21°  1,04+0,21°2 0,960,272

Deney gruplarinda SOD aktiviteleri degerlendirildiginde, CP grubunun kalp
dokularinda SOD aktivitesinin kontrol ve Pro gruplarina gore anlaml diizeyde azaldig:
belirlendi (Sekil 4.2 ve Tablo 4.3, p<0.01). Tedavi grubu olan Pro+CP grubunda SOD
aktivitesi CP grubuna gore yliksekti ancak istatistiksel fark goriilmedi (Sekil 4.2 ve Tablo
4.3, p<0.01). Ayn1 zamanda tedavi grubunda SOD aktivitesinin kontrol ve Pro gruplarina

gore diislik oldugu fakat istatistiksel anlam ifade etmedigi tespit edildi.

2.01

1.59 ab

1.0 e

SOD (U/mg protein)

0.5+ e

0.0

T
Pro+CP Pro

Sekil 4.2. CP ile indiiklenen kardiyotoksisitede kardiyak SOD aktiviteleri iizerine
Probiyotik (Pro) uygulamasinin etkileri.
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Tablo 4.3. Ratlarda CP ile indiiklenen kardiyotoksisitede deney gruplarinda kardiyak
SOD aktiviteleri tizerine probiyotik (Pro) uygulamasinin etkileri (Aym satirda farkli
harflerle ifade edilen degerler arasinda istatistiksel farklilik vardir).

Parametre Kontrol CP Pro+CP Pro
SOD (U/mg 13940298  0,93+0,15°  1,0940,26% 1,440,262
protein)

CP grubunda GSH seviyesinin diger gruplara gore anlamli diizeyde diisiik oldugu
belirlendi (Sekil 4.3 ve Tablo 4.4, p<0.01). Pro+CP grubunda SOD aktivitesi kontrole
gore diisiikk oldugu ancak istatistiksel 6nem arz etmedigi tespit edildi. Tek basima Pro

uygulamasinin kardiyak GSH seviyesinde bir degisiklige neden olmadig1 gézlemlendi.
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Sekil 4.3. CP ile indiiklenen kardiyotoksisitede kardiyak GSH aktiviteleri lizerine
probiyotik (Pro) uygulamasinin etkileri.

Tablo 4.4. Ratlarda CP ile indiiklenen kardiyotoksisitede deney gruplarinda kardiyak
GSH aktiviteleri tizerine probiyotik (Pro) uygulamasinin etkileri (Ayni satirda farkli
harflerle ifade edilen degerler arasinda istatistiksel farklilik vardir).

Parametre Kontrol CP Pro+CP Pro

GSH (pmol/g protein) 2,64+0,28% 1,87+0,20° 2,33+0,142 2,49+0,23%

Deney gruplarinda ratlarin kalp dokularinda NO diizeyleri degerlendirildiginde,
CP grubunda NO diizeyinin diger gruplardan anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi
(Sekil 4.4 ve Tablo 4.5, p<0.01). Tedavi grubunda Kardiyak NO diizeylerinin CP

grubundan anlamli diizeyde diisiik oldugu ve kontrol grubu ile farklilik arz etmedigi

37



goriildii. Ayrica, tek basina Pro uygulamasinin NO diizeylerinde bir degisiklige sebep

olmadigi belirlendi (Sekil 4.4 ve Tablo 4.5, p<0.01).
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Kontrol Pro+CP Pro

Sekil 4.4. CP ile indiiklenen kardiyotoksisitede kardiyak NO aktiviteleri iizerine
Probiyotik (Pro) uygulamasinin etkileri

Tablo 4.5. Ratlarda CP ile indiiklenen kardiyotoksisitede deney gruplarinda kardiyak NO
aktiviteleri iizerine probiyotik (Pro) uygulamasinin etkileri (Ayn1 satirda farkli harflerle
ifade edilen degerler arasinda istatistiksel farklilik vardir).

Parametre Kontrol CP Pro+CP Pro

NO (mg/dI) 53,67+5,32° 77,83+4,26° 56,33+5,392 51,67+6,15%

4.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokularmin histopatolojik
incelemesinde, normal histolojik goriiniimde oldugu tespit edildi (Sekil 4.5).

Cisplatin (7.5 mg/kg) grubu: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokularmin
histopatolojik incelemesinde, myokartta siddetli diizeyde hyalin dejenerasyonu ve zenker
nekrozu, interstisyel damarlarda siddetli diizeyde hiperemi ve hemoraji gozlendi (Sekil
4.6). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) fark tespit
edildi.

Probiyotik (1 ml/mg/kg i.g.)+Cisplatin (7.5 mg/kg, i.p.) grubu: Bu grupta

bulunan ratlarin kalp dokularinin histopatolojik incelendiginde, myokartta hafif diizeyde
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hyalin dejenerasyonu ve interstisyel damarlarda orta diizeyde hiperemi belirledi (Sekil
4.7). Cisplatin grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) fark tespit
edildi. Histopatolojk bulgular Tablo 4.6’da 6zetlendi.

Probiyotik (1 ml/mg/kg i.g.) grubu: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokularinin
histopatolojik incelemesinde, perikart, miyokart ve endokart tabakalarinin normal

histolojik yapida oldugu belirlendi (Sekil 4.8).

Tablo 4.6. Kalp dokusunun histopatolojik bulgularinin skorlanmasi

Kontrol CP Pro+CP Pro

Kasliflerinde hyalin dejenerasyonu - +++ + -
Kasliflerinde zenker nekrozu - +++ - .
Damarlarda hiperemi - +++ ++ -

Sekil 4.5. Kontrol grup, kalp dokusu normal histolojik gériiniim, H&E, Bar: 50um
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Sekil 4.6. CP grup, kalp dokusu, kas liflerinde hyalin dejenerasyonu (oklar), zenker
nekrozu (okbaslart), damarlarda hiperemi (yildizlar), hemoraji, H&E, Bar: 50um

Sekil 4.7. Pro+CP grup, kalp dokusu, kas liflerinde hyalin dejenerasyonu (oklar),
damarlarda hiperemi, hemoraji, H&E, Bar: 50um
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Sekil 4.8. Probiyotik grup, kalp dokusu, normal histolojik goriiniim, H&E, Bar: 50um

4.3. immunhistokimyasal Bulgular

Kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokulari immunhistokimyasal
olarak incelendiginde, Negatif Tnf-a, ekspresyonlar belirlendi (Sekil 4.9).

Cisplatin (7.5 mg/kg) grubu: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokularinin
immunhistokimyasal olarak incelenmesinde, 6zellikle hasarlanmis kas fibrilleri arasinda,
damar ¢evrelerinde siddetli diizeyde Tnf-a ekspresyonu belirlendi (Sekil 4.10). Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) fark tespit edildi.

Probiyotik (1 ml/mg/kg i.g.) + Cisplatin (7.5 mg/kg, i.p.) grubu: Bu grupta
bulunan ratlarin kalp dokulari immunhistokimyasal olarak incelendiginde, kas lifleri
araliklarinda ve damar ¢evrelerinde hafif diizeyde Tnf-o ekspresyonu gozlendi (Sekil
411, 4.15 ve 4.19). Cisplatin grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) fark tespit edildi. Histopatolojk bulgular Tablo 4.6’da 6zetlendi.

Probiyotik (1 ml/mg/kg i.g.) grubu: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokular1
immunhistokimyasal olarak incelendiginde, Tnf-a ekspresyonlar1 negatif olarak

degerlendirildi (Sekil 4.12, 4.16 ve 4.20).
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Sekil 4.10. CP grup, kalp dokusu, kas lifleri arasinda ve damar g¢evrelerinde (okbaslart)
siddetli diizeyde Tnf-a ekspresyonu, , IHC-P, Bar: 50um
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Sekil 4.11. Pro+CP grup, kalp dokusu, hafif diizeyde intermiiskiiler araliklarda ve
damar ¢evrelerinde Tnf-a ekspresyonu (okbaslari), IHC-P, Bar: 50um

Sekil 4.12. Probiyotik grup, kalp dokusu, negatif Tnf-a ekspresyonu, IHC-P, Bar: 50um
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Kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokulari immunhistokimyasal
olarak incelendiginde, Negatif Cas-3 ekspresyonu belirlendi (Sekil 4.13).

Cisplatin (7.5 mg/kg) grubu: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokularinin
immunhistokimyasal olarak incelenmesinde, 6zellikle hasarlanmig kas liflerinde siddetli
diizeyde stoplazmik Cas-3 ekspresyonu belirlendi (Sekil 4.14). Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) fark tespit edildi.

Probiyotik (1 ml/mg/kg i.g.) + Cisplatin (7.5 mg/kg, i.p.) grubu: Bu grupta
bulunan ratlarin kalp dokular1 immunhistokimyasal olarak incelendiginde, kasliflerinde
hafif diizeyde stoplazmik Cas-3 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.15). Cisplatin grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) fark tespit edildi. Histopatolojk
bulgular Tablo 4.6’da 6zetlendi.

Probiyotik (1 ml/mg/kg i.g.) grubu: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokular1
immunhistokimyasal olarak incelendiginde, Cas-3 ekspresyonlari negatif olarak

degerlendirildi (Sekil 4.16).

Sekil 4.13. Kontrol grup, kalp dokusu, negatif Cas-3 ekspresyonu, IHC-P, Bar: 50um
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Sekil 4.14. CP grup, kalp dokusu, kas liflerinde siddetli diizeyde Cas-3 ekspresyonu
(okbaslar1), IHC-P, Bar: 50um

Sekil 4.15. Pro+CP grup, kalp dokusu, hafif diizeyde kas liflerinde Cas3 ekspresyonu
(okbaglar1), IHC-P, Bar: 50um
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Sekil 4.16. Probiyotik grup, kalp dokusu, negatif Cas-3 ekspresyonu, IHC-P, Bar: 50um

Kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokulari immunhistokimyasal
olarak incelendiginde, Negatif Bcl-2 ekspresyonlari belirlendi (Sekil 4.17).

Cisplatin (7.5 mg/kg) grubu: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokularinin
immunhistokimyasal olarak incelenmesinde, 6zellikle hasarlanmis kas liflerinde hafif
diizeyde Bcl-2 ekspresyonu belirlendi (Sekil 4.18). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) fark tespit edildi.

Probiyotik (1 ml/mg/kg i.g.) + Cisplatin (7.5 mg/kg, i.p.) grubu: Bu grupta
bulunan ratlarin kalp dokulari immunhistokimyasal olarak incelendiginde, kasliflerinde
sddetli diizeyde stoplazmik Bcl-2 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.19). Cisplatin grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) fark tespit edildi. Histopatolojk
bulgular Tablo 4.6’da 6zetlendi.

Probiyotik (1 ml/mg/kg i.g.) grubu: Bu grupta bulunan ratlarin kalp dokulari
immunhistokimyasal olarak incelendiginde, Bcl-2 ekspresyonlar1 negatif olarak

degerlendirildi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.18. CP grup, kalp dokusu, Kkas liflerinde hafif diizeyde Bcl-2 ekspresyonu
(okbaslari), IHC-P, Bar: 50pum
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Sekil 4.19. Pro+CP grup, kalp dokusu, kas liflerinde siddetli diizeyde Bcl-2
ekspresyonu (okbaslari), IHC-P, Bar: 50um

Sekil 4.20. Probiyotik grup, kalp dokusu, negatif Bcl-2 ekspresyonu, IHC-P, Bar: 50um
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Tablo 4.7. Kalp dokusunun immunohistokimyasal bulgularinin skorlanmasi

Pro

Kontrol CP Pro+CP
Tnf-a - 4+ +
Caspase-3 - +++ +
Bcl-2 - + +++
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5. TARTISMA

Kanser, kontrol edilmeyen hiicre boliinmesi ile karakterize bir hastaliktir.
"Normal" hiicreler, temas inhibisyonu olarak bilinen bir mekanizma gibi hiicrelerle temas
ettiginde boliinmeyi durdurur. Kanserli hiicreler ise bu yetenegi kaybeder. Kanser
hiicrelerinin hiicre boliinmesini kontrol eden ve siirlayan normal kontrol mekanizmalari,
sistem ve dengeleri yoktur. Hiicre boliinmesi iglemi, ister normal ister kanserli hiicreler
olsun, hiicre donglisiinden gecer. Hiicre dongiisii dinlenme fazindan aktif biiylime
fazlarina ve daha sonra mitoza (boliinmeye) gider. Kemoterapinin kanser hiicrelerini
oldiirme yetenegi, hiicre boliinmesini durdurma yetenegine baghdir. Genellikle,
kemoterapotik ilaglar hiicreye boliinmeyi nasil kopyalayacagini sdyleyen RNA veya
DNA'ya zarar vererek calisir. Hiicre boliinmesini engelleyerek dliimiine neden olurlar.?*®
Hiicreler ne kadar hizli bdliiniirse, kemoterapinin hiicreleri 6ldiirmesi ve timoriin
biiziilmesine neden olma olasiligi o kadar yiiksektir. Ayrica hiicre intiharini (kendi
kendine Oliim veya apoptoz) indiiklerler. Hiicrelerin boliinme asamasina etki eden
kematerapotiklere hiicre dongiisiine spesifik ilag denir. Hareketsiz olduklarinda hiicreleri
etkileyen kemoterapi ilaglarina hiicre dongiisii spesifik degildir. Kemoterapinin
planlanmasi, hiicrelerin tipine, boliinme hizina ve belirli bir ilacin etkili olma zamanina
gore ayarlanir. Bu nedenle kemoterapi tipik olarak sikluslar halinde verilir. Kemoterapi
kanserli hiicreler ve normal hiicreler arasindaki farki gézetmeksizin hizla bdliinen tiim
hiicreleri dldiiriir. Kemoterapiden en sik etkilenen normal hiicreler kan hiicreleri, agiz,
mide ve bagirsaktaki hiicreler sa¢ folikiilleridir; diisiik kan sayimi, agiz yaralari, bulanti,
ishal ve sa¢ dokiilmesi ile sonuglanir. Farkli ilaglar viicudun farkli bolgelerini
etkileyebilir.2*® 257 Cisplatin (CP) kemoterapide yaygin olarak kullanilan bir antikanser
ajandir. CP mesane kanseri, testis, yumurtalik, bas ve boyun, 6zofagus, akciger, meme,

mide ve prostat kanserleri tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica Hodgkin ve non-Hodgkin
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lenfomalar, ndroblastom, sarkomlar, multip] miyelom, melanom ve mezotelyoma
tedavisinde de CP’ den faydalanilmaktadir. Cesitli yan etkilerinin yani sira, CP’nin
yiiksek dozlarinin kardiyotoksisite, hepatotoksisite ve nefrotoksisiteye neden oldugu
bilinmektedir. Yapilan ¢alismada MDA, SOD, GSH, NO, Troponin I, CK, CK-MB ve
LDH diizeylerinin kontrol grubuyla kiyaslandiginda analamli farklarin olmasi ve kalp
dokusu histopatolojik ve immunhistokimyasal olarak Tnf a, Caspase-3 ve Bcl-2
ekspresyon sonuglart CP nin toksik oldugunu gostermektedir. CP grubunda gozlenen
Tedavide CP’ nin yan etkilerini bazi insanlar yasarken bazilarida CP nin belirtilen yan
etkilerinden hig birini yasamaz. Tedavi tamamlandiktan sonra CP’nin yan etkileri biiyiik
dlciide kisa zamanda ortadan kalkmaktadir.!® Ayrica CP’ nin yan etkilerini en aza
indirmek veya onlemek igin birgok segenek vardir. Memeli organizmalar i¢in faydali
oldugu bilinen probiyotikler, deneysel organ toksikasyonu ¢aligsmalarinda protektif etkili
bilesik olarak da kullanilmaktadir. Lactobasillus tiirleri, siit tirinlerinin iiretimi ig¢in ¢ok
onemlidir ve yaygin olarak kullanilan Gram-pozitif bir bakteridir. L. lactis laktis siite
eklendiginde, laktozdan enerji molekiilleri (ATP) iiretmek i¢in enzimler kullanir. Bu
bakteri aynt zamanda bazi sindirim sistemi hastaliklarinin tedavisinde canli olarak
kullanilan ilk genetigi degistirilmis organizma olarak da {inlenmistir. Bu bakteri i¢in
bildirilen diger kullanimlar arasinda salamura sebzeler, bira, sarap, baz1 ekmek, kefir,
ayran vb gibi fermente gida maddelerinin iretiminde yer alir. L. lactis esas olarak siit
ortamindan veya bitki materyalinden izole edilir. Bitkilerden siit ortamina 6nerilen gegis,
uzun bir siire siitte yetistirilen bir bitki izolatinin deneysel gelisimi yoluyla laboratuvarda
yeniden iiretilmistir.258: 29

Genetik olarak tasarlanmis L. lactis, enflamatuar bagirsak hastaliklarinin (IBD)
tedavisine terapotik miidahale igin sitokin interlokin-10'u (IL-10) salgilayabilir, Lothar

Steidler ve Wolfgang Hans * tarafindan yapilan bir ¢alisma, IL-10'un genetik olarak
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tasarlanmig L. lactis tarafindan in situ sentezinin, tiimor nekroz faktoriine (TNF) veya
rekombinasyon IL-10'a kars1 antikorlar gibi sistemik tedavilerden ¢ok daha diisiik dozlar
gerektirdigini gostermektedir. Yazarlar, IL-10'un terapotik hedefine ulasabilecegi iki
olas1 yol onermektedir. Genetigi degistirilmis L. lactis limende murin IL-10 tiretebilir ve
protein epiteldeki veya lamina propriadaki duyarli hiicrelere yayilabilir. Baska bir yol,
bakteriyel boyutu ve sekli nedeniyle M hiicreleri tarafindan alinan L. lactis 'in etkisinin
biiyiik bir kismi intestinal lenfoid dokuda rekombinant IL-10 tiretimine bagli olmasidir.
Her iki yol da inflamasyonda gelistirilmis paraseliiler tagima mekanizmalarini igerebilir.
Tasima isleminden sonra IL-10, enflamasyonu dogrudan azaltabilir. Prensip olarak, bu
yontem, biiylik miktarlarda iiretilmesi kararsiz veya zor olan diger protein terapétiklerinin
bagirsaga verilmesi ve IBD'nin sistemik tedavisine alternatif olarak faydali olabilecegi
bildirilmistir. Yapilan ¢calismada probiyotik uygulamasinin Tnf a ekspresyonunu azattigi
ve bununla paralel olarak apoptozisin son asamasi olan cellat caspas olarak adlandirilan
Casapase 3 ekspresyonu azattigi belirlenmistir.

Zhang B ve ark. (2016) KISS1 olarak bilinen tiimdr metastazi inhibe edici peptit
iceren bir plazmid tastyan bir L. lactis susu olusturdu.® L. lactis NZ9000' in, insan
kolorektal kanser HT-29 hiicreleri iizerinde inhibisyon etkileri uygulayarak biyolojik
olarak aktif KiSS1 proteininin salgilanmasi i¢in bir hiicre fabrikasi oldugunu
gosterilmistir. Rekombinant L. lactis susundan salgilanan KiSS1, tiimor hiicresi
biiyiimesini, hayatta kalma, istila, iltihaplanma ve anjiyogenezi kontrol eden sinyal
yollarmin diizenlenmesi olan Matrix metalloproteinazlarin (MMP-9) ekspresyonunu
etkili bir sekilde azalttig1 bildirilmistir.®® Bunun nedeni L. lactis 'te eksprese edilen
KiSS1'in MAPK yolunu GPR54 sinyali yoluyla aktive etmesi, NF NB'nin MMP-9
promotdriine baglanmasini baskilamasi ve boylece MMP-9 ekspresyonunu asagi regiile

etmesidir.? Bu da, kanser hiicresinin hayatta kalma oranini azaltir, metastazi inhibe eder
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ve kanser hiicrelerinin uyku halini indiikler. Ek olarak, LAB'nin ekzopolisakkarit iiretme
kabiliyeti nedeniyle tiimor biiyiimesinin LAB susunun kendisi tarafindan inhibe
edilebildigi gosterilmistir.2% Bu ¢alisma L. lactis NZ9000’in HT-29 proliferasyonunu
inhibe edebilecegini ve kendi basina hiicre apoptozunu indiikleyebilecegini
gostermektedir. Bu susun yapisinin basarisi, kanser hiicrelerinin goc¢iinii ve genislemesini
engellediginden dolay1, bu 6zel peptidin L. lactis 'in salgilama 6zelliklerinin gelecekte
kanser tedavisi i¢in yeni bir arag olabilecegini gdstermistir.'2

Tiimor nekroz factor alfa (TNFa), lenfosit, makrofaj ve NK hiicrelerinden salinan
multifonksiyonel bir stokindir. TNFa stokin ailesinin en 6nemli 6zelliklerinden birisi
apoptotik hiicre OSliimiinii azaltmasidir. Bu o6zelliklerinden dolayr kanser ve diger
proliferatif hastaliklarin tedavisinde temel tedavi prensibi olarak son zamalarda karsimiza
cikmaktadir.?%% Bu sitokin, otoimmiin hastaliklar, toksikasyonlar, kematerapotik ajanlara
bagli hasarlarda, sepsis, insiilin direnci ve kanser dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarda
rol oynamaktadir.?®! Bu ¢alismada kalp dokularinda immunhistokimyasal olarak yapilan
incelemede CP grupta literatiirle uyumlu olarak kas lifleri arasinda damar gevrelerinde ve
hasarli kas dokusu bolgelerinde siddetli diizeyde TNFo ekspresyonlari belirlenirken,
PRO+CP grubunda s6z konusu ekspresyonun istatistiki olarak anlamli diizeyde azaldigi
belirlenmistir.

Herhangi bir organ veya sistemde olusabilen hastaliklarin teshisinde ve tedavisinin
seyrinin takibinde, hekimin bazi1 biyomarker degerlerinden yararlanilmasi daha iyi bir
sonug almasini saglar. Teshiste ve tedavinin seyrinin takibinde bakilacak biyomarkerlarin
dokulardaki yogunlugu ve kana hizli bir sekilde gegmesi 6nemlidir. Bu baglamda ise
Troponin |, CK ve CK-MB, LDH, MDA, SOD, GSH, NO, Tnfa, Caspase 3, Bcl-2

degerleri biiylik onem arz etmektedir.
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Bu calismada, CP ile indiiklenmis kardiyotoksisitede, kalbin histopatolojisi ve
bazi enzimler ile apoptotik marker degerleri Tablo 4.1,4.2, 4.3 ve Sekil 1,2,3 ve 4 de
verilmektedir. Kalp dokusunda olusan hasarlarda Troponin I, CK, CK-MB, LDH ve
MDA nin doku ve kandaki diizeylerinin artmasi hastaliklarin teshisi ve tedavisinde
onemlidir. LDH ve CK kalp ve tiim iskelet kas1 hasarlarinda artarken, Troponin I ve CK-
MB’ nin sadece kalp kas1 hasarlarinda artmasi bilyiik 6nem tagimaktadir. CK- MB 'nin
total CK’ ya oran1 %2.5-3'den fazlaysa kalbin hasarlanma olasilig1 yiiksektir. Yiiksek CK
ile birlikte bu degerin altindaki bir rolatif indeks ise iskelet kaslarinin hasarlanmig
oldugunu diisiindiirmektedir. Bobrek yetersizligi akvitelerinde CK-MB izoenzimlerinin

arttigy literatiirlerde belirtilmektedir.> 52 El

-Awady, ve ark (2011) tarafindan yapilan
calismada CP’nin tek dozunun kalp dokusunda 6nemli diizeyde hasara neden oldugu, kas
liflerinde dejenerasyon, c¢ekirdeklerinde piknoz, kas lifleri arasinda hafif diizeyde
fibrozise neden oldugu bildirilmistir.2** 23 Farkli bir ¢calismada stoplazmanin eozinofilik
oldugu, ¢ekirdegin piknotik, damarlarda konjesyon ve interfibrillar araliklarda 6demin
belirlendigi ifade edilmistir.?®* Bu calismada CP grubu kalp dokularinda, myokartta
siddetli diizeyde hyalin dejenerasyonu ve zenker nekrozu, interstisyel damarlarda siddetli
diizeyde hiperemi tespit edilmesi literatiirii destekler niteliktedir.

Arastirmamizda ki Kontrol, CP, Pro+CP ve Pro gruplarindan elde edilen CK
degerlerinin ortalamasi sirastyla 749, 2443, 128 ve 940 U/L; CK-MB degerleri ortalamasi
522, 1198, 671 ve 643 U/L; Troponin I degerleri ortalamasi1 5.0, 8.1, 5.9 ve 5.6 ng/ml;
LDH diizeyleri ortalamasi ise 611, 1511, 785 ve 771 U/L olarak saptandi. Probiyotik
olarak uygulanan Lactobacillus lactis’in, CP ile indiiklenmis ratlarda kardiyotoksisite
tizerine protektif etkilerinin varlig1 Tablo 4.1 ve 4.2 goriilmektedir. CP grubunda CK,

CK-MB, LDH ve Troponin I diizeyleri istatistiki bakimdan anlamli bir sekilde (p<0.001)

yiikselirken, Probiyotk+CP verilen gruptaki degerler CP grubundaki degerlerden daha
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diisiik bulundu. Yalnizca probiyotik verilen gruptaki veriler ise kontrol grubu verileri ile
benzerlik gosterdi. Bununla birlikte kontrol grubu ile probiyotik verilen gruplar arasinda
ki degerlerde istatistiki agidan herhangi bir fark bulunamadi. Arastirmamizda ki Kontrol
ve probiyotik gruplarindan elde ettigimiz bu degerler saglikli ratlar igin bildirilen

degerlerle 131260

uyum igerisindedir.

Yapilan literatiir taramalarinda kanser tedavisinde kullanilan antineoplastik
ilaglarin  oksidatif stresi azaltmak i¢in bazi antioksidatif ajanlarin kullanildig:
gostermektedir.26°2%° Sengiil ve ark.2’? akciger toksisitesi iizerine quersetinin protektif
etkilerini, Kang ve ark.?® kardiyak hasar iizerine antioksidanlarin etkilerini
incelemislerdir. Bir baska ¢alismada ise Goktepe ve Giinay’m %7 quarsetinin serbest
radikallerle birlikte olusan oksidatif hasari azaltarak antioksidan sistemini giiglendirdigini
ifade etmektedirler. Dong ve ark.®® ise quarsetinin Doxorobucin’e bagl
kardiyotoksisiteyi inhibe ettigini belirtmektedirler. Aristatile ve ark. 2%° oksidatif streste
karvakrol’iin etkilerini aragtirmiglar ve karvakrol’iin hiicreyi oksidatif stres ve DNA
hasarina kars1 korudugunu saptamislardir. Yapilan ¢alismada probiyotik uygulamasinin
MDA ve NO degerlerini artirdigi, SOD ve GSH diizeylerini azalttigi gézlendi. Yukarida
eklenen anti oksidan uygulamalarina gézlenen benzer bulgular tespit edilerek literatiirii
destekledigi belirlendi.

Aragtirmamizda CP grubunda kalp kasi hiicrelerinde ve dokusunda olusan hasar
Tablo 4.3 ve Sekil 2 de agik¢a goriilmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler kontrol,
CP, Pro+CP ve Pro gruplarinda sirasiyla ortalama olarak MDA 0.88, 1.53, 1.04 ve 0.96
umol/g; SOD 1.39, 0.93, 1.09 ve 1.44 U/mg; GSH 2.64, 1.87, 2.33 ve 2.49 umol/g; NO
53.6, 77.8, 56.3 ve 51.6 mg/dl olarak bulundu. Tablo 4.3 te de goriildiigii gibi MDA,
SOD, GSH ve NO parametrelerinde CP nin etkisiyle belirgin degisiklikler

gozlemlenmistir. Bu arastirmada, CP uygulamasinin MDA ve NO diizeylerini énemli
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miktarda artirirken SOD ve GSH seviyelerini ise azalttigi tespit edilmistir (p<0.01).
Probiyotik verilen gruptaki veriler, Kontrol grubu verilerine olduk¢a yakinlik
gostermektedir. Probiyotik verilen gruptaki veriler ile Kontrol grubu verileri arasinda ki
degerlerde istatistiki a¢idan herhangi bir fark bulunamadi. Kontrol grubunda bulunan
ratlarin kalp dokularimin histopatolojik incelemesinde, normal histolojik goriiniimde
oldugu tespit edildi. CP grubuna ait ratlarin myokartlarinda siddetli diizeyde hyalin
dejenerasyonu ve zenker nekrozu, interstisyel damarlarda siddetli diizeyde hiperemi ve
hemoraji gézlendi (Sekil 2). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml
(p<0,05) fark tespit edildi.  Pro+CP grubunda bulunan ratlarin kalp dokularmin
histopatolojik incelendiginde, myokartta hafif diizeyde hyalin dejenerasyonu ve
interstisyel damarlarda orta diizeyde hiperemi belirledi. Cisplatin grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) fark tespit edildi. Histopatolojk
bulgular Tablo 4.3 de Ozetlendi. Probiyotik grupta, perikart, miyokart ve endokart
tabakalarinin normal histolojik yapida oldugu belirlendi.

Apoptozis, canlilarin dogumundan 6liimiine kadar, gereksinim duyulmayan ve
fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerinin ¢evreye zarar vermeden molekiiler temelleri ve siireci
olan programlanmis hiicre 6liimii mekanizmasidir.?®® Caspazlar apoptoz esnasinda
onemli rol oynayan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Oncelikli olarak inaktif proteinler
olarak sentezlenen bu enzimler ¢esitli yollarla aktive edilirler. Apoptozisin igsel ve dissal
mekanizmasinda caspase 8 ve caspase 9 rol almaktadir. Bu siirece anti apoptotik marker
olan Bcl2 devreye girdiginde hiicre apoptoz mekanizmasindan ¢ikip normal siirecine
girmektedir. Sayet anti-apoptoz mekanizmasina girmezse apoptozis devam eder ve Cas 3
devreye girer. Cellat caspase olarakta bilinen Cas 3 apoptozisin geri doniisiimsiiz son
yolag1 olarak karsimiza gikmaktadir.?602792"1 Cas 3 iin bu &zelliklerinden dolay1 son

yillarda pek ¢ok deneysel calismada calismalarin etkinliginin belirlenmesinde kullanilan
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onemli bir marker olarak dikkat cekmektedir. 20279271 Yapilan calismalarda cesitli
antikanserojen ajanlarin indiikledigi toksikasyonlarda Cas 3 ekspresyonlarinin arttig1, anti
apoptotik marker olan Bcl2 ekspresyonlarinin ise azaldigi bildirilmistir. Yapilan
calismada CP grubunda kalp kasi liflerinde siddetli diizeyde Cas 3 ekspresyonu
belirlenirken, hafif diizeyde Bcl2 ekspresyonu belirlendi. Pro+CP grubunda kalp kasi
liflerinde hafif diizeyde Cas 3 ekspresyonu belirlenirken, siddetli diizeyde Bcl2
ekspresyonu belirlendi.

Yukarida da belirtildigi gibi antineoplastik ilaglarin olumsuz etkilerini baskilamak
ve oksidatif stresi azaltmak amaciyla bazi arastirmacilar 2612%° rutin, quarcetin, karvakrol,
naringin, selenyum, vitamin A, C ve E gibi baz1 antioksidatif ajanlar kullanmislardir.
Arastirmamizda ki kontrol ve probiyotik grubundan elde ettigimiz bu degerler (CK, CK-
MB, Troponin I, LDH, MDA, SOD, GSH, NO, Tnfa, Cas 3 ve Bcl-2) saglikli ratlar igin
13,261,272,273

bildirilen degerlerle uyum igerisindedir, elde edilen bu degerler literatiirleri.

destekler niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

CP ile indiiklenmis ratlarda, kardiyotoksisite {izerine probiyotiklerin protektif
etkileri biyokimyasal, immunohistokimyasal ve histopatolojik bulgularda goriilmiistiir.
Pro+CP li gruplarin enzim diizeylerinin probiyotik uygulanmasina bagli olarak normal
olan Kontrol grubunun degerlerine yakinlastig1 saptanmaistir.

Bu aragtirma sonuglarin, CP ile indiiklenmis ratlarda kardiyovaskiiler sistem
tizerine Probiyotik uygulamasiin kortyucu etkilerinin incelenmesinde ve bundan sonra

yapilacak olan bilimsel ¢alismalarda yararli olabilecegi timidini tagimaktayiz
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