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DENEYSEL SISPLATIN NEFROTOKSISITESINE KARSI
N-ASETILSISTEININ ETKISI
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Biyokimya Anabilim Dali Doktora Tezi, Ocak 2018
Damisman: Prof. Dr. Cevat YAZICI

KISA OZET

Sisplatin solid organ tiimorlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan oldukg¢a etkili
kemoterapdétik bir ajandir. En yaygin goriilen ve klinik kullanimini sinirlayan yan etkisi
nefrotoksisitedir. Son yillarda, nefrotoksisite gelisimine katilan en Onemli

mekanizmalarin oksidatif stres ve enflamasyon oldugu 6ne stiriilmektedir.

N-asetilsistein (NAC), dogrudan radikal yakalayici olarak ve/veya hiicre i¢i rediikte

glutatyon diizeylerini artirarak etki gosteren bir antioksidandir.

Bu calismada, NAC’1n ratlarda sisplatinle indiiklenen nefrotoksisite tizerine etkilerinin

arastirilmasi amaglandi.

Bu amagcla, ratlar her grupta sekiz rat olmak tizere, dort gruba ayrildi: KONT, NAC-
250, CP ve CP+NAC. Sisplatin uygulamasi intraperitoneal (ip) tek doz, 10 mg/kg rat
agirligt ve NAC uygulamasi ip, ardisik 3 giin, 250 mg/kg rat agirligi seklinde yapildi.
Nefrotoksisite gelisimi plazma BUN, kreatinin ve idrar mikroalbiimin seviyeleri ile
belirlendi. Ayrica bobrek dokularinda histolojik degerlendirme yapilarak da
nefrotoksisite tanisit desteklendi. Kan ve doku orneklerinde miyeloperoksidaz (MPO),
niikleer faktor-kappa B (NF-kB) ve “high mobility group box-1" (HMGB-1) seviyeleri
olgiildii.

Sisplatinin plazma ve doku 6rneklerinde MPO, NF-«B ve HMGB-1 diizeyleri lizerinde
etkili olmadigi, ancak NAC’in MPO ve HMGB-1 doku seviyelerini anlamli derecede
artirdignt goézlendi. Bununla birlikte, NAC bobreklerdeki fonksiyonel ve histolojik
degisiklikleri iyilestirdi.

Sonu¢ olarak, bu deneysel modelde sisplatin nefrotoksisitesine enflamasyonun
katkisinin smirli oldugu soylenebilir. Bununla birlikte, farkli kanser hiicre hatlarinda

cok yonlii ve birbirine zit etkiler gosterebilen NF-kB ve HMGB-1’in seviyelerini
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etkilemeksizin, bobrek fonksiyonlarini iyilestirebilen NAC’1n; tiim kanser tiplerinde,
kemoterapi etkinligini degistirmeksizin sisplatin yan etkilerinin azaltilmasinda giivenle

kullanilabilecegi one siiriilebilir.

Anahtar kelimeler: Rat, sisplatin, oksidatif stres, enflamasyon, N-asetilsistein
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THE EFFECT OF N-ACETYLCYSTEINE AGAINST EXPERIMENTALLY
INDUCED CISPLATIN NEPHROTOXICITY

inayet GUNTURK
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences, Department of
Biochemistry, Doctoral Dissertation, January 2018
Supervisor: Prof. Dr. Cevat YAZICI
ABSTRACT
Cisplatin is a widely used and highly effective chemotherapeutic agent used in the
treatment of solid organ cancers. The most common side effect that limits its clinical

usage is nephrotoxicity. In recent years it has been suggested that the most important

mechanisms that contribute to nephrotoxicity are oxidative stress and inflammation.

N-acetylcysteine (NAC) is an antioxidant, that acts directly as a free radical scavengers

and/or increase intracellular reduced glutathione.

In the present study, the effects of NAC is investigated, on cisplatin induced

nephrotoxicity in rats.

For this purpose, rats were divided into four groups each group including eight rats:
CONT, NAC-250, CP, CP+NAC. Cisplatin was administrated intraperitoneally (ip),
single dose,10 mg/kg body weight and NAC was administrated ip, 250 mg/kg body
weight for three consequitive days. Nephrotoxicity was determined by plasma BUN,
creatinine and urine microalbumin levels. Nephrotoxicity was also supported by
histological analysis in kidney tissue samples. In blood and tissue samples
myeloperoxidase (MPO), nuclear factor-kappa B (NF-kB) and high mobility group box-
1 (HMGB-1) levels were measured.

It was found out that cisplatin was not effective on MPO, HMGB-1 and NF-kB levels in
blood and tissue samples, however, NAC elevated MPO and HMGB-1 levels
significantly. Nevertheless NAC ameliorated histological and functional changes in

kidney tissues.

In conclusion, it can be said that inflammation has limited effect on cisplatin

nephrotoxicity in this experimental design. However NAC, which can ameliorate renal
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function without effecting the levels of NF-kB and HMGB-1 that have versatile and
opposite effects on different cancer cell lines, is suggested to be safely used to reduce

the side effects of cisplatin without altering chemotherapy efficacy for all cancer types.

Keywords: Rats, cisplatin, oxidative stress, inflammation, N-acetylcysteine
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1. GIRIS VE AMAC

Sisplatin [cis-diaminodikloroplatin (IT)], genital, iiriner sistem, bas, boyun ve akciger
malign tlimoérlerinin tedavisinde yogun olarak kullanilan bir antineoplastik ajandir (1).
Daha az toksik ve klinik kullanimi daha kolay, alternatif platin bilesiklerinin
gelistirilmesi i¢in gosterilen yogun klinik ve deneysel arastirmalara ragmen; sisplatin
halen yaygin bir sekilde regete edilmekte ve farkli solid organ tiimorleri tedavi

rejimlerinin standart bir bileseni olmaya devam etmektedir (2).

Tumor hiicre direnci, ototoksisite, ndrotoksisite, kardiyotoksisite, nefrotoksisite gibi yan
etkiler, ilacin klinik olarak kullanimini kisitlayan nedenlerdir. Bunlar arasinda en sik
rastlanilan ve bu nedenle de klinik kullanimmi en sik engelleyen yan etki,

nefrotoksisitedir (3).

Sisplatin ¢ogu hiicre kompenenti ile etkilesime girse de, ilacin biyolojik hedeflerinin
basinda deoksiriboniikleik asit (DNA) gelir (4). Ancak proksimal tiibiil hiicreleri,
boliinmeyen hiicreler oldugundan nefrotoksik etkinin DNA hasar1 mekanizmalarindan
farkli oldugu distintilmektedir. Nefrotoksisite gelisiminde farkli mekanizmalar &ne
stirilmekle beraber, en yaygin kabul goren ve arastirilan mekanizmalar apoptoz,

oksidatif stres ve enflamasyondur (5).

Serbest oksijen radikalleri (SOR)’nin asir1 miktarda {retildigi ya da antioksidan
mekanizmalarin yetersiz kaldigi durumlarda, oksidan-antioksidan sistemler arasindaki
dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak adlandirilir. (6). Sisplatin ile ortaya ¢ikan
SOR artist hem dogrudan biyomolekiillerle etkileserek hasara neden olabilir hem de
farkl1 yolaklara etki ederek enflamasyonu tetikleyebilir (7). Literatiirde SOR artis1 ve

enflamasyonun sisplatin aracili nefrotoksisiteye katkisi gosterilmistir (8).

Sistein amino asidinin N-asetil tlirevi olan N-asetilsistein (NAC), klinikte yillardir
kullanilmakta olup hem antioksidan hem antienflamatuvar ozellikleri gosterilen bir

ajandir (9).



Bu c¢alismada, deneysel sisplatin nefrotoksisitesi olusturulan ratlarda, hem oksidatif
stres hem de enflamasyon ile iliskili oldugu bilinen miyeloperoksidaz (MPO), niikleer
faktor-kappa B (NF-xB) ve “high mobility group box-1” (HMGB-1) diizeyleri
degisiminin ve NAC’1n bu parametrelerle birlikte nefrotoksisiteye etkisinin incelenmesi

amaglanmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. SISPLATIN

Sisplatin, cis-[PtCI2(NH3)2] veya cis-diaminodikloroplatin (II), kanser tedavisinde
yaygin olarak kullanilan en potent kemoterapétik ilaclardan biridir. Sisplatinin kesfi,
diger metal igeren bilesiklerin de kanser tedavisinde kullanimina olan ilgiyi tetikleyen
bir etken olmustur (10). Sisplatinin klinik kullanimi; bas, boyun, akciger, testis, over
gibi pek ¢ok solid organ tiimoriiniin tedavisinde basarili sonuglar saglamistir (2). Ancak

sisplatin ve tlirevlerinin kullanimini kisitlayan yan etkileri de mevcuttur (10).
2.1.1. Kimyasal Yap1

1965 yilinda, Barnett Rosenberg, inert platin elektrotu bulunan biiylime ¢6zeltisi
igerisinde, Escherichia coli bakteri boliinmesinin inhibisyonuna bagli olarak, hiicrenin
flament6z bir sekil aldigini gozlemlemistir. Bu durumun platin iyonlar1 nedeniyle
olustugunu tespit etmesi {izerine sisplatinin tiimoér hiicre biiylimesini de
durdurabilecegini 6ne siirmiis ve bu bulusla birlikte sisplatin kanser tedavisinde
kullanilmaya baslanmistir. Rosenberg c¢alismalarinda ayrica inhibisyondan sorumlu olan

formun “cis” formu oldugunu, “trans” formunun ise etkisiz oldugunu bildirmistir (1).

Sisplatin, cis konfigiirasyonunda merkezi bir platin atomunu ¢evreleyen, iki klor atomu
ve iki amonyak molekiiliinden olusur. Bag acilar1 sabittir ve DNA’ya baglanmada
yapisal uyum saglarlar. Farkli platin bilesikleri de benzer sekilde ayni merkezi

yerlesimli platin atomuna sahipken, diger gruplar agisindan farklilik gosterirler (11).

Sisplatinin yanisira nedaplatin, oksaliplatin, lobaplatin, karboplatin ve heptaplatin gibi
birg¢ok platin tiirevi klinik ¢calismalarda test edilmistir; sadece karboplatin ve oksaliplatin

klinik kullanim i¢in onay almistir (10).

Platin tiirevi ilaglarin kimyasal yapilar1 Sekil 2.1°de gosterilmistir (12).
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Sekil 2.1. Platin tiirevi ilaglarin kimyasal yapilari: A-Sisplatin; B-Karboplatin; C-Oksaliplatin;
D-Ormaplatin; E-Enloplatin (12)

2.1.2. Terapotik Kullanimi

Mide-bagirsak kanalindan absorbe edilmeyen sisplatin, sadece intravendz (iv) uygulanir.
Insanlarda kullanilan dozu, 5 giin boyunca 20 mg/m?/giin; 3-4 hafta boyunca 20-30
mg/hafta veya 4 haftada bir 100 mg/m? seklindedir. Renal toksisiteyi nlemek iizere,
tedavi 6ncesi 1000-2000 mL serum fizyolojik (SF) infiizyonu ile klor diiirezi saglamak
onemlidir. Uygun miktarda sisplatin, dekstroz ve salin soltisyonlarinda diliie edildikten

sonra, 4-6 saat boyunca iv uygulanir (13).
2.1.3. Farmakokinetik ve Metabolizma

Platinin %90°dan fazlasi plazma proteinlerine kovalent bagli bulunurken; sitozolde
serbest formdadir. Intravenéz enjeksiyondan 12 giin sonra bile plazmada onemli
miktarda platin saptanabilir (11). Uygulama sonrasi baslangi¢ plazma eliminasyon yari
omri 25-50 dakika (dk.) kadardir; serbest ve bagl formdaki ilag konsantrasyonu daha

sonra 24 saat veya daha uzun siireli bir yarilanma 6mrii ile diismeye baslar (13).



Bobrek, karaciger, bagirsak ve testislerde yiiksek konsantrasyonda bulunan sisplatinin,

santral sinir sistemine penetrasyonu ise ¢ok zayiftir (13).

Uygulanan ilacin 24 saate kadar %25°i; 5 giine kadar %43°1 idrarla atilir. Safra ve

intestinal atilimi1 minimal diizeydedir (13).

Serbest platin klirensi, kreatinin klirensinden (KKr) yaklasik %156 daha fazladir. Bu
durum ekskresyona ek olarak sisplatin ve metabolitlerinin bobrek tarafindan sekrete
edildigini gosterir. Diger bir ifadeyle renal hiicrelerde aktif olarak birikime ugrayan

sisplatin, pasif transportla da tiibiillere sekrete edilmektedir (11).

Sisplatinin intraseliiler transport mekanizmasi ¢ok ag¢ik degildir ve hiicre tipine gore
degisiklik gosterir. Onceleri sisplatinin hiicre igine girisinin 60 dk.’ya kadar lineer
olmasi, 1 mM’a kadar doygunluga ulagsmamasi, analoglarla inhibe edilebilmesi gibi
nedenlerle pasif diflizyon yolu ile oldugu distiniilmekteydi. Daha sonra yapilan
calismalarda hiicre i¢i platin ve bakir diizeyleri arasinda dogrudan bir iliskinin
gosterilmesi; sisplatinin bakir transport proteinleri araciligi ile hiicreye alindigi
gorlistinti desteklemistir (4). Bazilar1 bakir gecisinden de sorumlu olan, sisplatinin hiicre
membranindan gegisini kolaylastiran ¢esitli tasiyict proteinler gosterilmistir; bakir
tasiyict 1 (cupper transporter 1: Ctrl) ve Ctr2, bakir tasiyici P tipi ATPaz’lar (ATP7A
ve ATP7B), organik katyon tasiyicilar (organic cation transporters: OCT1 ve OCT2) ve
coklu ilag ve toksin atilim tasiyicisi-1 (multidrug and toxin extrusion transporter-1:
MATE-1) (14, 15). Ozellikle karaciger ve bobrek gibi sekretuvar dokularda OCT2 ve
MATE-1 eksprese edilirken, diger tasiyicilar daha genel dagilim gosterir (14).

Yiiksek affiniteli bir bakir transport proteini olan Ctrl’i kodlayan gendeki herhangi bir
delesyon veya mutasyonun hem maya hem de fare hiicrelerinde sisplatin direncinde
artisa ve platin diizeylerinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Ancak insan Ctrl’in
asir1 ekspresyonu hiicrelerde sisplatin birikimini artirsa da sitotoksik hedeflere ulagimini
etkilememektedir. Sisplatinin bakir diizeyleri ile iligkisini gosteren bir bagka kanit da
hiicre disma cikist ile ilgili ¢alismalardan elde edilmistir. Hiicre bakir seviyelerinin
regiilasyonunda 6nemli rol oynayan ATP7B, sisplatinin hiicreden ¢ikisindan sorumludur

ve dolayisiyla sisplatin direnciyle iligkilidir (4).

Renal sistemde, sisplatinin hiicre i¢ine tasinmasinda 6zellikle OCT’ler rol oynar. Bu
proteinler renal tiibiiler hiicrelerde sadece sisplatinin degil, farkli katyonik bilesiklerin

de bazolateralden apikale transportuna aracilik eder. Bobrekte sisplatin aliminda kritik



olan OCT2’dir, diger platin tiirevlerinin ise bu proteinle etkilesimi gosterilmemistir.
OCT1 ise ozellikle karacigerde eksprese edilir. Farkli dokulardaki farklilagmis
ekspresyon paterni sisplatinin organ spesifik toksisitesinin nedeni olarak diistiniilebilir
(7). Rodentlerde, erkek hayvanlarda disilere gore OCT2 ekspresyonu daha yiiksek
olmakla birlikte, OCT1 ve 2’nin her ikisinin de renal ekspresyonunun proksimal tiibiil

bazolateral membraninda ¢ok yiiksek oldugu gosterilmistir (14).

Sisplatin hiicreye girdiginde, tizerindeki klor atomlar1 sitoplazmada su molekiilii veya
hidroksil iyonlar ile yer degistirerek aktive olur; “monoaqua” [cis-(NH)PtCI(HO)]" ve
“diaqua” [cis-(NH)Pt(HO)]** olarak isimlendirilen formlar olusur. Bu hidroliz olmus
trtinler sisplatine gore 1000 kat daha reaktif olan giiglii bir hidrofildir ve proteinler
tizerindeki siilfidril gruplart ve niikleik asitler {izerindeki nitrojen dondrleri gibi
herhangi bir niikleofil grupla etkilesime girerler (12). Intraseliiler klor konsantrasyonu
(20 mM) kandakine (100 mM) gore oldukga diisiik oldugundan, dolasimda degismeden
kalan sisplatin hiicre i¢inde hidroliz olur (3). Hidrasyon hiicre igerisinde ve idrarda
dusiik klor konsantrasyonlarinda daha fazladir, bu durum nefrotoksisiteyi dnlemede klor
ditirezinin etkisini agiklar (13). Yiiksek klor konsantrasyonlarinda ise sisplatin nétral

formda kalir ve biyolojik olarak bu formun inaktif oldugu diistintiltir (11).

Sisplatin ¢ogu hiicre kompenenti ile etkilesime girse de DNA ilacin biyolojik
hedeflerinin basinda gelir (4). Sisplatin piirin artiklar1 tizerindeki N7 reaktif merkeze
baglanir ve kanser hiicrelerinde DNA hasarina, hiicre béliinmesinin durdurulmasina ve
apoptotik hiicre 6liimiine neden olur (3,12). DNA-platin etkilesimleri 6zellikle guanin
rezidiileri tizerinde olur, ikinci klor ayni zincirde baska bir baz ile baglanarak zincir i¢i
capraz baglanmalar olusur, ayrica karsi zincirin piirin residiileri ile baglanmalar yaparak
zincirler arasi ¢apraz baglanmalar da olusturabilir (15). Sisplatin ile piirin bazlarinin 1,2
zincirler arasi ¢apraz baglart DNA’da meydana gelen degisiklikler arasinda en 6nemli
olandir (3, 12). Zincir i¢i baglanmalar %90 oraninda guanin-platin-guanin (GpG) ve
%10 oraninda ve adenin-platin-guanin (ApG) baglanmalarini igerir. Zincirler arasi ve

non fonksiyonel baglanmalar da sisplatin toksisitesine katki saglar (12).
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Sekil 2.2. Sisplatin DNA Baglanmalari (4)
2.1.4.Yan Etkileri

Sisplatin alan hastalarda doz sinirlayici ciddi yan etkiler goriilebilmektedir. Basarili bir
kanser kemoterapisi i¢in bu toksisitenin kontrol edilmesi kritiktir. Yan etkileri arasinda
genel hiicresel hasarin neden oldugu bulanti, kusma, kemik iligi baskilanmasina bagl
azalmis kan hiicreleri {retimi, enfeksiyona azalmis cevap (immiinosupresyon)
sayilabilir. Daha spesifik olan yan etkileri ise nefrotoksisite, ndrotoksisite ve

ototoksisitedir (10).

Klinik kullanimini, antikanser etkinligini kisitlayan ve doz smirlamasina yol agan en
onemli yan etkisi nefrotoksisitedir (16). Baslangi¢ dozlar1 olan 50-100 mg/m? sisplatin
tedavisi alan hastalarda bile yaklasik % 28-36 oraninda akut renal yetmezlik

gelismektedir (11).
2.2. SISPLATIN NEFROTOKSISITESI

Bobrekler sisplatin atilimindan sorumlu primer organ oldugundan, toksisitesine de
olduk¢a duyarhidirlar. Platin yogun olarak plazma proteinlerine baglanir. Proteinlere
baglanmayan serbest platin bilesikleri, yiiksiizdiir ve diisiik molekiil agirligina sahiptir.
Bu nedenle renal glomeriiler bariyeri serbestce geger ve daha az oranda da tiibiiler
epitelden idrara sekrete edilir (14, 16). Tiibiiler reabsorbsiyonu ile ilgili bir bilgi yoktur.

Sisplatin hem proksimal hem distal tiibiilde birikirerek, nefrotoksik etkileri olusturur.



Toksik etki 6zellikle dis medullada yerlesik olan proksimal tiibiil S3 segmentinde
belirgindir (16).

Sisplatin ile indiiklenen nefrotoksisite, tiibiiler hiicrelerde renal disfonksiyonla
sonuglanan 1liml ve geri dontisiimlii yapisal degisikliklerden, kronik ve progresif renal
yetmezlige kadar farklilik gosterebilir. Kronik yetmezlik tekrarlayan uygulamalardan ve
yiiksek dozlardan sonra ortaya c¢ikabilir (16). Nefrotoksisite sadece renal yetmezlik
olarak diigtintilmemelidir. Hidrasyon ve diiirez terapisinden dnceki donemlerde yaklasik
%100 olan akut renal hasar, giiniimiizde sisplatin tedavisi alan hastalarin yaklasik %20-
30’unda goriilmektedir. En yaygin komplikasyon hipomagnezemi iken diger sik goriilen
komplikasyonlar arasinda Fanconi benzeri sendrom, distal renal tiibiiler asidoz ve renal

konsantrasyon defektleri sayilabilir (1, 14).

Hayvan ¢aligmalarinda nefrotoksisite gelisimi ilk kez 1971 yilinda, azotemi ile birlikte
giden akut tiibiiler nekroza isaret eden histopatolojik degisikliklerle gosterilmistir (2).
Daha sonraki g¢alismalarda sisplatinle indiiklenen nefrotoksisite fare, rat, kopek ve

insanlarda da gosterilmistir (11).

Tipik olarak, renal yetmezligin ortaya ¢ikisi sisplatin uygulamasindan birka¢ giin sonra
baslar, serum kreatinin ve kan {ire azotu (Blood Urea Nitrogen, BUN)
konsantrasyonlarinda artisla gosterilir. Idrar ¢ikisi genellikle korunur (non-oligiirik) ve
proksimal tiibiil disfonksiyonunu gosterecek sekilde idrarda glukoz ve diisiik miktarda
protein goriilebilir. Renal fonksiyonlarin geri kazanimi 2-4 haftada gergeklesir veya bazi
durumlarda hi¢ gergeklesmeyebilir. Basarili tedavi protokolleri sirasinda alinan 6nleyici

girisimlere ragmen, progresif ve kalici nefrotoksisite olusabilir. (2).
2.2.1. Akut Nefrotoksisite

Klinik olarak sisplatin kaynakli akut nefrotoksisiste, degismis tiibiiler fonksiyon,
azalmis glomertiler filtrasyon hizi (GFR) ve ¢ogunlukla geri dontisiimlii renal hasar ile
gosterilir. Renal hasar, ilimli sub-lethal degisiklerden nekrotik hiicre 6liimiine kadar
farklilik gosterebilir. Ortaya ¢ikan akut renal yetmezlik sisplatin uygulamasindan
sonraki 3 saat i¢inde bobrek kan akiminda azalma ile karakterizedir ve bu durum
GFR’nin azalmasina onciiliik eder. Bu hipofiltrasyon ise minimal proteiniiri, artmis
BUN ve kreatinin seviyeleri ile iligkilidir. Diger yaygin komplikasyonlar ise

hipomagnezemi, hiponatremi, hipokalsemi ve hipokalemi gibi elektrolit anomalilerinin



varligidir. Bu ciddi tuz kaybi ortostatik hipotansiyon gelismesi ile sonuglanabilir ve

hatta hastalarin ¢ok az bir kisminda goriilse de distal tiibiiler asidoza neden olabilir (16).

Poliiiri sisplatin uygulamasina devaml olarak eslik eder ve iki ayr1 fazda olusur. Ik 24-
48 saatte idrar ozmolalitesi diiger ve bu dénemde GFR normaldir. Bu erken poliiiri
genellikle spontan olarak diizelir. Ikinci faz 72. ve 96. saatler arasinda olusur, GFR
diser ve bu durum kalici olur. Alanin aminopeptidaz, alkalen fosfataz, gama
glutamiltransferaz (GGT) ve N-asetil B D-glukozaminidazin (NAG) artmis {iriner

ekskresyonu sisplatine bagli proksimal tiibiiler hasarin 6nemli belirtecleridir (16).
2.2.2. Kronik Nefrotoksisite

Kronik sisplatin nefrotoksisitesi olan hastalar, degismis nefron yapisi, progresif nefron
fonksiyon bozuklugu ve geri doniislimsiiz renal hasar gosterirler. Klinik isaretler, artmis
BUN, serum kreatinin seviyeleri, artmis iiriner elektrolit ekskresyonu, proteiniiri ve
enzimiirinin eslik ettigi kalici ve siklikla progresif GFR azalmasi ile karakterizedir.
Kronik nefrotoksisite genellikle terapiden 5 ay kadar sonra gozlenir ve kalici renal

hasara isaret eder (16).
2.3. SISPLATIN NEFROTOKSISITESININ OLUSUM MEKANIZMALARI

Sisplatin nefrotoksisitesinin olduk¢a karmasik ve multifaktoriyel olan patofizyolojisini

cesitli bagliklar altinda incelemek, mekanizmay1 daha anlasilir kilacaktir.
2.3.1. Sisplatinin Hiicrede Birikimi

Sisplatin, bobreklerden hem glomeriiler filtrasyonla hem de tiibiiler sekresyonla
uzaklastirilir. Bobrek sisplatin konsantrasyonunun kan dolasimindaki miktarin tizerinde
olmasi renal parankimal hiicrelerde aktif birikimi destekler. Sisplatinin hiicre igine
alimmasinda rol oynayan transport sistemlerinden olan Ctrl, bobrekte olduk¢a fazla
eksprese edilir ve proksimal tiibiil bazolateral membrana yerlesiktir. Ctrl
ekspresyonunun “down-regiile” edildigi in vitro kosullarda, bbrek hiicrelerine sisplatin
girisinde ve sitotoksisitede azalma saptanmustir (1, 2). Bir diger sisplatin tastyici
mekanizma olan ve yine proksimal tiibiil bazolateralinde eksprese edilen OCT2,
sisplatinin bobrek dokusunda birikiminden sorumlu olan ana tasiyici proteindir, (2,
3,16). OCT2 substratlarindan olan simetidinin, yarigmali inhibisyon mekanizmasi ile
hiicreye sisplatin girisi ile sitotoksisiteyi (in vitro) ve nefrotoksisiteyi (in vivo) azalttigini

gosteren ¢alismalar vardir (2).
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2.3.2. Sisplatinin Molekiiler Biyotransformasyonu

Sisplatinin, fare ve ratlarda glutatyonla konjugasyonu ile olusan ve sisplatinden daha
potent bir nefrotoksin olan reaktif tiyol bilesiklerine doniistiigii gosterilmistir (1, 14). Bu
stire¢ dolasimda, glutatyon-S-transferaz (GST) araciligiyla, glutatyon konjugatlarinin
olusumu ile baslar. Glutatyon konjugatlar1 glomeriilii rahatlikla geg¢tiginden, proksimal
tiibiil hiicre ylizeyinde eksprese edilen gama glutamil transferaz tarafindan sisteinil-
glisin konjugatlarina yikilir. Ardindan proksimal tiibiil hiicrelerinde eksprese edilen
aminodipeptidazlar tarafindan sistein konjugatlarina yikilirlar. Proksimal tiibiil
hiicrelerine alinan sistein konjugatlar1 sistein-S-konjugat beta liyaz tarafindan olduk¢a
reaktif tiyollere metabolize edilirler. Bu {irlinler de nefrotoksik o6zellik gostererek,

sisplatin nefrotoksisitesinin olusumuna katkida bulunur (14).
2.3.3. DNA Hasan

Antitiimor etkinligine benzer sekilde, sisplatin normal bobrek hiicrelerinde de DNA ile
zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglanmalar olusturur; hiicre dongiisiinii durdurarak
DNA replikasyonunu inhibe eder (1, 16). Ayrica sadece niikleer degil mitokondriyal
DNA (mtDNA) da sisplatinin hedefleri arasindadir ve mtDNA’ya baglanma orani
niikleer DNA’ya nazaran 4-6 kat daha fazladir (1). Renal proksimal tiibiillerin sisplatine
hassasiyetini destekler sekilde mitokondrilerin en yogun oldugu bolgeler bu hiicrelerdir
(1, 2). Cesitli yollar ile mtDNA deplesyonu olusturulan hiicreler sisplatine karsi olduk¢a
direncli hale gelirler. MtDNA’nin DNA tamir mekanizmalarinin niikleer DNA’ya gore
yetersiz olmasinin, MtDNAy1 hasara daha duyarl hale getirdigi iddia edilmistir (2).

2.3.4. Hiicresel Tasiyici Sistemlerin inhibisyonu

Sisplatin kaynakli nefrotoksisite proksimal tiibiil hiicrelerinin fonksiyon kaybi ile
karakterizedir. Ozellikle renal firali kenar membranlarin tasiyici aktivitesi inhibe olur;
apikal ve bazolateral sodyum tasiyicilart araciligi ile diizenlenen su, besin ve elektrolit
transportu  bozulur. Bu hasar sitoskeleton bitiinliigiinii ve hiicre polaritesini
stirdlirebilmek icin hidrojen, potasyum, magnezyum ve kalsiyum iyonlarinin azalmis
reabsorbsiyonuna ve artmis iiriner ekskresyonuna neden olur. Ek olarak tiibiiler epitel
hiicre bariyerinin ve/veya baglanti noktalarinin kaybi glomeriiler filtratin yeniden

dolasima kagisina dolayisiyla GFR azalmasina neden olur (16).
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2.3.5. Mitokondriyal Disfonksiyon

Mitokondriyal disfonksiyon sisplatin ile indiiklenen renal hasarda anahtar rol oynar.
Sisplatinle tedavi edilen ratlarda membran elektrokimyasal potansiyelinde bozulma,
kalsiyum homeostazisinde dengesizlik, azalmis ATP sentezi ve bozulmug mitokondriyal
solunum gosterilmistir. Sisplatin kompleks 1, 2 ve 3°te siiperoksit anyonunun (O27)
olusumunu arttirarak solunum zincirinin komplekslerinde hasara neden olabilir (3). In
vivo sisplatin uygulamasi ayni zamanda membran elektrokimyasal potansiyelinde
bozulma sonucu mitokondriyal kalsiyum aliminda azalmaya ve mitokondriyal

antioksidan sisteminde zayiflamaya neden olur (2).

Pozitif yiiklii metabolitlere hidrolize olan sisplatin negatif yiiklii mitokondride birikme
egilimi gosterir (3). Sisplatin nefrotoksisitesinde mitokondriyal disfonksiyon oldukca
erken donemde ortaya c¢ikabilir ve kritiktir (16). ATP sentez hizindaki bir azalma
hiicrede strese ve sonugta kaspaz aracili apoptoza ayrica serbest oksijen radikalleri

(SOR)’nin artigina neden olur (1).
2.3.6. Sisplatin Aracii Hiicre Oliimii

Sisplatin apoptoz ve nekroz olmak tizere iki farkli hiicre 6liimii modelini indiikler. Fare
proksimal tiibiil hiicre kiiltiirtinde 800 uM gibi yiiksek sisplatin konsantrasyonlarinda
nekrozun, 8 uM gibi diisiik konsantrasyonlarda ise apoptozun indiiklendigi
bildirilmistir. Daha sonralari, her iki mekanizmanin sisplatinle uyarildig: in vivo olarak
da gosterilmistir. Terapotik dozlar apoptoz ile iligkili oldugundan yapilan calismalar

ozellikle bu yonde olmustur (3).
2.3.6.1. Apoptotik Yolaklarin Aktivasyonu

Renal tilibliler epitel hiicreler (RTEH)’de sisplatin tarafindan farkli apoptotik
mekanizmalar tetiklenir. Ana yolaklar; mitokondri tarafindan tetiklenen intrinsik yolak
ve timor nekrozis faktor (TNF) reseptor/ligand ve Fas/Fas ligand sistem aracili

ekstrinsik yolaktir (3).
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intrinsik veya Mitokondriyal Apoptotik Yolak

Renal tiibiiler epitel hiicrelerde gerceklesen mitokondriyal hasar; sitokrom c,
Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, apoptoz indiikleyici faktér (AIF) gibi apoptogenik
faktorlerin salinimina yol agar. Sitokrom c’nin sitozole gogii kaspaz aktivasyonunda
anahtar bir olaydir ve ardindan gelen olaylarin akisi su sekildedir; Apaf-1/sitokrom c
apoptozomunun olusumu, kaspaz 9 aktivasyonu, sonu¢ olarak da (infazci) kaspaz 3
aktivasyonu (3, 12). Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2, sitokrom ¢/ Apaf-1/ kaspaz 9
aktivasyon yolagina dahil olan apoptoz siipresorleri olan apoptoz ihibitér proteinlerini
baskilar. Omi/HtrA2 aynm1 zamanda kaspazlardan bagimsiz olarak kendi serin proteaz
aktivitesi ile de apoptozu uyarabilir. AIF ise niikleusa gegebilen ve apoptozu kaspaz

aktivasyonu olmaksizin tetikleyen bir proteindir (3).

Sisplatin mitokondriyal apoptotik yolaklari, artmig SOR {iretimi; sit c, AIF ve
Omi/HtrA2 salinimini indiikleyen ve dis mitokondri membraninin gegirgenligini arttiran

pro-apoptotik proteinlerin aktivasyonu gibi farkli sekillerde de tetikleyebilir (3).
Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik apoptotik yolak, hiicrelerin stoplazmik membraninda bulunan o6lim
reseptorlerine ligand baglandigi zaman aktive olur bdylece kaspaz 8 ve ardindan da
kaspaz 3 aktivasyonu ile sonuc¢lanir (3, 16). Sisplatin hem TNF alfa ekspresyonunu hem
de onun reseptorleri olan TNFR1 ve TNFR2’yi artirir. TNFR1 ekstrinsik apoptotik
yolagi dogrudan indiiklerken; apoptozu tetikleyebilecek bir domaine sahip olmayan
TNFR2 ise esas olarak enflamatuvar cevapla iliskilidir, ek olarak TNFR1’in etkisini de
arttirir (3).

Sisplatin ayn1 zamanda Fas ligand/reseptor sistemini de uayrir. Fas ve TNFR1’in her
ikisi de Fas iligkili 6liim domaini ile etkilesime girerek kaspaz 8 tizerinden kaspaz 3
aktivasyonuna ve hiicre 6liimiine neden olur. Ayni zamanda mitokondride artmig SOR
olusumunun Fas-l ekspresyonunda ve TNF aracili apoptozda rol oynadigi da

gosterilmistir (3).
2.3.7.Enflamasyon

Bir immiin reaksiyon olan enflamasyon, patojenlere kars1 konak¢i savunmasinda hayati
Onem tasir. Patojene yanit olarak baglar; notrofil ve makrofaj gibi enflamatuvar

hiicrelerin birikimi, patojenin fagositozu, ¢esitli sitokin ve kemokinlerin salinmasi ve bu
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molekiillerin lenfositleri aktive ederek immiin yaniti baglatmasi ile devam eder.
Enfeksiyona yol agan patojenin ortadan kaldirilmasiyla ya da patojenin ortadan
kaldirilamadigi durumlarda, kronik enflamatuvar yanitlarin baslatilmasiyla sonlanir

(17).

Travma, iskemi reperfiizyon hasari1 veya kimyasal doku hasari sonrasinda, herhangi bir
mikroorganizma olmaksizin gergeklesen enflamatuvar durum ise “steril enflamasyon”
olarak adlandirilir. Steril enflamatuvar yanitlarda, mikrobiyal enflamasyona benzer
sekilde, notrofil ve makrofajlarin proliferasyonu; TNF ve interlokin (IL) gibi

proenflamatuvar sitokin ve kemokinlerin salinmasi gerceklesir (18).

Steril enflamatuvar yanitlar mikrobiyal enfeksiyon sirasinda goriilen olaylara benzer
oldugundan, mikroorganizmalara karsi olusan immiin yanitlara aracilik eden reseptorler
steril enflamasyonda da yer alabilir. Patern tanima reseptorleri (Pattern Recognition
Receptor; PRR) olarak adlandirilan reseptorler mikroorganizmalarin taninmasinda ve
ardindan uygun proenflamatuvar cevabin indiiklenmesinde énemlidir. Ozgiil ligand: ile
baglanan bu PRR’ler, niikleer faktér-kappa B (NF-kB) ve tip 1 interferon yolaklarini
uyararak proinflamatuvar sitokin ve kemokinlerin tiretimini ve salgilanmasini baglatirlar

(17).

PRR’ler, hasar iligkili molekiiler patern molekiilleri (Damage-associated Molecular
Pattern; DAMP) olarak bilinen endojen molekiilleri de tanirlar (18). DAMP’lar normal
fizyolojik kosullarda hiicre i¢inde yerlesen ve boylece immiin sistemden gizlenen, ancak
hiicresel stres veya hasar kosullarinda hiicre disina ¢iktiginda immiin sistemi tetikleyen
molekiillerdir (19). Nekrotik hiicre 6limii sonrasinda serbestlesen IL-1a ve 1L-33, 1si1-
sok proteinleri, ATP, tirik asit ve kromatin ile iligkili bir protein olan high-mobility
group box-1 (HMGB-1) (18, 19) ile ekstraseliiler matriks yikimi sonrasi agiga ¢ikan
hyaluronan ve heparan siilfat steril enflamasyonu baslatabilen DAMP’lardan bazilaridir
(18).

2.3.7.1. High-Mobility Group Box-1 (HMGB-1):

HMG proteinleri, ilk olarak 1973 yilinda Goodwin ve Johns tarafindan, asitle ekstrakte
edilebilen kromatin bilesenleri seklinde sigir timusundan izole edilmis ve tanimlanmistir

(20). Elektroforetik goglerinin olduk¢a hizli olmasi nedeniyle “High-Mobility Group”

olarak isimlendirilmislerdir. Niikleus ve mitokondride DNA’ya baglanan yapisal
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proteinler olmalari, sitoplazmada sinyal diizenleyici ve ekstraseliiler ortamda
enflamatuvar sitokinler olarak rol oynamalari, HMG proteinlerini olduk¢a popiiler hale

getirmistir (21).

HMG proteinleri her biri farkli karakteristik fonksiyonel sekansa sahip olan 3 {ist aileye
ayrilmistir, HMGB, HMGN ve HMGA. Fonksiyonel kisim; HMGB i¢cin HMG ‘boxes’
kutulari, HMGN igin niikleozom baglayici protein ve HMGA igin AT kancalaridir.
HMGB ailesi HMGB-1, HMGB-2 ve HMGB-3 olmak tiizere, %80 oraninda ayni amino
asit sekansina sahip ti¢ tiye igerir (22). Aralarinda ilk izole edilen HMGB-1"dir (23).

HMBG-1, pozitif yuklii bir “Box A” ve “Box B”, bir de asidik C kuyrugu olmak {izere
tic bolim iceren 215 aminoasitten olusur. Tasidigi domainlerle birlikte 25-30 kDa
kadardir. Bir tanesi “Box A” da digeri “Box B ve C kuyrugu arasinda olmak tizere iki
niikleer lokalizasyon sekansi igerir. “Box B” sitokin aktivitesi gosterirken “Box A”

bunun antagonisti olarak islev goriir (24).

Birgok hiicrede HMGB-1 tretilebilir ancak tiretim miktar1 hiicrenin yas ve gelisimine
gore degisiklik gosterir. Ilk olarak niikleusta gdsterilmesine ragmen, hiicre dongiisiiniin
fazina gore degismekle beraber, niikleus ve sitoplazma arasinda go¢ edebilir. Beyin ve
karaciger dokusunda sitoplazmada bulunurken lenfoid hiicrelerde hem sitoplazma hem
nukleusta lokalizedir. Ayrica bu protein ekstraseliiler ortama nekrotik veya hasarl
hiicrelerden pasif olarak veya enflamasyon durumunda aktive olmus makrofaj, monosit

ve dentritik hiicrelerden aktif olarak salinabilir (23).

HMGB-1 i¢in en az on bir farkli reseptdr tanimlanmistir. Bunlar arasinda HMGB-1’in
biyolojisinin anlasilmasinda énemli olan ve iizerinde en ¢ok ¢alisilanlar ileri glikasyon
son {irlinleri reseptorleri (receptor for advanced glycation end-products, RAGE), gise
benzeri reseptorler (Toll-like receptors, TLR) TLR2, TLR4 ve TLR9’dur. HMGB-1"in
bu reseptorlere baglanmasi, NF-kB bagimli transkripsiyon yolaginin aktivasyonu
dolayisiyla da proenflamatuvar sitokinlerin ve adezyon molekiillerinin salinimi ile
sonuclanir (23). Reseptor tercihi ve buna bagli olarak aktivitesi, 23, 45 ve 106. sistein

residiilerinin redoks durumuna gore farklilik gosterir (24).

Niikleusta en bol bulunan non-histon protein olan HMGB1, burada DNA saperonu gibi
rol oynar. Ayrica DNA replikasyonuna, transkripsiyonuna, rekombinasyonuna ve

onarimina da katilir. Bunlarin yaninda p53, p57, retinoblastoma protein, Ostrojen
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reseptorleri, NF-xB gibi ¢ogu sekans spesifik transkripsiyon faktoriiniin de DNA

baglanma afinitesini de arttirir (25).

HMGBI sekans spesifitesi gostermeksizin hasarli DNA molekiiliine oldugu kadar tek
veya c¢ift zincirli DNA molekiiliine de baglanabilir. Boylece niikleozom yapisinin
stabilizasyonunda rol oynar. Intraseliiler aktivitelerinin yamsira farkli hiicre tiplerinde
cesitli reseptorler tizerinden birgok mekanizmayi tetikleyen sitokinler olarak da islevleri

bilinmektedir (23).

Oksidatif DNA hasar1 olan canli hiicrelerde HMGB-1 birikimi, bu proteinin DNA

hasarina erken cevapta rol oynadigini gostermektedir (26).
2.3.7.2. Niikleer Faktor-Kappa B

Ilk olarak 1986 yilinda Sen ve Baltimore tarafindan aktive olmus B hiicrelerinde
tanimlanan (27) NF-xB; hiicresel cevapta rol oynayan 150° den fazla genin
ekspresyonuna katildigi bilinen, bes iiyesi olan bir transkripsiyon faktorleri ailesidir
(28). NF-xB1 (p50/p105), NF-xB2 (p52/p100), Rel A (p65), RelB ve c-Rel (27, 28)
seklinde siniflandirilan bu iiyeler homodimer/ heterodimerleri olusturarak farkli DNA
baglanma ozellikleri ve transaktivasyon potansiyelleri olan kompleksler iiretirler (28,
29). Bu ailenin her tiyesi korunmus bir N terminal boélge (Rel-homoloji domain) igerir

ve bu bolge dimerizasyon, niikleer lokalizasyon ve DNA baglama domainleri tasir (28).

Birgok hiicre tipinde inaktif NF-kB kompleksleri, inhibitér kappa B (Ik-B) olarak
bilinen, inhibitor proteinlerle kovalent etkilesimler yaparak sitoplazmada tutulurlar (28).
TNF alfa, IL-1b, IL-6 gibi sitokinler, viral/bakteriyel patojenler, DNA hasarina neden
olan ajanlar, TNFR, SOR gibi etkenlerle IkB kinaz (IKK) aktivitesi sonucu IxB’nin
fosforilasyonu ile bu kompleks aktive olur (27, 30). Sonug¢ olarak aktive NF-xB
niikleusa gecer ve spesifik genlerin “enhancer” veya “promoter” bolgelerine baglanir

(28).

NF-«B’nin saglikli kisilerde, B ve T hiicrelerinin gelisimi, proliferasyonu ve
fonksiyonunda 6nemli rollere sahip oldugu bildirilmistir. Bunula birlikte ateroskleroz,
astim, timor olusumu, AIDS, diyabet, miiskiiler distrofi, enflamatuvar bagirsak

hastaliklar1 gibi pek¢ok patolojik durumla iliskisi gosterilmistir (28).
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Sisplatin, kB tizerinden NF-xB’yi fosforile ederek niikleusa translokasyonunu indiikler.
Nikleus igerisinde aktive olan NF-xB, TNF alfa’yi da iceren enflamatuvar
mediyatorlerin transkripsiyonuna yol agar (31). TNF alfa kaspaz 8 aktivasyonuna neden
olurken ek olarak da proenflamatuvar sitokin ve kemokinlerin aktivasyonu ile

16kositoza, oksidatif strese ve renal hasara neden olur (3).

Ozellikle hidroksil radikali (OH') aracili1 SOR artisina neden olan NF-xB ve TNF alfa,
ayni zamanda SOR ile indiiklenebilir. Bu kisir dongii antioksidan savunma sisteminin
tolere edemeyecegi bir bigimde siirekli ve agir1 SOR iireterek, karbohidratlar, proteinler,

niikleik asitler ve lipitler {izerinde oksidatif hasar olusumuna neden olur (3).
2.3.8. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, organizmada serbest radikallerin tiretimi ve antioksidan savunma sistemi

tarafindan tiiketimi arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanabilir (32).

Sisplatin uygulamasi ile renal tiibiiler hiicre hatlarinda, bobrek dokularinda ve
hayvanlarda ¢esitli SOR tiirlerinin artisinin gosterilmesi ile oksidatif stresin sisplatin
nefrotoksisitesine katki saglayan onemli bir faktdor oldugu uzun zamandir kabul
edilmektedir. Bu patolojik durumda SOR olusmu i¢in {i¢ mekanizma Onerilmistir.
Bunlardan ilki sisplatinin akua formunun hiicre i¢cinde 6nemli bir antioksidan olan
glutatyon dahil olmak tizere tiyol igeren molekiiller ile hizli etkilesimidir. Bir digeri,
mitokondriyal disfonksiyon nedeniyle SOR iiretiminin artmast ve sonuncusu da

sitokrom p450 sistemi araciligi ile SOR olusumunun artmasidir (7).
2.3.8.1. Serbest Radikaller

Dis orbitalinde bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron tasiyan, serbest bulunabilen
atom veya molekiillere serbest radikal denmektedir. Eslenmemis elektronlara sahip
olusu o radikali kararsiz, kisa dmdirlii ve oldukea reaktif hale getirir. Bu radikaller en dig
orbitallerine ya bir elektron alarak ya da bu elektronu vererek, kararli hale gelmeye
calisirlar. Elektronlarini verdikleri veya elektron aldiklar1 diger molekiiller de “radikal”

haline gelir. (33).

SOR ve serbest nitrojen radikalleri (SNR) terimleri serbest radikalleri ve diger radikal

olmayan reaktif tiirleri i¢ine alir (33). SOR tiirevleri sekil 2.3°te gosterilmistir (34).
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Sekil 2.3. Serbest oksijen radikalleri (34)

2.3.8.2. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikaller normal hiicresel metabolizmanin trtinleridir. Sigara, ksenobiyotikler,
ilaglar, agir metaller, pestisitler, radyasyon, mental stres, yogun egzersiz veya yaslanma
gibi ekzojen ve bunlarin yaninda bir takim endojen kaynaklar intraseliiler SOR/SNR
olusumuna katilir. Intraseliiler SOR iiretiminin en fazla oldugu bolgeler mitokondriyal
elektron transport sistemi (ETS), NADPH oksidaz (NOX) kompleksleri ve endoplazmik
retikulum (ER)’dur (35).

Metabolik reaksiyonlar sirasinda en sik olusan ve en 6nemli serbest radikaller oksijen
kaynakli olanlardir (33). Molekiiler oksijen farkli orbitallerinde iki eslenmemis elektron
tagimasina ragmen tam anlamiyla bir radikal sayilmaz (35). Ancak bu orbital yapisindan
dolay1 her seferinde tek elektron kabul eder. Molekiiler oksijenin bu eslenmemis
elektronlar1 gegis metalleri ve organik radikallerle hizli etkilesimine izin verir. Tek

elektron transferinin diger bir sonucu da oksijenin O2~’e indirgenebilmesidir (36).

Hiicresel metabolizma sirasinda elektronlar, indirgenmis halde bulunan nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD) ve flavin adenin diniikleotid (FAD)’den ETS’ye transfer
edilir. ETS sirasinda elektronlarin kompleksler arasi tasinmasi ve kompleks 1, 3 ve 4
enzimlerince proton gradiyenti olusmasi ve kompleks 5’in aktivasyonu sonucu,
oksidatif fosforilasyon denilen olayla ATP sentezlenir. Oksitatif fosforilasyon stiresince
oksijen son elektron alict olarak kullanilir ve reaksiyonlarin sonucu olarak da molekiiler
oksijen suya indirgenir. Ancak elektron kacaklarindan dolayi bu sistem miikkemmel

degildir. Elektronlarin matriks igerisine ve hiicre sitozoliine sizintisi sonucu enerji
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iiretimindeki azalmanin yani sira oksijenin Oz~ ‘e indirgenmesi s6z konusudur. Tahmini
olarak serbest oksijen radikallerinin %90°1 ETS’ den elektron kagaklar1 sonucu olusur.

(37). Dolayistyla bu organel Oz~ olusumunun primer alanini olusturur (35).

Hiicresel SOR {iretimi i¢in bir diger ana kaynak da primer fonksiyonu SOR {iiretmek
olan NOX kompleksleridir. Bunlar ¢ok sayida alt birimden olusan, yedi farkli tiyesi olan
bir enzim smifidir. NOX’larin spesifik seliiler ve sub-seliiler dagilimlari, hiicre
motilitesi gibi SOR aracili ¢esitli fonksiyonlarin diizenlenmesindeki dneminin temelini

teskil eder (35).

Ayrica ksantin oksidaz, a¢il koA oksidaz gibi peroksizomal enzimler, NADPH bagimli
oksidazlar, lipoksijenaz, siklooksijenaz, myeloperoksidaz (MPO), nitrik oksit sentaz

gibi enzimler de yine endojen serbet radikal kaynaklar1 arasinda sayilabilir (35, 37).
2.3.8.3. Serbest Radikallerin Molekiiler Hedefleri

SOR/SNR vyasayan sistemler i¢in hem faydali hem toksik bilesikler olarak iki yonlii rol
oynar. Ilimhi veya diisiik seviyelerde, immiin fonksiyon, hiicre sinyal yolaklarina
katilma, mitojenik cevap ve redoks diizenleme gibi yararli fonksiyonlari1 yaninda yiiksek
konsantrasyonlarda SOR/SNR biyomolekiillerde potansiyel hasara neden olan, sirasiyla
oksidatif ve nitrozatif stres olustururlar. Oksidatif ve nitrozatif stres, bir tarafta asir
SOR/SNR iiretimi diger tarafta antioksidanlarin eksikligi durumunda gelisir. Daha
Oonemlisi asir1 SOR, diabetes mellitus, norodejeneratif hastaliklar, romatoid artrit,
kardiyovaskiiler hastaliklar, respiratuvar hastaliklar gibi cesitli hastaliklarda DNA,

protein ve lipitleri igeren gesitli biyomolekiillerin yapisinda hasara neden olabilir (33).

Serbest radikaller niikleik asitler, lipitler, karbonhidratlar ve proteinler, gibi
biyomolekiillere hasar vererek fonksiyon kaybina yol agar ve patolojik sonuglarin ortaya
cikmasina neden olur. Oksidatif stresin primer hiicresel hedefi hiicre tipine, serbest
radikalin 6zelligine ve olusum yerine (hiicre i¢i/dis1), olusan stresin derecesine ve
hedefe yakinligma ve ortamin antioksidan savunma glictine gore farklilik

gosterebilmektedir (38).

Deoksiriboniikleik asit ve riboniikleik asit: MtDNA SOR olusum yerine
yakinligindan dolay1 niikleer DNA’ya kiyasla SOR saldirisina daha duyarlhidir. SOR
ozellikle de OH, DNA’nin piirin/pirimidin bazlar1 ve seker omurgasini igeren biitiin

komponentleri ile dogrudan etkilesime girebilir ve DNA’da tek ve ¢ift zincir
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kirilmalarina neden olur. RNA ise, tek zincirli yapisi, aktif tamir mekanizmalarinin ve
saperonlarinin azhigi ve mitokondriye olan konumsal yakinligi nedeniyle SOR

ataklarma karst DNA’dan daha hassastir (33).

Lipitler: membran lipitleri 6zellikle fosfolipitlerin ¢oklu doymamis yag asitleri serbest
radikal aracili oksidasyona olduk¢a duyarhidir. Lipit peroksidasyonu, membran
akiskanliginin azalmasi, membrana bagli enzim ve reseptor aktivasyonunun azalmasi
gibi membran fonksiyon bozukluklarina yol agmasi nedeniyle olduk¢a dnemlidir. Lipit
peroksidasyonu bir yag asidinin metilen grubundan serbest radikallerle etkilegimi
sonucu hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ve lipit radikallerinin olusumu ile baglar. Bu
radikal de lipit peroksil radikali (LOO") olusturmak {izere molekiiler oksijenle etkilesime
girer. Olusan bu LOO" diger lipitlerle etkileserek zincirleme bir reaksiyon baslatabilir
veya siklizasyon reaksiyonu araciligiyla yeniden diizenlenir ve malondialdehit,
hidroksinonenal gibi DNA ve proteinlerde hasara neden olan toksik son tiriinler olusur.
[zoprostanlar da yine aragidonik asitin lipit peroksidasyon iiriiniidiir ve oksidatif lipit

hasarinin 6nemli belirtegleridir (33).

Karbonhidratlar: Deoksi sekerlerin serbest karbon ve hidrojenleri SOR tarafindan
okside edilebilir ve sonugta karbon merkezli radikaller olusur. diger karbonhidratlarla
bu radikaller arasinda etkilesim sonucu otokatalitik bir reaksiyon kaskadi baglamis olur.

Ketoaminler ve ketoaldehitler, karbonhidratlarin en yaygin oksidasyon tirtinleridir (32).

Proteinler: Oksidatif protein modifikasyonlar1 veya bagka bir deyisle protein
oksidasyonu, posttranslasyonel modifikasyonlarin 6nemli bir kismini olusturur. Bu
modifikasyonlar geri doniisiimsiiz veya geri doniistimlii olabilir (39). Oksidatif stres
durumunda olusan okside molekiillerin yaklasik %70°1 protein yapisinda olusu
oksidanlarin primer hedefinin proteinler olduguna isaret etmektedir (40). Bu
reaksiyonlar, O2°, OH" , peroksil, alkoksil, hidroperoksil gibi radikal veya hidrojen
peroksit (H202), ozon, hipoklordz asit (HOCI) gibi radikal olmayan tiirlerle
indiiklenebilir (41). SOR aminoasit yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein/protein
capraz baglanmalarina ve protein fragmentasyonlarima neden olan protein omurga

oksidasyonuna yol acabilir (42).

Oksidatif protein modifikasyonlar1 farkli ii¢ asama gosterebilir. Ik asama ilimli bir
oksidasyon hizi ile karakterizedir. Ikinci asamada ek olarak protein katlanmalar

bozulur. Son asamada ise okside proteinler daha ileri derecede kronik olarak okside
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olurlar ve birikirler. Bu asamada proteinler benzer oksidasyon durumundaki proteinlerle
kovalent capraz baglar yapabilirler. Ileri derecede okside olmus proteinler,
malondialdehit ve hidroksinonenal gibi lipit peroksidasyon iirtinleri ile de capraz
baglanmalar yaparak “lipofuskin™ olarak adlandirilan agregat olusumuna neden olurlar.
Bu ileri derece okside olmus agragatlar proteazlarin yikimina diren¢li olduklarindan
organizmada birikirler. Cesitli biyolojik sivilarda bu agregatlarin olglimii protein

oksidasyonunun derecesi hakkinda fikir verebilir (41).

Meydana gelen bu modifikasyonlar proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda
bozulmalara boylece de aktivite, stabilite ve solubilite degisimlerine neden olmaktadir.
Dahas1 hiicresel proteom biitlinliigli aynm1 zamanda fosforilasyon, ubikuitinasyon,
asetilasyon gibi diizenlenmis posttranslasyonel mekanizmalara baghdir ve bu
mekanizmalar1 diizenleyen enzimler de oksidatif modifikasyonlarin hedeflerindendir

(40).
2.3.8.4. Miyeloperoksidaz

Yogun bir sekilde glikozilasyona ugramis, “hem peroksidaz™ siiper ailesinin bir iiyesi
olan, peptid yapida bir enzimdir. Molekiil agirligi 146-150 kD kadardir ve iki benzer
dimerin distilfit baglar ile baglanmasiyla olusan bir tetramerdir (43). MPO nétrofillerin
azurofilik grantilleri i¢inde paketlenir ve mikrobiyal aktiviteye karsi olusturulan spesifik
olmayan immiin savunma sistemine katilir (44). MPO dolasimda primer olarak
azurofilik graniillerde bulunsa da ayni zamanda monositlerde de varlig1 gosterilmistir.
Ancak monositlerin dokularda makrofajlara farklilasmasi sonucunda kaybolduklar: 6ne
stiriilmektedir. Enflamatuvar bir durum olmadiginda ekstravaskiiler dokuda MPO

bulunmamakla birlikte enflamasyon alaninda nétrofil infiltrasyonunun en erken sonucu

doku MPO aktivitesidir (45).

MPO’nun esas substrati NOX aracili solunumsal patlamada molekiiler oksijenden
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ile sentezlenen H2O>’dir. Enzim esas olarak klor
ve hidrojen peroksitin olduk¢a potent bir antimikrobiyal oksidan olan HOCI’ye
enzimatik doniistimiinii katalizler. Diger halidleri de substrat olarak kullanabilmesine
ragmen klor diger halidlere oranla ¢ok daha yiiksek konsantrasyonda bulundugundan
basglica tirtin olarak HOCI kabul edilmektedir. Ancak dogrudan ya da HOCI ile brom

reaksiyonu ile dolayli olarak énemli miktarda hipotiyosiyanat da tiretmektedir (45).
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HOCI; lipit, DNA ve lipoproteinlere karsi, halojenizasyon, nitrasyon ve oksidatif ¢capraz
baglanmalar1 igeren modifikasyon reaksiyonlarini baslatir. Ayrica proteinlerin tiyoeter
ve siilfidril gruplarin1 okside ederken, amino gruplarindan kloraminlerin olusumuna
neden olur (43). In vivo ve in vitro kosullarda HOCI biyomolekiillerle, tiyol igeren
molekiillerle, nitrojen bilesikleri ile veya ¢ift karbon bagi igeren molekiillerle
reaksiyona girebilir. HOCI’nin protein aminoasit rezidiileri ile reaksiyonu sonucu hizl
bir sekilde aldehitlere yikilan mono- ve dikloraminler olusurken; tirozin rezidiileriyle

reaksiyonu ile 3 klorotirozin ve 3,5 diklorotirozin olusumu gergeklesir (46).

MPO ayrica nitrik oksit (NO')’in oksijenle oksidasyonu sonucu ortaya c¢ikan nitritin,

gliclii bir nitratlayici ajan olan nitrojen dioksit radikaline doniismesini de katalizler (47).
2.4.ANTIOKSIDAN SISTEMLER

Biyolojik bir antioksidan, okside edilebilen substrattan daha diisiik konsantrasyonda
bulunan (48), hedef molekiiliin oksidasyonunu ortadan kaldirabilen, dnleyebilen veya
geciktirebilen bir bilesiktir (49). Antioksidan fonksiyonlar oksidatif stresi, DNA
mutasyonlarini, malign doniistimleri ve hiicrede hasara neden olan diger olaylar
azaltmaya yoneliktir. Ilk tanimlanan antioksidan savunma sistemi oksidatif hasara kars:

gelistirilendir (32).

Antioksidanlar yapisal ozellikleri, ¢oziiniirliikleri, kaynaklari, fonksiyonlari gibi

ozellikleri g6z oniine alinarak farkli sekillerde siniflandirilabilir (50).

Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olabilirler (32, 35, 50). Endojen kaynakli
olanlar genellikle kendi i¢inde non-enzimatik veya enzimatik olmak {izere iki gruba
ayrilir: Non-enzimatik antioksidanlar arasinda vitamin C ve E, karotenoidler,
flavonoidler, rediikte glutatyon (GSH) sayilabilir. Bu grupta bulunan molekiiller SOR
yakalayicist olarak fonksiyon gosterirler. Enzimatik antioksidanlara SOD, katalaz
(KAT), glutatyon peroksidaz (GPx), GST, tiyoredoksin 6rnek verilebilir. Bu enzimler
dogrudan veya dolayli olarak SOR’a kars1 savunmaya katilirlar (50).

Ekzojen kaynakli olanlar ise metabolik ve besinsel antioksidanlar olarak
gruplandirilabilir. Metabolik olanlar endojen sinifa dahildir ve metabolizma sirasinda
tiretilir (GSH, lipoik asit, tirik asit, bilirubin vb.); besin kaynakli olanlar ise diyetle alinir

(E ve C vitamini, selenyum, magnezyum, omega 3 ve 6 vb.) (51).
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Antioksidanlar aktivitelerine gore iki sekilde gruplandirilabilir:

*Primer veva zincir kirici antioksidanlar (32, 50): bu etkinin klasik &rnegi lipit

peroksidasyonudur. Ardisik olarak radikal olusumu zincirinbu tiir antioksidanlarca (Vit

C, E, karotenoidler gibi) stabilize edilir veya zararsiz bir iirtine pargalanir (51).

*Sekonder veya onleyici antioksidanlar (32, 50); bu gruptaki antioksidanlar arasinda

SOD, GPx, KAT sayilabilir (51) oksidasyon zincirini baslatacak radikali yakalarlar,
ortadan kaldirirlar veya gegis metalini stabilize ederler (50). Ayrica asidik bir ortam

saglayarak primer antioksidanlar1 stabilize ederler veya proton vererek onlari rejenere

edebilirler (32).

Ozellikle intrinsik yolak aracihigi ile apoptotik hiicre Sliimiinii indiiklemede SOR ve
oksidatif stresin 6neminden dolay: sisplatin nefrotoksisitesine karsi en fazla caligilan
yaklasim dogal veya sentetik antioksidanlarin kullantmidir. Bunlar arasinda A, C ve E
vitaminleri, resveratrol, dimetil siilfoksit, quersetin, edavarone, N-asetilsistein (NAC) ve

diger bircok bilesik sayilabilir (3).

SOR inflamatuvar yolakta da rol oynadigindan, antioksidanlar enflamatuvar stireci de

de pozitif interfere edebilir (3).
2.4.1. N-Asetilsistein

Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (UIPAC) adi: “(2R)-2-acetamido-3-
sulfanylpropanoic acid” olan N-asetilsistein (CsHoNO3S, N-acetyl-L-cysteine, NAC,
PubChem Compound ID: 12035), molekiiler agirligt 163,191 g/mol olan bir tiyol
bilesigidir (52). Tiyoller fonksiyonel grup olarak “SH” igeren bilesiklerdir. Siilfenik
asite okside olabilir ve disiilfit olustururlar. Fizyolojik oksidanlarin neredeyse tamami
ile reaksiyona girebilirler ve bu sayede hiicre ve doku diizeyinde antioksidan tampon

olarak anahtar rol oynarlar (47, 53).

L-sisteinin asetillenmis prekiirsorii olan NAC mukolitik bir ajan olarak ve asetominofen
intoksikasyonu, doxorubisin kaynakli kardiyotoksisite, stabil anjina pektoris, akut
respiratuvar distres sendromu, kemoterapi kaynakli toksisite ve psikiyatrik bozuklar gibi

durumlarda uzun stiredir kullanilmaktadir (54).

NAC’1n iv, oral ve inhalasyon yolu ile kullanilabilen formlar1 mevcuttur. Tek doz iv
uygulamadan sonra terminal yari omrii 5-6 saat kadardir ve ilacin %30’u renal

ekskresyonla atilir. Diisiik olarak kabul edilen (%5°den diisiik) biyoyararlanimi, ajanin
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intestinal mukozada deasetile edilmesi ve karacigerdeki ilk geg¢is metabolizmasi ile

iligkilendirilmistir (54).

Toksisitesi goreceli olarak diisiiktiir ve bulanti, kusma, kasinti1 ve tasikardi gibi 1ilimh
yan etkiler bildirilmistir (54). Glinliik 8000 mg oral NAC’in herhangi bir klinik yan
etkiye neden olmadigi bildirilmistir (55). NAC i¢in oral LD50 dozu, farelerde 7888
mg/kg ve ratlarda ise 6000 mg/kg olarak bildirilmistir. Hayvan fertilite ¢aligmalarinda
250 mg/kg’a kadar herhangi bir yan etki rapor edilmemis, ayrica 2000 mg/kg kadar

yliksek dozlarda bile teratonerjik etki gosterilmemistir (52).

Cesitli radikaller tarafindan okside edilebilen ve ayni zamanda da bir niikleofil olarak
gorev yapan NAC (54, 55), bu o6zelliklerinden dolay1 proteinlerdeki disiilfit baglarimni
indirgeyebilir, serbest radikal yakalayicisi olarak rol oynayabilir ve metal selasyonu
yapabilir (53, 55). Aym1 zamanda NAC proenflamatuvar transkripsiyon faktorii olan NF-
«B’yi inhibe ederek ve apoptoz yolaginda sinyal diizenleyici olarak gorev yapan p38
mitojen aktive protein kinaz (p38 MAPK) aktivasyonunu 6nleyerek antienflamatuvar ve
antiapoptotik ozellik gostermektedir (56). NAC dogrudan etkilerinin yanisira GSH

diizeylerinin artisi ile de etkisini gostermektedir (52-55).

Genel olarak, oral yolla alinan NAC portal yolla ¢ogunlukla sisteine doniistiirtilecegi
karacigere ulasir ve burada GSH sentezine katilarak dolasima salinir (55). Bazi
kaynaklarda NAC’1n karboksil grubundan kaynaklanan yiikiinden dolay1 hiicre igerisine
giremeyecegi dolayisiyla plazmada NAC, sistin ve sistein proteinleri arasindaki redoks
degisim reaksiyonlar1 sonucu, NAC-sistein, NAC-NAC ve sistein iiretiminin
gergeklestigi one siiriilmektedir. Bu kaynaklara gore sistein epitel hiicre membranini
gecerek viicut tiyol havuzunun baslica kaynagi ve ayn1 zamanda 6nemli bir antioksidan
olan GSH sentezine Kkatilir. GSH'nin katildig1 siirecler arasinda elektrofilik
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, redoks bagimli sinyal aktariminin, immiin cevabin,
prostoglandin ve l6kotrien metabolizmasinin, noérotransmitter sinyalinin ve hiicre
cogalmasinin diizenlenmesi sayilabilir. GSH sentezi oldukga sik1 kontrol edilir ve mM
diizeyinde tutulur. Dolayistyla NAC’in fizyolojik fonksiyonlar1 ve terapotik hedefleri
biiyiik 6lctide intraseliiler GSH seviyelerini korumast ile iligkilidir ve NAC’1n dogrudan

etkisini ayirt etmek siklikla zordur (54).



3.GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenen
(Proje no: TDK.-2014-5056) ve Erciyes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu
tarafindan onaylanan (11.12.2013 tarih, 12 toplant1 sayili, karar no: 13/150) bu ¢aligsma,
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, Giilser-Dr. Mustafa
Gilindogdu Merkez Laboratuvari ve Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma

Merkezi (DEKAM)’nde yapildi.
3.1. GEREC

Biyokimyasal 6l¢timlerde, analitik saflikta ve/veya HPLC kalitesinde, Sigma (St Louis.
MO., USA), Merck (Darmstad, Germany), Roche (Basel, Switzerland), Aldrich
(Steinheim, Germany), MP Biomedicals (California, NorthAmerica), Fluka (Buchs,
Switzerland) marka kimyasal maddeler ve Sunred marka enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kitleri (Shangai, P.R.China) kullanildi. Calisma sirasinda saf su cihazlari
(MINIpure, EASYpure® RF. Barnstead), sogutmali santrifiij (Sigma 3K 30), konik
polipropilen tiip santrifiijii (Hettich EBA 12), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601),
otoanalizorler (Roche Cobas 702), mikro ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) okuyucusu (BioTek ELx800), mikro ELISA yikayicis1 (BioTek ELx50),
pHmetre (Trans Instruments-BP3001), hassas terazi (Sartorius, AND GR), su banyosu
(Kottermann), etiiv (Niive), derin dondurucu (Haier), manyetik karigtirict (Niive, Labor
Brand L-81), buzdolab1 (Argelik), vorteks (Elektromag), kronometre, homojenizator
(Ultra-Turrax T25 Basic IKA Werke), otomatik pipetler (Brand, Socorex, Nichipet EX),
balon jojeler, kapakli kii¢iik polipropilen ve cam tiipler, beher, meziir ve cam pipetler

kullanildi.

Kullanilan pipet, tiip, meziir, beher, balon joje gibi cam malzemeler ve polipropilen
tiipler, % 20 nitrik asit i¢inde 24 saat bekletildikten sonra, sirasiyla Tip II ve Tip I saf su

ile 3 kez yikanarak deiyonize edildi. Ol¢iimlerde kullanilan ¢6zelti ve tamponlar, Tip I
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saf su ile hazirlanarak calisma siiresince soguk odada saklandi. Dayaniklilik stiresi

sinirli olan ¢6zeltiler, belli araliklarla yeniden hazirlandi.
3.2. CALISMA PLANI

Calisma Grubu: Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya DEKAM’da fiiretilen Wistar
albino, 250-300 giinliik, 280-445 g agirliginda 50 erkek rat, ¢alisma grubunu olusturdu.

Caligma siiresince, 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde, normal oda sicakligi (22+1°C)
ve neminde tutulan ratlar, standart pellet yem ve musluk suyu ile beslendi. Cevreye
uyumlarini saglamak amaciyla; ratlar, ¢alismaya baslamadan en az bir hafta 6nce ayni

deney ortamina alindi.

On Cahsma: Nefrotoksisite modeli olusturmak igin kullamilan sisplatin dozu ile ilgili
literatiir bilgileri farkliliklar gostermektedir. Wistar ratlarda, sisplatin intraperitoneal (ip)
yoldan kg viicut agirhigi basina 3 mg (57), 5 mg (58), 10-25-50 mg (59) gibi farkh
dozlarda uygulandiginda nefrotoksisite olusturuldugu bildirilmistir. Bu nedenle
nefrotoksisite olusturabilecek sisplatin dozunu belirlemek amaciyla bir 6n ¢alisma
yapilmasi planlandi. Bu amagla her biri 2 rat igeren iki farkli gruba, 7.5 ve 10 mg/kg rat
agirligr olacak sekilde tek doz ip sisplatin (Cisplatin DBL®, 100 mg/100 mL) uygulandu.
Iki rat igeren diger bir gruba sadece ip serum fizyolojik (SF) uyguland1 ve kontrol grubu
olarak kabul edildi. On calisma grubunda yer alan ratlarin ketamin hidrokloriir
(Ketalar®- Pfizer, 80 mg/kg rat agirligi)/ ksilazin hidrokloriir (Rompun®- Bayer, 10
mg/kg rat agirligl) anestezisi altinda, uygulamalardan once intrakardiyak yoldan ve
deney sonrasi (sisplatin uygulamasindan 72 saat sonra) abdominal aortadan heparinize
enjektorle kan ornekleri alind1 ve +4°C’de 3500 g’de 10 dk. santrifiij edildi. Plazma
ornekleri, BUN ve kreatinin 6l¢iimleri yapilmak {izere Giilser-Dr. Mustafa Gilindogdu
Merkez Laboratuvari’na gonderildi. On ¢alisma verilerine gére ip 10 mg/kg rat agirhgi
sisplatin uygulamasinin, plazma BUN ve kreatinin seviyeleri ile gosterilen
nefrotoksisite tablosu olusturduguna karar verildi. Toksik etkilerin en belirgin oldugu
zamani bulmak amaciyla, sadece sisplatin (ip, 10 mg/kg rat agirligi) verilen ilave 6
hayvanin 2°li gruplar halinde 72., 120. ve 168. saatlerde kanlar1 alinarak BUN ve

kreatinin Sl¢timleri yapildi.

Sisplatinden 6nce veya sonra uygulanan NAC’in nefrotoksisiteye etkisini aragtirmak

amaciyla yapilan ayr1 bir 6n calismada da, her biri 2 rat igeren 3 gruba sirasiyla;
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sisplatin uygulamasindan 4 saat 6nce, eszamanli ve 4 saat sonra NAC uygulandi. NAC

preparati olarak Asist® (Bilim ilag 300 mg/3 mL, %10) kullamld.
Ana Calisma:

Ana caligsmada her biri 8 rat iceren 4 grup olusturuldu: Kontrol (KONT), sisplatin (CP),
NAC (NAC-250) ve CP+ NAC grubu.

Calisma oncesi deneyde kullanilmasi planlanan tiim ratlar tartilarak, gruplar birbirinden
farkli olmayacak sekilde deney gruplar1 olusturuldu ve ip olarak uygulanacak

maddelerin kg rat agirlig1 basina giinliik dozlar1 ayarlandi.

Uygulamalardan bir giin dnce ratlar metabolik kafeslere alindi, yem ve su sinirlamasi
yapilmadan 24 saatlik idrarlar1 toplandi. Ratlarin pellet yemleri yem haznesinden
idrar/gaita toplama alanina tasimalarina ve idrar/gaita orneklerinin yem ile kontamine
etmelerine engel olmak amaciyla, yemler havanda doviilerek toz haline getirildi.
Kontrol grubuna uygulamanin ilk giinii 4 saat arayla 2 kez SF enjeksiyonu yapildi ve
ardigik iki giin daha tek doz SF ile devam edildi. CP grubuna ilk giin 10 mg/kg rat
agirhig1 dozunda sisplatin enjeksiyonu yapilirken diger enjeksiyon zamanlarinda sadece
SF uygulandi. NAC-250 grubuna ii¢ giin siireyle 250 mg/kg rat agirligt NAC
uygulanirken; CP+NAC grubuna g¢alismanin ilk giinii 6nce 10 mg/kg rat agirligi
dozunda sisplatin, bunun 4 saat sonrasinda ve ardisik iki giin daha 250 mg/kg rat agirligi

dozunda NAC uygulandi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Calisma grubunu olusturan ratlarin deney plani

Uygulama Sekli: ip

GRUP n Uygulanan Maddeler ve Dozlar:
Siiresi (Giin)
KONT 8 SF 3
CP 8 10 mg* Sisplatin 1
NAC-250 8 250 mg* N-asetilsistein 3
10 mg* Sisplatin + 4 saat sonra ve 3

CP+NAC 8 o
ardigik 2 giin 250 mg* N-asetilsistein

*: /kg rat agirhigi/giin

Calismanin son giinti ratlar yeniden metabolik kafeslere alindi ve 24 saatlik idrar

ornekleri toplandi. Sisplatin uygulamasindan sonraki 72. saatte tartilan ratlarin kanlari
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ketamin hidroklortir/ ksilazin hidrokloriir anestezisi altinda, steril sartlarda, abdominal
aortadan heparinize enjektor ile EDTA’I tiiplere alindiktan hemen sonra, bodbrekleri
cikartildi. Bobrek dokulart kandan temizleninceye kadar, soguk SF ile 4-5 kez yikandi
ve gazli bez ile fazla suyu alindi. Sag bobrekler histolojik inceleme ic¢in formaldehit
¢ozeltisi iginde, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji AD’ye
gonderildi. Kan 6rnekleri ve sol bobrekler soguk zincir ile hizli bir sekilde laboratuvara
tasindi. Biyokimyasal analizler i¢in kan &rnekleri 3500 g’de +4°C’de 10 dk. santrifiij
edildikten sonra ayrilan plazmalar ve kiigiik parcalara boliinen bobrek dokular alikotlar

halinde ¢alisma giiniine kadar -40°C’de saklandi.

Uygulamanin baslangicinda ve bitiminde, ratlardan toplanan 24 saatlik idrar 6rnekleri,

hacimleri 6l¢iildiikten sonra santrifiijlenerek alikotlar halinde -40 °C’de saklandi.

Ayrica nefrotoksisite ile olan iligkilerini aragtirmak tizere, ¢alisma siiresince ratlarin

viicut agirliklar: da kaydedildi.
3.3. YONTEM

Ratlardan alinan plazma 6rneklerinde BUN, kreatinin, MPO, NF-xB, HMGB-1; bobrek
dokularinda MPO, NF-«kB, HMGB-1; idrarlarinda kreatinin, iire azotu ve mikroalbiimin

diizeyleri 6l¢tildii.
3.3.1 Rutin Analizler

BUN, kreatinin, mikroalblimin diizeyleri otoanalizor kullanilarak uygun ticari kitler ile

analiz edildi.
3.3.2. Biyokimyasal Calisma

Calisilan  parametrelerin  6l¢limiinde  kullanilan yontemlerin tekrarlanabilirligini
belirlemek amaciyla; ratlardan elde edilen plazma ve dokulardan homojenat havuzu
olusturuldu. Bu havuzlarda o6l¢limler yapilarak degisim katsayisi (coefficient of

variation; CV) degerleri hesaplandi.
Bobrek doku 6rneklerinin biyokimyasal 6l¢iimlere hazirlanmasi:
Doku MPO, NF-kB, HMGB-1 tayini i¢in;

(Cozdiiriilen dokular 3 kez soguk SF ile yikandi ve siizge¢ kagidiyla kurulandi. Hassas
terazide tartilan doku 6rnekleri 1/4 oraninda fosfat tamponlu salin (Phosphate Buffered

Saline, PBS) ile homojenize edildi. Homojenizasyon iglemi, teflon u¢lu homojenizator
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ile (4. kademede, dakikada 17500 devirde, 30 saniye, her 6rnek i¢in 6 vurus), buz iginde
gerceklestirildi. Hazirlanan homojenatlar bir gece -40 °C’de bekletildikten sonra son
homojenizasyon oram1 1/10 olacak sekilde PBS ile ayni sekilde homojenize edildi.
Homojenatlar, +4 °C’de 3000 g’de 25 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatanlarda
MPO, NF-kB, HMGB-1 ve protein 6l¢timleri yapildi.

3.3.2.1. Protein Tayini

Ratlardan elde edilen doku 6rneklerinde 6lciilen MPO, NF-kB ve HMGB-1 diizeylerini

mg protein basina verebilmek i¢in Lowry yontemi ile protein tayini yapildi.

Lowry yontemi alkali kosullarda meydana gelen iki farkli reaksiyona dayalidir.
Bunlardan birincisi amid baglar1 ile bakir atomlar1 arasinda meydana gelen ve
indirgenmis bakir olusumu ile sonuclanan Biiiret reaksiyonudur. ikincisi ise Folin-
Ciocalteu ayiracinin (fosfomolibden ve fosfotungsten) tirozin ve triptofan amino asitleri
ile tepkimeye girerek indirgenmesidir. Sonugta olusan mavi renk spektrofotometrik

olarak 750 nm dalga boyunda 6l¢iiliir (60).
Cozeltiler:
Reaktif-1: 0.1 N NaOH i¢inde hazirlanan %2’lik Na,COs3 ¢ozeltisi

Reaktif-2: 1:1, v/v seklinde karistirilan  %]1°lik  CuSO4+.5H20  ve  %2’lik
C4H4KNaOs.4H20 ¢ozeltisi

Protein ¢ozeltisi: 50 kisim Reaktif-1 ve 1 kisim Reaktif-2 karistirilarak hazirlanir

1.0 N Folin Ciocalteu-Fenol reaktifi (Sigma F9252)

Cahsma plani:

Kor Numune
Distile su 0.1 mL -
Numune - 0.1 mL
Protein ¢ozeltisi 1 mL 1 mL

Karngtirilip oda sicakliginda 15 dk. inkiibe edildi.

Folin reaktifi 0.1 mL 0.1 mL
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Hazirlanan reaksiyon karisimi oda sicakliginda 30 dk. inkiibe edildikten sonra 750 nm
dalga boyunda reaktif kortine karsi numune ve standart tiiplerinin optik dansite

(OD)’leri olgiildii ve standart egri lizerinden degerlendirme yapildi.
Standart serinin hazirlanmast:

1 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan stok albiimin ¢ozeltisi, SF ile uygun sekilde
diltie edilerek, 0.025; 0.05; 0.075; 0.1; 0.15; 0.2 ve 0.3 mg/ mL konsantrasyonlarinda
standart seriler hazirlandi. Standartlar numune gibi ¢aligilarak albiimin standart grafigi

cizildi (Sekil 3.1).

op 9° 7

0,4 -
0,3 -
0,2 -

y=1,283x+0,0159

g1 - r:0,9991
’

L 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Konsantrasyon (mg/mL)
Sekil: 3.1 Alblimin standart grafigi
Protein 6l¢timiinde kullanilan metodun CV degeri, %5.49 olarak bulundu ve Tablo

3.2°de gosterildi.

Tablo 3.2. Doku protein dl¢timiinde kullanilan yontemin CV degeri

Olciim sayist X+SD CV (%)

Protein (mg/mL) 10 167.09+9.17 5.49

3.3.2.2. MPO Tayini:

Plazma ve doku MPO diizeyleri SunRed marka rat ELISA kiti (Katalog No: 201-11-
0575) kullanilarak o6l¢tildii.
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Yontemin prensibi; yarismasiz olarak antijen—antikor komplekslerinin olusumuna
dayanmaktadir. Plazma o6rneklerinde bulunan MPO (isaretsiz antijen), rat MPO
monoklonal antikoru ile kapli kuyucuklara baglanir. Biyotinle isaretli antikor
eklenmesiyle olusan, “antikor—antijen—isaretli antikor” komplekslerine (sandwich
ELISA), biyotinlenmis antikora yiiksek bir afiniteyle baglanan, peroksidaz [horseradish
(yabanturpu) peroksidaz; HRP] ile konjuge, streptavidin proteini ilave edilir. Yikama
islemi ile tutunmayan kisim uzaklastirilir. Enzim substratiyla inkiibasyonu takiben,
plazma MPO konsantrasyonu ile dogru orantili olarak, enzimatik reaksiyonla olusan

rengin siddeti, 450 nm’de ol¢iiliir.

Cozeltiler

. Stok standart (64 ng/mL)

. Standart diliisyon tamponu

. Standart seri (32 ng/mL, 16 ng/mL, 8 ng/mL, 4 ng/mL, 2 ng/mL)
. Biyotinlenmis rat MPO antikoru (Bio-MPO Ab)
. Streptavidin-HRP konjugat ¢ozeltisi (Str- HRP)
. Yikama ¢ozeltisi

. Kromojen ¢ozeltisi A

. Kromojen ¢ozeltisi B

. Stop cozeltisi

Cahisma

Kor Numune Standart

Plazma - 40 pL -
Standart - - 50 nL
Bio-MPO Ab - 10 pLL -

Str- HRP - 50 pL 50 pL

Yapiskan folyo ile kapatilan plate, 37°C ‘de bir saat inkiibe edildikten sonra, her
kuyucuk 350 pL. yikama tamponu ile bes kez yikandi.

Kromojen cozeltisi A 50 uL 50 nL 50 nLL

Kromojen cozeltisi B 50 nLL 50 nL 50 nLL

Yapiskan folyo ile kapatilan plate, 37°C ‘de 10 dk. siire ile karanlikta inkiibe edildi.
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Stop cozeltisi 50 nL 50 nL 50 pL

Enzimatik reaksiyonla kuyucuklarda olusan rengin siddeti, 450 nm’de okundu.

Hesaplama:

Kor kuyucugun OD degeri, tiim numune ve standart seriye ait OD degerlerinden
cikarildi. Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen net OD degerleri kullanilarak,
CurveExpert ver 1.4 programi kullanilarak MPO standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.2). Tiim

ELISA testlerinin standart egri grafikleri bu programin ekran goriintiisiinden elde edildi.
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Sekil 3.2. MPO standart grafigi

Plazma i¢in MPO diizeyleri hesaplandi ve mL plazma basina nanogram cinsinden
verildi (ng/mL). Bobrek homojenatlarinda tayin edilen MPO degerleri ayn1 homojenatin

protein konsantrasyonuna oranlanarak verildi (ng/mg protein).
3.3.2.3. NF-kB Tayini:

Plazma ve doku NF-kB seviyeleri SunRed marka rat ELISA kiti (Katalog No: 201-11-
0288) ile ol¢tldii.

Kitin 6l¢lim prensibi, yarismasiz olarak antijen—antikor komplekslerinin olusumuna
dayanmaktadir. Plazma orneklerinde bulunan NF-kB (isaretsiz antijen), rat NF-xB
monoklonal antikoru ile kapli kuyucuklara baglanir. Biyotinle isaretli antikor
eklenmesiyle olusan, “antikor—antijen—isaretli antikor” komplekslerine biyotinlenmis
antikora yiiksek bir afiniteyle baglanan, HRP ile konjuge streptavidin proteini ilave

edilir. Yikama islemi ile tutunmayan kisim uzaklastirilir. Enzim substratiyla
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inkiibasyonu takiben, plazma NF-kB konsantrasyonu ile dogru orantili olarak, enzimatik

reaksiyonla olusan rengin siddeti, 450 nm’de &l¢iiliir.

Cozeltiler

. Stok standart (24 ng/mL)

. Standart diliisyon tamponu

. Standart seri (12 ng/mL, 6 ng/mL, 3 ng/mL, 1,5 ng/mL, 0,75 ng/mL)
. Biyotinlenmis rat NF-xB antikoru (Bio-NF-xB Ab)

. Streptavidin-HRP konjugat ¢ozeltisi (Str-HRP)

. Yikama ¢ozeltisi

. Kromojen ¢ozeltisi A

. Kromojen ¢ozeltisi B

. Stop cozeltisi

Calisma

Kor Numune Standart

Plazma - 40 pLL -
Standart - - 50 pL
Bio-NF-kB Ab - 10 pL -

Str-HRP - 50 pL 50 pL

Yapiskan folyo ile kapatilan plate, 37 °C “de bir saat inkiibe edildikten sonra, her
kuyucuk 350 pL. yikama tamponu ile bes kez yikandi.

Kromojen cozeltisi A 50 pL 50 nL 50 nL

Kromojen cozeltisi B 50 nLL 50 nLL 50 nLL

Yapiskan folyo ile kapatilan plate, 37 °C ‘de 10 dk. karanlkta inkiibe edildi.

Stop cozeltisi 50 nL 50 nLL 50 nL

Enzimatik reaksiyonla kuyucuklarda olusan rengin siddeti, 450 nm’de okundu.
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Hesaplama:

Kor kuyucugunun OD degeri, tim numune ve standart seriye ait OD degerlerinden
cikarildi. Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen net OD degerleri ile, CurveExpert
ver 1.4 programi kullanilarak NF-«B standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. NF-«B Standart grafigi.
Plazma NF-«xB diizeyleri hesaplandi ve mL plazma basina nanogram cinsinden verildi
(ng/mL). Doku i¢in hesaplanan NF-kB degerleri ise aynmi dokudaki protein

konsantrasyonuna oranlanarak verildi (ng/mg protein).
3.3.2.4. HMGB-1 Tayini:

Plazma ve doku HMGB-1 diizeyleri SunRed marka rat HMGB-1 ELISA kiti (Katalog
No: 201-11-0258) ile ol¢iildii.

Yontemin  prensibi;  yarismasiz  antijen—antikor  komplekslerinin  olusumuna
dayanmaktadir. Plazma 6rneklerinde bulunan HMGB-1 (isaretsiz antijen), rat HMGB-1
monoklonal antikoru ile kapli kuyucuklara baglanir. Biyotinle isaretli antikor
eklenmesiyle olusan, “antikor—antijen—isaretli antikor” komplekslerine biyotinlenmis
antikora baglanan, HRP ile konjuge, streptavidin proteini ilave edilir. Yikama iglemi ile
tutunmayan kisim uzaklastirilir. Enzim substratiyla inkiibasyonu takiben, plazma
HMGB-1 konsantrasyonu ile dogru orantili olarak, enzimatik reaksiyonla olusan rengin

siddeti, 450 nm’de olgiiliir.
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Cozeltiler

. Stok standart (32 ng/mL)

. Standart diliisyon tamponu

. Standart seri (16 ng/mL, 8 ng/mL, 4 ng/mL, 2 ng/mL, 1 ng/mL,)
. Biyotinlenmis rat HMGB-1 antikoru (Bio- HMGB-1 Ab)

. Streptavidin-HRP konjugat ¢ozeltisi (Str- HRP)

. Yikama ¢ozeltisi

. Kromojen ¢ozeltisi A

. Kromojen ¢ozeltisi B

. Stop ¢cozeltisi

Calisma

Kor Numune Standart

Plazma - 40 pL. -
Standart - - 50 nL
Bio-HMGB-1 Ab - 10 pLL -

Str-HRP - 50 pL 50 pL

Yapiskan folyo ile kapatilan plate, 37 °C “de bir saat inkiibe edildikten sonra, her kuyucuk 350
pL yikama tamponu ile bes kez yikandi.

Kromojen ¢ozeltisi A 50 pL 50 pL 50 pL

Kromojen ¢ozeltisi B 50 nL 50 nL 50 pL

Yapiskan folyo ile kapatilan plate, 37 °C ‘de 10 dk. karanlikta inkiibe edildi.

Stop cozeltisi 50 pL 50 pL 50 pL

Enzimatik reaksiyonla kuyucuklarda olusan rengin siddeti, 450 nm’de okundu.

Hesaplama

Kor kuyucugun OD degeri, tim numune ve standart seriye ait OD degerlerinden
cikarildi. Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen AOD degerleri kullanilarak,
CurveExpert ver 1.4 programi ile HMGB-1 standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. HMGB-1 Standart grafigi

HMGB-1 diizeyleri hesaplandi ve mL plazma basina nanogram cinsinden verildi
(ng/mL). Doku i¢in hesaplanan HMGB-1 degerleri ise protein konsantrasyonuna

oranlanarak verildi (ng/mg protein).
3.3.3. Histolojik Degerlendirme

Bobrek doku ornekleri histolojik incelemeler i¢in %10’luk formaldehit soliisyonu ile 48
saat tespit edildi. Tespit isleminden sonra bobrek dokulari akan musluk suyunda
yikandiktan sonra artan dereceli alkol serilerinden gegirildi ve ksilen ile
seffaflandirildiktan sonra parafine gomiilerek bloklandi. Yapilan islemler Tablo 3.3’te

ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 3.3. Isik mikroskobu doku hazirlama teknigi

Sira  Yapilan islem Siire Sira  Yapilan islem Siire
1 Musluk suyu 1 saat 7 Absolii Alkol 1 saat
2 %50 Alkol 1 saat 8 Absolu Alkol 1 saat
3 %70 Alkol 1 saat 9 Ksilen 20 dk.
4 %80 Alkol 1 saat 10  Ksilen 20 dk.
5 %96 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dk.
6 Absolii Alkol 1 saat 12 Eriyik parafin (60 °C) 1 gece

Parafin bloklardan alinan 5-6 pm’lik kesitler polilizin kapli lamlara yayildi. Hazirlanan

lamlar standart histolojik yontemler kullanilarak ksilen ile parafini uzaklastirildi ve
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dereceli alkol serilerinden gegirilip dehidrate edildi. Genel histolojik yapiyr gérmek
amaciyla kesitler hematoksilen-eozin (H-E) (Tablo 3.4) ile boyanarak Olympus BX51
(Tokyo, Japan) mikroskobunda incelendi.

Tablo 3.4. Hematoksilen-eozin boyama teknigi

Sira  Yapilan Islem Siire Sira  Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 2 saat 14 Eozin 3-5 dk.
2 Ksilen I 10 dk. 15 Akarsu 1 dk.
3 Ksilen IT 10 dk. 16 %50 Alkol 1 dk.
4 Ksilen III 10 dk. 17 %70 Alkol 1 dk.
5 Absolu Alkol I 5 dk. 18 %80 Alkol 1 dk.
6 Absolu Alkol IT 5 dk. 19 %96 Alkol 1 dk.
7 %96 Alkol 5 dk. 20 Absolu Alkol I 1 dk.
8 %80 Alkol 5 dk. 21 Absolu Alkol IT 2 dk.
9 %70 Alkol 5 dk. 22 Absolu Alkol IIT 2 dk.
10 %50 Alkol 5 dk. 23 Ksilen I 20 dk.
11 Akarsu 2 dk. 24 Ksilen II 20 dk.
12 Hematoksilen 5-8 dk. 25 Ksilen IIT 20 dk.
13 Akarsu 5 dk. 26 Kapatma

Doku ornekleri Abdelrahman et al. (58) tarafindan Onerilen ve Tablo 3.5°te verilen

tanimlama ve skorlama tablosu dogrultusunda degerlendirildi:

Tablo 3.5: Tanimlama ve skorlama tablosu

Yok Hafif Orta Siddetli
Hemoraji 0 1 2 3
Tiibiil Epitel 0 1 2 3

Hiicre Hasar

Nekroz 0 1 2 3
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3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calisgma gruplarini olusturan ratlardan elde edilen plazma ve dokularda ¢alisilan
verilerin “IBM SPSS 23.0” paket bilgisayar programi kullanilarak, istatistiksel olarak
karsilastirildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. Normal dagilim gosteren sayisal degiskenlerin Ozet istatistikleri

aritmetik ortalama + standart sapma (X + SD) olarak verildi. Normal dagilima uymayan

sayisal degiskenlerin tanimlayici istatistikleri i¢in ortanca - yiizde ¢eyreklik (% 25. - %

75. persentil) degerleri kullanildi.

Normal dagilim gosteren degiskenlerin gruplara gore karsilastirilmasi, “Tek Yonli
Varyans Analizi (ANOVA)” ve fark cikan gruplarin ¢oklu karsilastirilmasi da post
ANOVA (Sheffe testi) ile yapildi.

Normal dagilim gostermeyen degiskenlerin gruplara gore karsilagtirilmasinda, Kruskal-
Wallis analizi ve fark ¢ikan gruplarin ikili karsilastirmasinda Mann Whitney U testi

kullanildi.

Grup i¢i karsilastirmalarda normal dagilim gosteren veriler i¢in Eslestirilmis Student #

test; normal dagilim gostermeyen veriler i¢cin Wilcoxon testi kullanildi.

Tum istatistiki karsilastirmalarda, anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Bu calismada Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya DEKAM’da iiretilen Wistar albino,
250-300 giinliik, 280-445 g agirliginda 50 erkek rat kullanildi.

Uygun sisplatin dozuna, sakrifikasyon zamanina ve sisplatin/ NAC uygulama sirasina

karar verebilmek amaciyla, toplam 18 rat ile bir 6n ¢alisma yapildi.

Nefrotoksisiteye neden olan sisplatin dozunu belirlemek amaciyla yapilan 6n ¢alisma

grubu ratlarinin 6l¢iilen plazma BUN ve kreatinin diizeyleri Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. Sisplatin dozunu belirlemek i¢in yapilan 6n ¢aligma sonuglari

Uygulanan Madde/Doz Rat No Plazma BUN Plazma Kreatinin
(mg/dL) (mg/dL)

SF 1 16.2 0.46

2 9.8 0.53

Sisplatin (7.5 mg *) 1 122.1 2.19

2 141.9 2.49

Sisplatin (10 mg *) 1 199.6 4.48

2 147.1 3.03

*: kg rat agirlig1 basina verilen mg sisplatin miktari

Ttim uygulamalar ip ve tek doz yapildi. SF grubuna steril % 0.09°luk NaCl; sisplatin
gruplarma sirasiyla, kg rat agirligi basina olacak sekilde, 7.5 ve 10 mg sisplatin
uygulandi. Hayvan o6liimleri goriilmeksizin, plazma BUN ve kreatinin degerlerinin
belirgin artis1 nedeniyle ana ¢alismada kullanilacak sisplatin dozunun 10 mg/kg rat

agirligt olmasina karar verildi.
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Sakrifikasyon zamanini belirlemek i¢in yapilan 6n ¢alisma hayvanlarinin plazma BUN

ve kreatinin degerleri Tablo 4.2°de gosterildi.

Tablo 4.2. Sakrifikasyon zamanini belirlemek i¢in yapilan 6n ¢alisma sonuglari

Uygulanan  Sakrifikasyon Rat Plazma BUN Plazma Kreatinin

doz (ip) zamani No (mg/dL) (mg/dL)
72. saat 1 269.0 5.33
2 284.0 6.74
10 mg/kg
rat agirhgr  120. saat 1 148.4 3.91
sisplatin
2 167.1 4.58
168. saat 1 31.9 1.11
2 29.4 1.31

Tablo 4.2°de goriildiigli gibi, her bir deney i¢in 2 rat olmak tizere toplam 6 hayvana 10
mg/kg rat agirligi dozunda sisplatin uyguland: ve ikiserli gruplar halinde 72. (3. giin),
120. (5. gtin) ve 168. (7. gilin) saatlerde sakrifiye edildi. Sisplatin uygulamasi sonrasi
gecen siire uzadikga, ratlarin bobrek fonksiyonlarinin 72. saatten sonra giderek iyilestigi
ve 168. saatte SF grubu degerlerine (Tablo 4.1) yaklastig1 gozlendi. NAC uygulamasiyla
elde edilebilecek anlamli diizelmenin tam olarak ortaya konulabilmesi i¢in, sisplatin
uygulanan ratlarin sisplatin sonrasi 72. saatte sakrifiye edilmesine ve NAC kullaniminin

ilk ti¢ giinle sinirlandirilmasina karar verildi.

NAC uygulamasinin sisplatin Oncesi veya sonrast yapilmasina karar verebilmek
amaciyla yapilan 6n ¢alismada elde edilen plazma BUN ve kreatinin degerleri Tablo

4.3’te gosterildi.
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Tablo 4.3. Sisplatin/ NAC uygulama sirasini belirlemek i¢in yapilan 6n ¢aligma sonuglari

Uygulanan ila¢/ Doz / Siire Plazma BUN Plazma Kreatinin
(mg/dL) (mg/dL)
10 mg* sisplatin 1.Rat 97.2 1.68
b=
2 oncesi 4. Saat 2.Rat 95.6 2.22
z
= o -
= 10 mg* sisplatin 1.Rat 32.5 0.75
en
*En ile es zamanh 2.Rat 22.0 0.35
7
S 10 mg* sisplatin 1.Rat 65.2 2.89
>
sonrasli 4. Saat 2.Rat 46.2 1.96

*: kg rat agirhigi basina verilen madde miktari

Tablo 4.3’te goriildigii gibi sisplatin ile es zamanlit NAC uygulamasi ile elde edilen

sonuclarin kontrol degerlerine (Tablo 4.1) yakin oldugu belirlendi. Muldoon et al. (61)

calismasi da dikkate alindiginda iki kimyasal ajan uygulanmasi arasinda 4 saat siire

birakilmasma; NAC’1in sisplatinden 6nce veya sonra verilmesinin belirgin fark

olusturmamasi ve klinik kullanima daha uygun olmasi nedeniyle de NAC’1n sisplatin

sonrasi uygulanmasina karar verildi.

Ana c¢aligmada her biri 8 rat igeren, Kontrol (KONT), sisplatin (CP), N-asetilsistein
(NAC-250) ve CP+NAC olmak tizere dort grup olusturuldu (Tablo 4.4).

GRUP
KONT
Ccp
NAC-250
CP+NAC

Tablo 4.4. Ana ¢alisma gruplarmin deney plani
Uygulama Sekli: ip

n Uygulanan Madde ve Dozlari Siiresi (giin)
8 SF 3
8 10 mg* Sisplatin 1
8 250 mg* N-asetilsistein 3
8 10 mg* Sisplatin + 4 saat sonra ve 3

ardisik 2 giin 250 mg* N-asetilsistein

*: kg rat agirhig1 bagina verilen madde miktar
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Calisma gruplarina ait tiim veriler, Ek Tablo 1 ve 2’de gosterildi. Bu verilerden elde
edilen tanimlayici istatistik degerleri, aritmetik ortalama * standart sapma (X + SD;
normal dagilima uyan veriler i¢in) ve ortanca - yiizde ¢eyreklik (% 25. - % 75. persentil;
normal dagilima uymayan veriler igin), seklinde Tablo 4.5 - 4.15’te verildi. Istatistiksel

karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edildi.

Ratlarin viicut agirliklar1 ve idrar hacimleri fiziksel bulgular; idrar, plazma ve bobrek
dokularinda yapilan ol¢timlerden elde edilen bulgular biyokimyasal c¢alisma (rutin/
arastirma) bulgular1 ve bobrek dokularindaki histolojik incelemeler, histolojik ¢alisma

bulgular1 basliklar1 altinda toplandi.
4.1.FIZIKSEL BULGULAR

Caligmanin baslangicinda ve sonunda ratlarin viicut agirliklar1 kaydedildi ve meydana

gelen degisimler Tablo 4.5°te gosterildi.

Tablo 4.5. Rat viicut agirliklari (g)

GRUP n Oncesi Sonrasi % Degisim
KONT 8 363.14 + 60.98 353.5 + 5481 245 +1.72
NAC-250 8 353.63 +£24.38 348.0 +21.29° 1.54 +1.35
Ccp 8 357.54 + 28.24 308.97 +21.24° 13.44 +3.88**
CP+NAC 8 370.69 + 51.08 317.55 +43.69° 14.32 +1.75*2

Istatistiki karsilastirma:

. Grup i¢i karsilastirmalarda Eslestirilmis Student ¢ test (*: calisma Oncesi ve
sonrast degerlerin karsilastirilmasi sonucu ile elde edildi; p<0.05).

. Gruplar aras1 karsilastirmalarda ANOVA ve post-ANOVA test uygulandi.
(Anlaml1 bulgular: *: KONT grubu ile diger gruplarin kargilagtirilmasi ile elde edildi. *:
NAC-250 grubu ile diger gruplarin karsilastirilmasi sonucu elde edildi; p<0.05).

Tablo 4.5’te gorildiigli gibi; ratlarin g¢alisma Oncesi viicut agirliklart bakimindan
anlamli bir fark gostermedigi belirlendi (p>0.05). Uygulamalarin sonunda tiim
gruplarda 6ncesine gore istatistiksel agidan anlamli bir diisme oldugu gozlendi (p<0.05).
Calisma sonunda gruplar arasinda anlamli bir fark olmasa da (p>0.05) gruplar arasi

yiizde degisimler karsilastirildiginda; NAC uygulanan ratlarda gozlenmeyen kilo
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kaybinin, sisplatin uygulanan her iki grupta da (CP ve CP+NAC grubu) meydana
geldigi gorildii (p<0.05).

Calisma oOncesi ve sonrasi ratlarin 24 saatlik idrar hacimlerinde meydana gelen

degisimler Tablo 4.6’da gosterildi.

Tablo 4.6. Calisma 6ncesi ve sonrasi ratlarin 24 saatlik idrar hacimleri (mL)

GRUP n Oncesi Sonrasi
KONT 8 6.17+£2.05 9.89+3.17
NAC-250 8 8.24 £2.08 7.37+1.23

Cp 8 6.79 + 2.89 14.34 £5.432
CP+NAC 8 6.65 +1.70 20.47 + 6.84"2

Istatistiki karsilagtirma:

. Grup i¢i karsilastirmalarda Eslestirilmis Student ¢ test (°*: calisma Oncesi ve
sonrasi degerlerin karsilastirilmasi sonucu ile elde edildi; p<0.05)

. Gruplar arasi karsilastirmalarda ANOVA ve post-ANOVA test uygulandi.
(Anlaml1 bulgular: *: KONT grubu ile diger gruplarin karsilastirilmasi ile elde edildi, *:
NAC-250 grubu ile diger gruplarin karsilastirilmasi sonucu elde edildi; p<0.05).

Tablo 4.6’ da goriildiigii gibi gruplar ¢alisma o6ncesi karsilastirildiginda aralarinda
anlamli bir fark olmadigi gozlendi (p>0.05). Calisma Oncesi ve sonrasi degerler
karsilastirildiginda ise NAC-250 grubu hari¢ diger tiim gruplarda ¢alisma sonunda idrar
hacimlerinin arttigi goriildii (p<0.05). Calisma sonunda, gruplar arast karsilastirmada
kontrole gore sadece CP+NAC grubunda artma gosteren idrar hacminin, CP ve
CP+NAC gruplarinda kendi aralarinda fark yokken; bu gruplarda NAC-250 grubuna

gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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4.2. BIYOKIMYASAL CALISMA BULGULARI
4.2.1. Rutin Calisma Bulgular

Ratlarin ¢alisma 6ncesi ve sonrasi idrarlarinda iire azotu, kreatinin ve mikroalbiimin;

calisma sonrasi plazmalarinda BUN ve kreatinin diizeyleri 6l¢iildii.

Calisma gruplarindaki ratlarin ¢alisma Oncesi ve sonrasi idrar iire azotu ve kreatinin

degerleri Tablo 4.7°de gosterildi.

Tablo 4.7. Ratlarin ¢aligsma oncesi ve sonrasi idrar iire azotu ve kreatinin degerleri

Idrar Ure Azotu Idrar Kreatinin
(mg/dL) (mg/dL)

GRUP n Once Sonra Once Sonra
KONT 8 3976 + 625 3872 + 464 144 (114-150) 116 £ 20
NAC-250 8 4043 £ 578 4006 + 398* 128 + 30 126 £ 16
Ccp 8 3993 £ 753 695 (600-1191)*4 144 + 42 30 (23-45) ~**
CP+NAC 8 3960 + 289 1234 (509-1341)"** 128 + 15 41 £ 17-%2
Istatistiki karsilastirma:
. Grup i¢i karsilastirmalarda Eslestirilmis Student ¢ test (°*: calisma Oncesi ve

sonrast degerlerin karsilastirilmasi sonucu ile elde edildi; p<0.05).
. Gruplar arasi karsilastirmalarda Kruskal Wallis ve ikili karsilastirmalarda Mann
Whitney U test uygulandi. (Anlamli bulgular: *: KONT grubu ile *: NAC-250 grubu ile

diger gruplarin karsilastirilmast sonucu elde edildi; p<0.05).

Tablo 4.7°de goriildiigii gibi gruplar arasi baglangi¢ idrar iire azotu ve kreatinin
degerlerinde anlamli fark olmadigi goriildii (p>0.05). Idrar iire azotu ve kreatinin
degerlerinin ¢aligma Oncesine gore sadece CP ve CP+NAC gruplarinda azaldig
gozlendi (p<0.05). Calisma sonrasi idrar tire azotu degerlerine bakildiginda NAC-250
grubu degerlerinin KONT grubu degerlerine gore anlamli sekilde arttigi buna karsilik
CP grubu degerlerinin ise azaldigi belirlendi (p<0.05). NAC-250 grubu ile
karsilastirildiginda CP ve CP+NAC grubu degerlerine gore anlamli bir diisme izlendi
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(p<0.05). Calisma sonrasi idrar kreatinin degerleri karsilastirildiginda CP ve CP+NAC
grubunda KONT ve NAC-250 grubuna gére anlamli azalma gézlendi (p<0.05).

(Calisma gruplarindaki ratlarin ncesi ve sonrasi idrar mikroalbiimin degerleri Tablo 4.8’

de gosterildi.

Tablo 4.8. Ratlarin ¢caligma oncesi ve sonrasi idrar mikroalbiimin diizeyleri (mg/dL)

Idrar Mikroalbiimin (mg/dL)

GRUP n Oncesi Sonrasi
KONT 8 3.47+2.08 3.80+2.08
NAC-250 8 2.98 £1.69 5.00 £ 2.68
Ccp 8 1.87 £1.56 5.97 £4.50°
CP+NAC 8 2.97 £1.60 5.59+3.73
Istatistiki karsilastirma:
o Grup i¢i karsilagtirmalarda Eslestirilmis Student 7 test (°: calisma oncesi ve

sonrast degerlerin karsilastirilmasi sonucu ile elde edildi; p<0.05)

. Gruplar arasi karsilastirmalarda ANOVA ve post-ANOVA test uygulandi
(p<0.05).

Gruplar arasinda hem ¢alisma 6ncesi ve hem de ¢alisma sonrast mikroalbiimin degerleri
acisindan fark gézlenmezken (p>0.05); grup ici karsilagtirmalarda sadece CP grubunda

calisma Oncesine gore anlamli bir yiikselme goriildii (p<0.05).

Calisma gruplarindaki ratlarin ¢aligsma sonrasi plazma BUN ve kreatinin degerleri Tablo

4.9’ da gosterildi.

Tablo 4.9. Ratlarin ¢alisma sonrasi plazma BUN ve kreatinin diizeyleri

GRUP n Plazma BUN (mg/dL) Plazma Kreatinin (mg/dL)
KONT 8 18.77+1.90 0.44 +£0.08
NAC-250 8 16.09+2.10 0.38+0.04
Ccp 8 137.09 +33.82*2 3.59+1.01*%*
CP+NAC 8 102.4 +4.67%* 1.87 +0.20%2°

Istatistiki karsilastirma:
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o Gruplar aras1 karsilastirmalarda ANOVA ve post-ANOVA test uygulandi.
(Anlamli bulgular: *:KONT grubu ile *: NAC-250 grubu °: CP grubu ile diger gruplarin

karsilastirilmasi sonucu elde edildi; p<0.05).

Calisma sonrasi plazma BUN ve kreatinin degerlerine bakildiginda KONT ve NAC-250
grubu arasinda herhangi bir fark gézlenmezken, CP ve CP+NAC gruplarinda KONT ve
NAC-250 gruplarina gore anlamli bir artis oldugu gorildii (p<0.05). Yine her iki
parametre acisindan degerlendirildiginde, CP+NAC grubunda CP grubuna gére anlamli

bir diisme gozlendi (p<0.05).
4.2.2. Biyokimyasal Calisma Bulgular:
Caligma gruplarindaki ratlarin plazma MPO degerleri Tablo 4.10°da gosterildi.

Tablo 4.10. Ratlarin plazma MPO diizeyleri

GRUP n MPO (ng/mL)
KONT 8 8.47 + 1.83
NAC-250 8 9.17+1.18
cp 8 8.15 = 0.86
CP+NAC 8 8.51 +1.61

Istatistiki karsilastirma:

. Gruplar arasi karsilastirmalarda ANOVA ve post-ANOVA test uygulandi
(p<0.05).

Tablo 4.10° da goruldiigl gibi plazma MPO degerleri agisindan gruplar arasinda anlamli
fark g6zlenmedi (p>0.05).

Calisma gruplarindaki ratlarin plazma NF-kB degerleri Tablo 4.11° de gosterildi.

Tablo 4.11. Ratlarin plazma NF-«xB diizeyleri

GRUP n NF-kB (ng/mL)
KONT 8 4.77+1.25
NAC-250 8 4.59 + 0.54
Ccp 8 3.63 +0.49
CP+NAC 8 3.79+£0.72

Istatistiki karsilastirma:
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o Gruplar aras1 karsilastirmalarda ANOVA ve post-ANOVA test uygulandi.

(p <0.05).

NF-«B diizeyleri incelendiginde, gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmedi (p>0.05).
Calisma gruplarindaki ratlarin plazma HMGB-1 degerleri Tablo 4.12°de gosterildi.

Tablo 4.12. Ratlarin plazma HMGB-1 Diizeyleri

GRUP n HMGB-1 (ng/mL)
KONT 8 450+ 1.56
NAC-250 8 4.75 +0.57
cp 8 3.36 + 0.74
CP+NAC 8 3.41 +0.87

Istatistiki karsilastirma:

o Gruplar arasi karsilastirmalarda ANOVA ve post-ANOVA test uygulandi.
(p<0.05)

Plazma HMGB-1 diizeyleri bakimindan, gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmedi

(p>0.05).
Calisma gruplarindaki ratlarin bobrek dokusu MPO degerleri Tablo 4.13” te gosterildi.

Tablo 4.13: Ratlarin doku MPO diizeyleri

GRUP n MPO (ng/ mg protein)
KONT 8 1.12+£0.29
NAC-250 8 1.64 £ 0.32*

Cp 8 0.82 £0.20*
CP+NAC 8 0.84+0.18*

Istatistiki karsilastirma:

. Gruplar arasi karsilastirmalarda ANOVA ve post-ANOVA test uygulandi.
(Anlamli bulgular: *:KONT grubu ile * NAC-250 grubu ile diger gruplarin

karsilastirilmasi sonucu elde edildi; p<0.05).



50

Tabloda goriildiigii gibi, doku MPO degerlerinin KONT grubuna gore sadece NAC-250
grubunda anlamli olarak arttig1 izlendi (p<0.05). NAC-250 grubu ile karsilastirildiginda
CP ve CP+NAC gruplarinda anlamli diisme goriildii (p<0.05); sisplatin verilen bu

gruplar arasinda ise anlamli bir fark belirlenmedi (p>0.05).

Calisma gruplarindaki ratlarin bobrek dokusu NF-kB degerleri Tablo 4.14°te gosterildi.

Tablo 4.14. Ratlarin doku NF-xB diizeyleri

GRUP n NF-xB (ng/mg protein)
KONT 8 0.46 £ 0.05
NAC-250 8 0.56 + 0.09
Ccp 8 0.35+£0.05%
CP+NAC 8 0.40 £ 0.14*

Istatistiki karsilastirma:

. Gruplar arasi karsilastirmalarda ANOVA ve post-ANOVA test uygulandi.
(Anlamli bulgular: *: NAC-250 grubu ile diger gruplarin karsilastirilmasi sonucu elde
edildi; p<0.05).

Tablo 4.14°te goruldiigii gibi, NF-kB diizeyleri agisindan KONT grubu ile diger gruplar
arasinda anlamli bir fark izlenmezken (p>0.05), NAC-250 grubu ile karsilastirildiginda
CP ve CP+NAC gruplarinda anlamli bir azalma gézlendi (p<0.05). CP ve CP+NAC

gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
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Calisma gruplarindaki ratlarin bobrek dokusu HMGB-1 degerleri Tablo 4.14°de

gosterildi.

Tablo 4.15. Ratlarin doku HMGB-1 diizeyleri
GRUP n HMGB-1 (ng/ mg protein)

KONT 8 0.58+£0.16
NAC-250 8 0.82 + 0.20*
Cp 8 0.44+0.112
CP+NAC 8 0.47 £ 0.06*

Istatistiki karsilastirma:

. Gruplar arasi karsilastirmalarda ANOVA ve post-ANOVA test uygulandi.
(Anlamli bulgular: *:KONT grubu ile * NAC-250 grubu ile diger gruplarin

karsilastirilmasi sonucu elde edildi; p<0.05).

Tablo 4.15°te gorulduglti gibi, HMGB-1 diizeylerinin kontrol grubu ile yapilan
karsilastirmalarda, sadece NAC-250 grubunun anlaml olarak arttig1 goriildii (p<0.05).
Bununla birlikte CP ve CP+NAC gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmasa da (p>0.05)
her iki grupta da NAC-250 grubuna gére anlamli bir azalma izlendi (p<0.05).
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4.3. HISTOLOJIK CALISMA BULGULARI

Sisplatin uygulanan ratlara ait bobreklerin genel olarak yipranmis ve dogal rengini

kaybetmis morfolojik goriiniime sahip oldugu izlendi. Isik mikroskobik incelemede

kontrol grubuna ait bobrek dokularinda korteks ve medulla normal yapida gozlendi

(Sekil 4.1 ve 4.2).

Sekil 4.1. Kontrol grubu bobrek dokusu Sekil 4.2. Kontrol grubu bdbrek dokusu
histolojik goriiniimii (HE, x200). histolojik goriiniimii (HE, x400).

NAC-250 grubundaki bobrek dokularinda ¢ok hafif siddette hemoraji, nekroz ve tiibiil
epitel hiicrelerinde hasar mevcuttu (Sekil 4.3 ve 4.4).

Sekil 4.3. NAC-250 grubu bobrek dokularmin =~ Sekil 4.4. NAC-250 grubu bobrek dokularinin
goriiniimil (HE, x200). goriniimii  (HE, x400). Hemoraji (<),
nekroz(*) vakuolizasyon (=).

Sisplatin grubunda ise belirgin hemoraji, nekroz ve tiibiil epitel hasar1 bulunmaktaydi.
Tiibiil hiicrelerinde vakuolizasyon, proksimal tiibiilde firgamsi1 kenar kaybi gozlendi

(Sekil 4.5 ve 4.6).
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Sekil 4.5. CP grubu bobrek dokularmin Sekil 4.6. CP grubu boébrek dokularinin
histolojik goriinimii (HE, x200). histolojik goriintimii (HE,x400). Hemoraji (<),
nekroz (*), vakuolizasyon (=).

CP+NAC grubundaki kesitlerde CP grubuna yakin sekilde hemoraji, tiibiil epitel hiicre
hasar1 gozlemlenirken (Sekil 4.8); nekroz goriilen hiicreler daha az sayidaydi. Tiibiil

epitel hiicrelerinde vakuolizasyon ve firgamsi kenar kaybir mevcuttu (Sekil 4.7 ve 4.8 ).

Sekil 4.7. CP+NAC grubu bobrek dokularinin ~ Sekil 4.8.CP+NAC grubu bobrek dokularinin
goriiniimi (HE, x200). goriinimi (HE,x400). Hemoraji (<), nekroz
(*), vakuolizasyon (=).
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Calisma gruplarmin histolojik skorlama sonuglar1 Tablo 4.16°da gosterildi.

Tablo 4.16. Histolojik ¢alisma sonuglari

GRUP n Hemoraji Tiibiil Epitel Hiicre Tiibiiler
Hasan nekroz
KONT 8 0.0 (0.0-1.0) 0.0 (0.0-1.0) 0.0 (0.0-0.0)
NAC-250 8 0.5 (0.0-1.0) 1.0 (0.25-0.1) 0.0 (0.0-1.0)
Cp 8 3.0 (2.25-3.0)*# 3.0 (2.0-3.0)** 2.0 (2.0-2.75)*2
CP+NAC 8 1.5 (0.0-2.0)° 2.0 (2.0-2.0) *ab 0.0 (0.0-1.0)°

Istatistiki karsilastirma:

. Gruplar aras1 karsilastirmalarda Kruskal Wallis ve ikili karsilagtirmalarda Mann
Whitney U test uygulandi. (Anlamli bulgular: *:KONT grubu; *: NAC-250 grubu; ®: CP

grubu ile diger gruplarin karsilastirilmasi sonucu elde edildi; p<0.05).

Bobrek dokulart hemoraji, tiibiil hiicre hasar1 ve tiibiiler nekroz agisindan
degerlendirildiginde, KONT ve NAC-250 grubu arasinda anlamli bir fark yokken;
sadece sisplatin verilen grupta bu iki gruba gore anlamli bir artis izlendi (p<0.05).
CP+NAC grubunda hemoraji ve nekroz alanlarinda kontrol grubu ile fark vermeyecek
sekilde iyilesme goriildii (p<0.05). Tiibiil hiicre hasar1 agisindan incelendiginde KONT
ve NAC-250 grubu ile hala farkli olsa da (p<0.05); CP+NAC grubunda, CP grubuna

gore anlamli bir diizelme oldugu belirlendi (p<0.05).



5. TARTISMA VE SONUC

Sisplatin, solid ttimorlerin tedavisi i¢in kullanilan en etkili kemoterapétiklerden biridir.
Antitimor etkinligine ragmen majoér yan etkileri nefrotoksisite, norotoksisite ve
miyelosupresyondur; bunlar arasinda klinik kullanimini ve antikanser etkinligini
kisitlayan en ciddi ve doz sinirlayici yan etkisi nefrotoksisitedir. Ancak belirgin toksik
ozelliklerine ragmen, risk fayda orani dikkate alindiginda; terapétik etkinliginden dolay1

hala en yaygin kullanilan ajanlardan biridir (16).

Yogun proflaktik girisimlere ragmen doza bagimli olarak, tek doz sisplatin alan
hastalarda bile %25-30 oraninda farkli derecelerde nefrotoksisite olustugu bildirilmistir
(16). Renal toksisitenin ayni zamanda kiimiilatif oldugu kabul edildiginden ardisik
sisplatin kullaniminin, toksisitenin insidans ve siddetini artiracagi one siiriilmektedir
(11, 16). Ancak genel goriisiin aksine; sisplatin tedavisi sirasinda 6len hastalarin bébrek
dokusu platin diizeylerinin, hastanin aldigi total doza degil 6liim zamanindan hemen
onceki son tedavi dozuna bagl oldugu da gosterilmistir (62). Bu nedenle hastalarda tek
doz sisplatin uygulamasi bile nefrotoksisiteden stiphelenmek ve 6nlem almak amaciyla

ilave girisimlerde bulunmak i¢in yeterli bir sebep olarak diisiiniilebilir.

Halen sisplatin kullanimi sirasinda olusabilecek toksik etkilere karsi kullanilabilecek,
onaylanmis bir tedavi protokolii ve spesifik bir antidot bulunamadigindan (10),

gliniimiizde yogun sekilde farkli toksisite onleyici stratejiler arastirilmaktadir.

Klinikte nefrotoksisiteyi dnlemeye yonelik rutin uygulamalar arasinda mannitol ve
furosemid ile giiclii ditirez olusturmak, hipertonik klor ¢ozeltileri kullanmak, alternatif
sisplatin rejimleri uygulamak, diger nefrotoksik ajanlarla kombinasyondan kaginmak ve

nefrotoksisiteyi onleyebilecegi diisiiniilen bilesiklerle birlikte kullanmak sayilabilir (16).

Bu c¢alismada, sisplatin ile indiiklenen nefrotoksisiteye karst NAC’in koruyucu etkiye

sahip olup olmadig1, rat modeli {izerinde arastirildi.
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Deneysel calismalarda kullanilan hayvan ve insan metabolizmalarindaki benzerlik ve
farkliliklarin dikkate alimmasi, uygulama kolayligi ve ekonomik olma gibi faktorler;
calismalarin  planlanmasi, siirdiiriilmesi ve degerlendirilmesi agisindan Onem

tasimaktadir.

Bu c¢alismada tek batinda benzer genomik yapiya sahip ¢ok sayida yavru verebilme,
standardizasyon, uygulama kolaylig1 ve ekonomik olmasi gibi faktérler de g6z oniinde

bulundurularak, rat kullanilmasina karar verildi.

Literatiirde bobrek dokusunda sisplatin birikiminden, dolayisiyla nefrotoksisite gelisme
olasiliginin yiiksekliginden sorumlu tutulan OCT2 gen ekspresyonu ve protein
diizeylerinin erkek ratlarda anlamli derecede yiiksek oldugu (63) ve yiiksek testesteron
seviyelerin sisplatin nefrotoksisini arttirdigi (64) yapilan calismalarla gosterilmistir.
Ayrica Nematbakhsh et al. (65), 7 mg/kg rat agirligi dozunda sisplatin uyguladiklarinda,
NO- metabolitleri ve nitrit seviyelerinin sadece erkek ratlarda anlamli olarak arttigini
rapor etmislerdir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak erkeklerin sisplatin nefrotoksisitesine

daha duyarli olduklari 6ne siirtilmektedir (63- 66).

Bununla birlikte erkek ratlarda testesteron diizeylerinin etkisine benzer sekilde, disi
ratlarda serum Ostrojen seviyelerinin de sisplatin nefrotoksisitesini etkiledigi
bildirilmistir (67). Disi ratlarin menstrual dongiilerinin senkronize edilmesinin gili¢liigii
ve grup ici/ gruplar arast istenmeyen Ostrojen seviye farklari nedeniyle; ayrica
nefrotoksisiteye yatkin olmalari da dikkate alindifinda bu c¢aligmada erkek rat

kullanilmasina karar verilmistir.

Cinsiyetin yanisira sisplatine bagli renal toksisitenin derecesi ile yasin da iliskili oldugu

gosterilmistir (68, 69).

Tek doz (2.5 ve 10 mg/kg rat agirlig1 aras1 degisen dozlarda) veya ardisik 5 giin (1, 1.5,
2 mg/kg rat agirligi) sisplatin uygulanan, geng (3 haftalik) ve erigkin (12 hafta ve {lizeri)
ratlarda viicut agirhigi, GFR, efektif renal plazma akimi, bobrek ve idrar platin
konsantrasyonlar1 iizerinden; erigkin ratlarda renal platin seviyelerinin ve buna baglh
olarak da nefrotoksisitenin daha belirgin oldugu gosterilmistir. Geng ratlarin daha diisiik
viicut ve daha biiyiik bobrek agirligina sahip oldugu dikkate alindiginda; gerek verilen
total sisplatin dozunun daha duisiik olmasi, gerek fonksiyonel bobrek dokusunun
buiytikliigii nedeniyle daha az toksik etkiye maruz kaldiklar1 iddia edilmistir (68). Bu

literatiir bilgileri 1s181nda, bu ¢alismada yetiskin ratlarin kullanilmasina karar verildi.
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Literatiirde sisplatin nefrotoksisitesini farkl: rat tiirleri tizerinde inceleyen oldukca fazla
sayida yaym mevcuttur. Sisplatin nefrotoksisitesine duyarlilik agisindan farkli rat
tirlerini karsilagtiran bir caligmaya rastlanmamistir. Bu calismada Wistar rat tercih
edildiginden uygun deneysel modele karar verebilmek icin yapilan 6n ¢aligmalarda

sadece Wistar ratlar {izerinde gerceklestirilen literatiir calismalar1 dikkate alindi.

Literatiirde nefrotoksisiteyi hedefleyen deneysel ¢alismalarda kullanilan sisplatin dozu,
uygulama sekli, siiresi vb. olduk¢a farklilik gostermektedir. Sik¢a kullanilmasi ve
uygulama kolayligi nedeniyle bu ¢alismada ip uygulama tercih edildi. Tiimii ip, tek doz
ve kg rat agirlig1 basina olmak tizere; yapilan ¢alismalarda 4 mg (8), 5 mg (70-74), 6 mg
(75, 76), 7 mg (65, 77-81), 7.5 mg (82-91), 10 mg (59, 92), 25 ve 50 mg (59) dozlarinin

tercih edildigi goriilmiistiir.

Bu calismalarin ve yapilan 6n ¢alismanin (7.5 ve 10 mg/kg rat agirlig1) verileri birlikte
degerlendirildiginde; hayvanlarda oliime neden olmaksizin belirgin nefrotoksisite
olusturabilmek amaciyla uygulanacak sisplatin dozunun 10 mg/kg rat agirlig1 olmasina

karar verildi.

Sisplatinle yapilan caligmalarda, spontan bir iyilesme olmasi da s6z konusu oldugundan
(68, 72) nefrotoksisiteyi ve kemoprotektan ajanin etkisini en iyi sekilde gorebilmek icin
sakrifikasyon zamanini belirlemek de 6nem tasimaktadir. Bu konuda literatiirde farkli
stireler oneren c¢alismalar bulunmaktadir. Mahmoud et al. (79), 7 mg/kg rat agirhigi
dozunda ip sisplatin uyguladiklar1 Wistar ratlarda, 24 saat arayla ardisik 4 giin boyunca
takip ettikleri serum kreatinin diizeylerinin, stirekli bir artis olmakla beraber, en yiiksek
degere 96. saatte ulastigini bildirmislerdir. Palipoch et al. (59) bu ¢alismada uygulanan
doza (10 mg/kg rat agirligi) benzer sekilde, Wistar ratlara sisplatin uygulamasindan
sonra serum BUN ve kreatinin degerlerinin 72. saatte en yiiksek seviyeye ulastigini
gostermiglerdir. Bununla birlikte 6 mg/kg rat agirlig1 sisplatin verilen ratlarda oligiirik
ve proteiniirik etkinin de 24. ve 48. saat arasinda artmaya basladigi ve 72. saatte
maksimum diizeye ulastigi da rapor edilmistir (93). Doz, uygulama sekli ve rat tiirii de
dikkate alindiginda Palipoch et al. (59)’un ¢alismasi bu ¢alismanin 6n c¢alisma
sonuglarint  desteklemektedir. Bu nedenle sakrifikasyon zamaninin sisplatin

uygulamasindan 72 saat sonra olmasina karar verilmistir.

Sisplatinle indiiklenen enflamasyon ve oksidatif stresin bobrek tizerindeki etkisinin

antioksidanlarla belirli olgtide Onlenebildigi farkli ¢alismalarla belirtilmistir.
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Nefrotoksisitenin dnlenmesinde selenyum, E vitamini, dimetiltiyotire (DMTU), teofilin,
amifostin ve NAC gibi ajanlarla ¢alismalar yapilmis ve olumlu etkileri gésterilmistir
(94). Kiictik hiicreli olmayan akciger kanseri ve ilerlemis over kanserinde, sisplatin
nefrotoksisitesini 6nlemek amaciyla “Amerikan Gida ve ilag Dairesi” tarafindan sadece
amifostin onay almistir (1). Ancak yiiksek maliyeti, yan etkileri ve her ne kadar bazi
calismalarla olmadig1 gosterilse de sisplatinin antitimor etkinligini azaltabilmesi
amifostinin kullanimini sinirlayan etkenlerdendir (3). Amifostine kimyasal benzerliginin
yanisira; klinikte yillardir kullanilan, daha uygun maliyetli ve ciddi yan etkisi olmayan

bir ajan olan NAC (9) bu ¢alismada tercih edilmistir.

Kullanilan kemoterapdtik ajanin antikanser etkinliginin azalmasi olasiligi kemoprotektif
bir ajanin kullanimini kisitlayan major nedenlerden biridir (95). Ayni ¢6zeltide birarada
bulunan asetilsistein ve sisplatinin, ultraviyole spektrum degisikligi ile de belirlenen,
bobreklerden reabsorbe edilemeyen bir kompleks olusturdugu ve bu durumun kombine
uygulama yapilan ratlarin diisiik bobrek dokusu platin diizeylerinin nedeni oldugu 6ne
stirtilmistiir (93). Appenroth et al.’a gore (93) olusan asetilsistein ve sisplatin kompleksi
nedeniyle bobrek dokusunda azalan platin konsantrasyonu azalmis nefrotoksisite gibi
“olumlu” bir sonuca neden olacak; ancak ayn1 zamanda sisplatinin antitiimor etkisini de

kisitlayacak “olumsuz’ bir sonuca doniisecektir.

Tedavide kullanilan kemoterapétik ve kemoprotektan etkilesimini en aza indirmek ve
kemoprotektandan maksimum fayda saglamak i¢in uygulama zamani ve/veya yolunun

avantaj saglayacagi farkli ¢alismalarla gosterilmistir (61, 96- 99).

NAC ile elde edilen nefroprotektif etkinin timor kemoterapisi tizerine etkisini birarada
gosteren Muldoon et al. (61), medullablastoma ve noéroblastoma gelistirilen rat
modellerinde iv uygulanan NAC ve sisplatin uygulama zamaninin hem timor
boyutlarina hem de bobrek fonksiyonlar: tizerine etkisini arastirdiklarinda; sisplatinden
30 dk. dnce uygulanan NAC ile sisplatine bagli antitlimor etkinin olumsuz etkilendigini,
fakat 4 saat sonra uygulanan NAC’1n antitiméral etkinlik tizerine herhangi bir olumsuz
etkisinin olmadigini gostermislerdir. Ancak bu c¢alismada BUN ile degerlendirilen

nefroprotektif etkinin tam anlamiyla olusturulamadig: da rapor edilmistir.

Jones et al (99), Walker 256 Kkarsinosarkoma hiicreleri inokiile ederek tiimor
indiiksiyonu yaptiklari ratlarda 0.5 mg/kg rat agirlig: sisplatin ve 500 mg/kg rat agirlhig

olmak tizere GSH’y1 sirasiyla, iv ve ip olacak sekilde farkli yollar kullanarak



59

uyguladiklarinda;  sisplatinin =~ timor  agirh@ini  azaltict  (antitimér) — etkisini
degistirmedigini gostermislerdir. Ancak bu iki ajani es zamanli, her ikisi de iv olmak
tizere uyguladiklarinda, her ne kadar uygulanan GSH miktar1 daha diisiik olsa da (250

mg/kg rat agirligi) antittimoral etkinin nétralize oldugunu 6ne siirmiiglerdir.

NAC uygulama zamanini belirlemek tizere yapilan 6n ¢alisma bulgulari, es zamanli
uygulanan NAC ve sisplatinin kimyasal olarak etkilestigi olasiligini diistindiirmektedir.
Dolayisiyla sisplatinden 4 saat sonra uygulanan NAC ile antitlimor etkinligi
degistirmedigi gosterildiginden (61), nefroprotektif etkiyi degerlendirmek i¢in iki ajanin
uygulanmasi arasinda 4 saat siire olmasina; sisplatinden dnce veya sonra uygulanan
NAC ile bobrek fonksiyonlarinin benzer sekilde degistigi ve kemoterapi sonrasi
uygulamanin klinik bakimdan daha uygun oldugu disiinildigiinden, NAC

uygulamasinin sisplatinden sonra yapilmasina karar verildi.

Bu ¢alismada, 6n calisma ve literatiir verileri genel olarak degerlendirilerek, ip 10
mg/kg rat agirhigr sisplatin tek doz ve ip 250 mg/kg rat agirligt NAC 3 giin siire ile
uygulandi; bu iki ajanin birlikte uygulandig1 grupta da iki ajan arasinda 4 saat zaman

aralig1 olmasina dikkat edildi.

Sisplatin gibi platin igeren kemoterOpatik ajanlarin en yaygin gastrointestinal yan
etkileri arasinda bulanti, kusma, diare, konstipasyon ve oral mukozit sayilabilir. Bu yan
etkilerin sonucu da hastalarda malnutrisyon ve dehidrasyona sekonder ortaya ¢ikan hizli
kilo kaybidir. Ozellikle akut olarak ortaya ¢ikan bu gastrointestinal yan etkilerin
nedeninin mukozal hasar oldugu kabul edilir. Ancak intestinal innervasyonda da hasar

meydana geldiginde bu semptomlar tedavi sonrasi kalici olabilir (100).

Literatiirde sisplatin verilen ratlarda viicut agirliklarinin degismedigini gosteren birkag
calismaya (74, 75, 86) rastlansa da, yapilan ¢alismalar genel olarak viicut agirliginin

azaldigini rapor etmistir (58, 59, 61, 90, 97, 98, 101- 105).

Ashrafi et al. (75), 6 mg/kg rat agirhig1 sisplatin uyguladiklar1 hayvanlarda kilo kaybi
olmadigin1 ancak deney siiresince kontrol hayvanlarindaki kilo artisinin bu grupta
gozlenmedigini; diger ifade ile sisplatinin kilo kaybina neden olmasa da kilo artigini

engelledigini 6ne slirmiislerdir.

Bu calismada KONT grubu da dahil olmak tizere, sisplatin uygulanmayan gruplarda

gozlenen anlamli kilo kaybinin nedeni, deneyin baslangicinda ve sonunda olmak {izere
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ratlarin toplam 2 giin metabolik kafeste kalmalar1 ve bu nedenle beslenmelerinin

bozulmasi olabilir.

Sisplatin uygulama yolu, siiresi, sakrifikasyon zamani ve rat tiirleri benzer olmak tizere;
5 mg/kg rat agirhigr (58) ve 7.5 mg/kg rat agirhgr (90) sisplatin uygulayan iki ayri
calismada viicut agirligindaki yiizde azalma sirasiyla %19 ve %13 olarak rapor
edilmistir. Bu durumun uygulanan doz ile gdzlenen kilo kaybi arasinda lineer bir iligki

olmadigina isaret ettigi diistiniilebilir.

Bu c¢alismada 10 mg/kg rat agirlign dozunda sisplatin uygulanan gruplarda (CP ve
CP+NAC), deney siiresince izlenen kilo kaybinin, diger gruplara gore olduk¢a belirgin
olmak {lizere, yaklasik %14 oraninda oldugu belirlendi. Bu kilo kaybinin nedeninin, tim
gruplarda ortak olan metabolik kafes kaynakli beslenme yetersizliginin yanisira
gastrointestinal toksisiteye isaret eden ilimli diare ve tiibiiler hasar kaynakli siddetli

politiri oldugu diistiniilebilir.

Bu iddiay1 destekler sekilde, Abdelrahman et al. (58) da sisplatin uygulamasi ile ortaya
cikan kilo kaybini nedeni olarak ratlarda gozlenen siddetli diyareye isaret etmislerdir.
Benzer sekilde Kishore et al. (103), sisplatin uyguladiklart (ip, 5 mg/kg rat agirligy)
ratlarda, viicut agirligindaki azalmanin, politiri ve bobregin idrar konsantre etme

yetenegindeki azalma ile iliskili oldugunu 6ne stirmiislerdir.

Sisplatin kaynakli politiri birinci ve ikinci faz olmak {izere iki farkli tipte ortaya ¢ikabilir
(5, 16). Sisplatinin neden oldugu proksimal tiibiil hasari, bozulmus su ve sodyum
reabsorbsiyonu ile sonug¢lanir ve bu makula densada sodyum kloriir artisina neden olur.
Sonugta renin anjiyotensin sistemi araciligi ile GFR diiser ve renal kan akimi azalir.
Artmig sodyum ve suyun distal tiibiile ulasmasi sonucu distal tiibiilde beklenen
reabsorbsiyon artisinin ortaya g¢ikmamasi sisplatinin bu bolgede de hasara neden
oldugunu gosterir. Yine Henle kulpunda sisplatin nedeniyle olusan hasardan dolay1 ters
akim mekanizmasi bozulur; su reabsorbsiyonu ve idrar konsantre etme giicli azalir
(106). Bu, ikinci faz politiri olarak adlandirilir ve sisplatin enjeksiyonunu takiben 72. ve
96. saatler arasinda ortaya ¢ikar. (5). Bu ¢alismada sakrifikasyon zamani sisplatin
uygulamast sonrast 72. saat olsa da, idrar ve plazma kreatinin degerleri g6z Oniine
alindiginda GFR de diislis oldugu soylenebilir, dolayisiyla ikinci faz politiriye daha

uygundur.
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Sisplatin uygulanan (ip, 5 mg/kg rat agirhigi) ratlarda histopatolojik bulgularla da
desteklenen tiibiil epitel hiicre hasari ile iliskili renal reabsorbsiyon kapasitesinde
belirgin bir azalma, fraksiyonel sodyum ekskresyonunda yaklasik 20 kat artis ile de
gosterilmistir (107).

Ayrica sisplatinin toplayict kanallardaki akuaporin ekspresyonunu azaltarak su
reabsorbsiyonunda daha da ileri bir bozulmaya sekonder poliiiriye neden oldugu da

gosterilmistir (103, 106).

Bu c¢alismada ve literatiirdeki farkli calismalarda (72, 102, 103, 105) poliiiri
gosterilmisse de aksini rapor eden ¢alismalar da mevcuttur (58, 93, 108). Abdelrahman
et al. (58) sisplatin uygulamasi ile idrar ¢ikisinin degismedigini rapor etmis ve bu
durumu diare sonucu asirt sivi kaybr ve KKr’de %95 azalma ile iligskilendirmistir.
Appenroth et al. (93) ise, 6 mg/kg rat agirlig1 sisplatin uygulanan ratlarda genel goriisiin

aksine ozellikle 72. saatte belirgin oligiiri géstermislerdir.

Kishore et al. (103), sisplatin (5 mg/kg rat agirlig1) uyguladiklar: ratlarda idrar ¢ikisinin
uygulamanin 5. giiniinde 4.8 kat arttigini; olusan bu ciddi polilirinin de toplayicr tiibiil
su kanallar1 aquaporin 2 ve 3’{in, ayrica proksimal nefron ve mikrovaskiiler su kanali

aquaporin 1’in ekspresyonundaki azalma ile iligkili oldugunu g6stermislerdir.

Sisplatin uygulanan hayvanlarda azalmis glomeriil fonksiyonunun belirtegleri arasinda,
idrarda azalmis iire azotu ve kreatinin seviyeleri sayilabilir. Bu ¢alismanin sonuglari ile
de uyumlu olarak, literatiirde farkli doz ve siirelerde sisplatin uygulamasi sonucu idrar

tire azotu ve kreatinin degerlerinin azaldigi gosterilmistir (71, 102).

Sisplatin kaynakli akut bobrek hasari, GFR’deki azalmay1 da siddetlendiren renal kan
akiminin azalmasi ile karakterize akut bobrek yetmezligi olarak tarif edilebilir. Bu
hipofiltrasyon genellikle minimal tiibiiler proteiniiri ve artmig BUN ve serum kreatinin
diizeyleri ile yakindan iligkili oldugundan (16); sisplatin nefrotoksisitesi ¢alismalarinda

siklikla bu parametreler degerlendirilmistir.

Sisplatin uygulamasi ile ortaya ¢ikan glomeriiler hasar, tiibiiler ya da vaskiiler hasar
kadar yaygin degildir ve 6zellikle yiiksek dozlarda ortaya c¢ikar. Sisplatin dogrudan
glomeriil hiicrelerinde hasara neden olabilir ve bu durum proteiniiri ile sonuglanan
histoloji ve permabilite degisikligine neden olur. Proteiniiri de nefropatinin énemli bir

isareti olarak diistiniilmektedir (16).
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Bu ¢alismada da sisplatin uygulamasi ile birlikte mikroalblimin diizeylerinin yaklagik
olarak 3 kat arttig1 gosterilmistir. Her ne kadar literatiirde idrar protein diizeyleri farkli
metotlarla degerlendirilmis olsa da, tlimii benzer sekilde idrar protein seviyelerinin
artigina isaret etmektedir (93, 98, 101, 109). Appenroth et al. (93), proteiniirik etkinin
sisplatin uygulamasindan sonra 24. ve 48. saatler arasinda artmaya basladigini ve 72.
saatte en yiiksek seviyeye ulastigini gostermistir. Bununla birlikte farkli bir calismada
da sisplatin (ip, 7 mg/kg rat agirligi) sonrasi idrar protein diizeylerinin 10. giinde hala
yiiksek oldugu one stirtilmiistiir (109). Abdel-Wahab et al. (101), 6 mg/kg rat agirligi
sisplatin uyguladiklar1 ratlarda idrar protein miktarinin yaklasik 2 kat kadar arttigini
rapor etmigler ve bu artigin sisplatin uygulamasi ile artan SOR seviyelerine sekonder

olarak ortaya ¢ikan renal damarlardaki hasarla iliskili olabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Bununla birlikte, nefrotoksisitenin gosterilmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan
parametreler serum/plazma BUN ve kreatinin degerleridir. Yapilan c¢alismalarda
sisplatin uygulamasi sonucu hayvanlarda nefrotoksisite yalnizca BUN (61, 93); iire ve
kreatinin (58, 70, 83, 86, 91, 101) veya BUN ve kreatinin degerleri birlikte kullanilarak
(71, 75, 82, 97, 98, 102, 110) gosterilmistir. Bu ¢alismada sisplatin uygulanan
hayvanlarda artmis plazma BUN ve kreatinin degerlerinin her ikisinin de
nefrotoksisiteyi destekleyici yonde, sirasiyla yaklasik 7 ve 8 kat arttig1 belirlenmistir.
Shalby et al (111), sisplatin uyguladiklari ratlarda artmis serum iire ve kreatinin
degerleri ile birlikte {iriner P2-mikroglobiilin ve NAG ekskresyonunun arttigin
gostermislerdir. Bu sonuglara dayanarak artan {ire ve kreatinin seviyelerinin, bozulmus
glomeriil fonksiyonunun yani sira NAG artisi ile de saptanan tiibiiler hasarin da belirteci

olarak kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Ayrica bu ¢alisma da dahil olmak tizere pek ¢ok ¢alismada bobrek fonksiyon testleri ile
gosterilen nefrotoksisite, histopatolojik bulgularla da desteklenmistir (58, 71- 73, 75, 98,
102, 108). Hatta Dickey et al. (98), ip 10 mg/kg rat agirhigr sisplatin uyguladiklari
ratlarda yliksek BUN degerleri ile renal tiibiiler hasar arasinda dogrudan bir korelasyon

gostermislerdir.

Sisplatin nefrotoksisitesi morfolojik olarak; akut tiibiiler hasar, proksimal tiibiil S3
segmentinde nekroz, proksimal ve distal tiibiillerde baskin olmak tizere Henle kulpunun
cikan kalin kolunda apoptoz ile tanimlanir. Hiicre 6liimiiniin derecesi uygulanan doz,

konsantrasyon ve zamana bagl olarak degisiklik gosterir (16).
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Bununla birlikte, sisplatinin diisiik dozlarda apoptozu, yiiksek dozlarda nekrozu
tetikledigi bilinmektedir (3). Yano et al. (112), 7.5 mg/kg rat agirlig1 sisplatin verilen
ratlarda renal tiibiillerde apoptoza isaret eden “TdT-dUTP nick-end-labelling” (TUNEL)
pozitif hiicre varliginin gosterilmesini uygulanan yiiksek doz ilacin  hizh
ekskresyonunun ardindan uzun siire diisilk dozda renal dokuda kaldigina isaret ettigi
seklinde yorumlamiglardir. Bu ¢alismada apoptoz degerlendirilmemis olmakla beraber,

yliksek doz uygulamay1 yansitacak sekilde nekroz varligi gosterilmistir.

Bu calismada da gozlendigi gibi sisplatin uygulanan ratlarin bobrek morfolojileri

yipranmis ve rengini kaybetmis olarak rapor edilmistir (113).

Literatiirde sisplatin uygulamasi sonrasi ratlarin bobrek dokularinda gozlenen histolojik
degisiklikler akut tiibiiler nekroz (58, 79, 82, 113), tubiiler atrofi/dejenerasyon (75, 98),
glomertil atrofisi varligi (82, 113), tiibiiler hiicrelerde sisme (58, 79), vakualizasyon (58,
71), dokiilme (58, 71), eozinofiliik nekrotik materyal igeren tiibiiler distansiyon (58, 71,
82), renal tubiil ltimenlerinde apoptotik hiicre varligi (58), intertisyal dokuda lenfosit
varlig1 (75, 79, 82, 98) gibi oldukea farkli bulgular tizerinden degerlendirilmistir. Bu
farkliligin sebebi arastiricilarin farkli histolojik parametrelere odaklanmalar1 ve/veya
kullanilan deney modellerinin (rat tiirii ve cinsiyeti, sisplatin dozu, uygulama siiresi ve

yolu, sakrifikasyon zamani vb.) birebir drtiismemesinden kaynaklanabilir.

Bu calismada sisplatin alan ratlarda yiiksek plazma BUN ve kreatinin diizeyleri ile
dogrudan pozitif iligkili olarak gozlenen belirgin hemoraji, nekroz ve tiibiil epitel hiicre
hasar1 (tiibiil hiicrelerinde vakuolizasyon, proksimal tiibiillerde fircamsi1 kenar kaybi)
gibi bulgular nedeniyle, sisplatin uygulanan ratlarda histopatolojik diizeyde de

nefrotoksisite olustugu sdylenebilir.

Literatiirde her ne kadar farkli skorlama parametreleri kullanilmis olsa da, tek basina
sisplatin uygulanan ratlarin en yiiksek hasar skoruna sahip oldugu ifade edilmistir (58,
71, 75). Bu ¢alismada da hemoraji, tiibiil epitel hiicre hasar1 ve tiibiiler nekroz agisindan
ayri ayr1 skorlama yapildiginda, en yiiksek skorun sadece sisplatin uygulanan ratlara ait

oldugu belirlendi.

Sisplatin ile ortaya cikan nefrotoksisitenin etiyolojisi olduk¢a komplike ve kesin
olmayan cok sayida faktorii ve cesitli sinyal yolaklarini igerir. Ancak, 6zellikle SOR

tiretimi ve antioksidan sistem disfonksiyonu (7) ve bunun bir uzantisi olarak kabul
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edilen prototipik bir proenflamatuvar ajan olan NF-kB aracili enflamatuvar cevap (95)

ozellikle 6ne ¢ikanlardir.

Matsushima et al. (105), serbest radikallerin sisplatin kaynakli akut renal yetmezlige
katkisin1 destekleyecek sekilde; serbest radikal yakalayicisi olarak rol oynayan DMTU
ve sodyum benzoatin sisplatin kaynakli malondialdehit (MDA) artisin1 6nledigini;
serum kreatinin diizeylerindeki yiikselmeyi ve NAG ekskresyonunu, dolayisiyla tiibiiler
hasar olusumunu azalttigim1 ve renal tiibliler hiicre rejenerasyonunu artirdigini

gostermislerdir.

Shalby et al. (111), sisplatin uyguladiklar1 ratlarda antioksidan sistemin yetersizligine
bagli olarak, yiiksek plazma/doku MDA ve NO- seviyelerinin yanisira, total antioksidan
kapasitesinin de azaldigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde Park et al. (114), sisplatin
nefrotoksisitesi sirasinda artan 8-OH deoksiguanozin ve lipit hidroperoksit degerlerini
gostermisler ve ortaya ¢ikan nekrotik hiicre dliimiiniin sadece ATP azalmasina baglh

olmadigini, oksidatif stresin artmasindan da kaynaklanabilecegini 6ne stirmtiglerdir.

Hiicre ic¢inde bircok kaynagi olan SOR, {iiretilme nedenine gore iki ana kategoride
incelenebilir. Birincisi, normal fizyolojik siire¢te ara {irlin veya atik iiriin olarak SOR
olusturan sistemler; ikincisi ise hiicre savunma sisteminin veya sinyal iletim yolaginin
bir pargas: olarak dogrudan kullamlmak iizere SOR iireten sistemlerdir. ikinci grupta
Ozellikle proenflamatuvar medyatorler araciligi ile aktive edilen fagositik NADPH
oksidaz-2 (NOX-2) yer alir (30). NOX-2 molekiiler oksijenden bir elektron eksilterek
02" olusumunu katalizler ve olusan bu radikal fagositik vezikiil igerisine salinir (46).
Stiperoksitin fagositik vezikiiller icerisinde dismutasyonu sonucu MPO’nun esas
substrati olan H20: iiretilir (115). Ozellikle nétrofillerin azurofilik graniillerinde
bulunan MPO iirettigi oksidanlarla, 6zellikle de HOCI ile viicudun mikrobiyal ajanlara
kars1t savunmasinda gorev alirken ayni zamanda biyomolekiillerin oksidasyonuna ve
doku hasarina katilir (46). Bununla birlikte bir¢ok enflamatuvar hastalikta artmig MPO
diizeylerinin gosterilmesi, MPO aracili oksidasyonun hastalik siirecine bizzat katildigini
desteklemektedir (45). Dolayisiyla MPO’nun hem enflamasyon hem de oksidatif stresle

baglantili bir enzim oldugu sdylenebilir.

Ancak bu stire¢ sirasinda olusan O27‘in bir kismi fagosit digina veya ekstraseliiler
ortama sizabilir ve oksidatif stres olusumuna katkida bulunur (46). Stiperoksit anyonlari

Ozellikle demir olmak {iizere, gecis metalleri tarafindan Fenton reaksiyonu olarak
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adlandirilan kismi indirgenme reaksiyonu ile OH- meydana getirebilir (3). Baliga et al
(116), bir ¢esit “hem” proteini olan ve SOR olusumuna katkida bulunan sitokrom P-
450’nin sentetik inhibitérii olan piperonil biitoksit ile sisplatin kaynakli akut bobrek
hasarinin anlamli derecede azaldigini gostermislerdir. Bu bulgularindan yola ¢ikarak

OH' olusumunun sisplatin kaynakli nefrotoksisiteye katkisini ortaya koymuslardir.

Sonug¢ olarak sisplatin aracili toksisiteye farkli SOR tiirevlerinin farkli sekillerde
katildigini, diger bir ifade ile sisplatin toksisitesinin olduke¢a farkli ajanlarla ve farkl

mekanizmalarla olusabilecegi diistintilebilir.

Sisplatin nefrotoksisitesine, oksidatif stres ve enflamasyonun bir arada katildigi
bilindiginden (1); MPO aktivite ve/veya konsantrasyon ol¢iimiiniin, nefrotoksisitenin

tan1 ve takibi agisindan 6nemli olacagi sdylenebilir.

Notrofil aktivasyonunu/infiltrasyonunu ve buna bagli olarak, MPO aktivitesini azaltan
anti-CD54 monoklonal antikoru kullanimiyla; farelerde renal damar obstriiksiyonunun,
SOR iiretiminin ve hiicresel hasarin, dolayisiyla sisplatin kaynakli nefropatinin
azaltilabileceginin gosterilmesi (117), MPO inhibisyonu ile renal hasarin 6nlenmesi

arasindaki neden sonug iligkisini desteklemektedir.

Literatiirde sisplatinle ortaya ¢ikan akut bobrek hasarinda plazma MPO diizeylerini
degerlendiren bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Bununla birlikte tamami bobrek
dokusunda olmak tizere; farkli rat tiirleri, sisplatin dozlar1 ve MPO 6l¢tim metodlari
kullanilarak ¢ok sayida calisma yapilmis ve MPO diizeylerinin saglikli hayvanlarla
karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir (74, 78, 83, 88, 91,
92, 108, 109, 118- 121). Tiim bu ¢alismalarda sakrifikasyon zamani1 1-14 giin arasinda

degistiginden, literatiire gore MPO’nun erken donemde yiikseldigi ve uzun siire yiiksek

kaldig1 soylenebilir.

Bu calismadakine benzer rat tiirii ve sisplatin dozu kullanan Sener et al. (92) ve Bami et
al. (119); spektrofotometrik yontemle doku MPO aktivitesini degerlendirdikleri
calismalarinda, sirasiyla 14. ve 3. giinde sakrifiye ettikleri ratlarda bobrek MPO
aktivitesinin benzer sekilde yaklasik 2.5 kat arttigini gostermislerdir.

Bu caligmada ELISA yontemi ile degerlendirilen plazma ve bobrek doku MPO
diizeylerinin, istatistiksel anlamliliga ulagmasa da, sisplatin uygulamasi ile azaldigi

belirlendi.
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Her ne kadar notrofil infiltrasyonu sisplatin kaynakli nefrotoksisitenin olast nedenleri
arasinda gosterilse de bunun aksini gésteren bu ¢alismanin sonuglarini da destekleyecek

caligsmalar da mevcuttur (98, 122).

Hem periferde hem de bobrek dokularinda nétrofil deplesyonu olusturmak amaciyla
RB6-8C5 monoklonal antikoru uygulanan ve sisplatinle akut bobrek yetmezligi
olusturulan farelerde; nétrofil infiltrasyonu olmadigi halde tiibiiler nekroz ve renal

fonksiyonlarda herhangi bir diizelme gézlenmedigi rapor edilmistir (122).

Ayrica Dickey et al. (98), sisplatin uyguladiklar1 ratlarda tiibiiler hasar ile BUN
seviyeleri arasinda dogrudan bir korelasyon olmasina ragmen, sz konusu dokularda
enflamasyonun minimal diizeyde oldugunu rapor etmislerdir. Diger bir ifade ile gerek
bobrek fonksiyonlar1 ile gerekse histolojik olarak gosterilen ciddi renal hasar

durumunda agikar bir enflamatuvar durum gosterilemeyebilir.

Bu bulgulara benzer sekilde, bu ¢alismada da yiiksek BUN ve kreatinin diizeyleri ile
gosterilen nefrotoksisiteye ragmen plazma MPO diizeylerinin kontrol grubuna gore
degismedigi gosterilmistir. Bobrek dokularinda ise sisplatinin MPO tizerine dogrudan
bir etkisi oldugunu diistindiirecek sekilde, sisplatin uygulanan grupta genel goriisiin

aksine MPO aktivitesinde diisme saptanmustir.

Bu c¢alismanin bulgularimi destekleyecek sekilde, Ueta and Osaki (123), g¢esitli
kemoterdpatiklerin nétrofiller taratindan SOR olusumu tizerine etkilerini ve bu yolakta
gorevli ikincil habercilerin aktivitelerini inceledikleri in vitro ¢alismalarinda, sisplatinin
notrofillerle dogrudan etkilesimi ile MPO’yu doza bagimli olarak azalttigini

gostermislerdir.

Her ne kadar bu calismada plazma ve renal sisplatin diizeyleri gosterilmemis olsa da
literatiirde farkli ¢alismalarla renal platin birikimi gosterilmis (58, 93) oldugundan, doku
MPO degerlerindeki azalmanin, uygulanan sisplatinin renal dokuda birikimi sonucu
notrofil aktivasyonunu inhibe edici etkisine sekonder gozlenen bir durum oldugu

sOylenebilir.

Bir takim sitokinler, iyonize radyasyon ve oksidatif stres gibi faktorlerle aktive
edilebilen ve bir transkripsiyon faktorii olarak rol oynayan NF-xB; immiinite,
enflamasyon, hiicre gelisimi, biiylimesi, yasamsal faaliyetlerinin siirdiirtilmesi ve

apoptoz gibi genis bir alanda etkilidir (27, 30). Enflamatuvar etkilerinin yanisira, IL-10
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gibi antienflamatuvar sitokinlerin aktivasyonu veya proenflamatuvar genlerin
ekspresyonunun inhibisyonu araciligi ile antienflamatuvar etkilerinin oldugu da
bildirilmistir. NF-xB belli sartlarda 16kosit apoptozisini uyarabilir ve enflamasyonun

ortadan kaldirilmasina, dolayisiyla enflamasyonun feedback kontroliine de katki saglar

(95).

Organizmanin redoks durumunun, NF-kB aktivitesinin ¢esitli basamaklarinda pozitif
veya negatif yonde diizenlenmesine katilabildigi ve bu aktivasyonda 6zellikle H2O2’nin
sorumlu oldugu gosterilmistir. H2O2, normal aktivasyon yolaginda oldugundan farkli
olarak, IxB-alfa’nin 42. pozisyonunda bulunan tirozin artig1 {izerinden fosforilasyonuna
neden olur; bu fosforilasyon sonucu aktivasyonun gerceklesip gerg¢eklesmeyecegi ise
degisiklik gostermektedir. Diger taraftan SOR, IkB-alfa’nin glutatyonilasyonuna neden
olarak degradasyonu dogrudan onleyebilir (30). H2O2’nin yanisira O2”’nin de NF-

kB’nin aktivasyonunda etkili oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (27).

SOR f{iretimine karst olusan hiicresel cevap, ilerleyen oksidatif stresin Onlemesi ve
hiicrenin canliligini stirdiirmesi i¢in kritik oldugundan, oksidatif hasarin ilerlemesinin
sonu¢larindan biri de SOR tarafindan apoptotik ve nekrotik hiicre oOliimiiniin
tetiklenmesidir. Dolayisiyla 1ilimli kosullarda SOR ile aktive edilen NF-kB’nin, hiicre
Olumiiniin tetiklendigi agir kosullarda canlilig1 korumaya yonelik olarak SOR tarafindan

inhibisyonu beklenen bir sonugtur (30).

Literatiirde NF-kB’nin SOR ile inhibe veya aktive edilebilecegini rapor eden birbirine
zit sonuglarin varligi, farkli metodlarin kullanimima bagli olabilecegi gibi farkh
yolaklarin c¢alisilmasina veya farkli hiicre tiplerine de baglanabilir (30). Brzoska et al.
(124), CuZn-SOD enzimi tasimayan yani dolayli olarak SOR olusumunun tetiklendigi
farelerin karaciger ve bobrek dokularinda NF-«B iligkili 84 genin analizini yapmis ve
sonucta farkli dokularda ortak genlerin yanisira farkli genlerin de up-regiilasyonunun ve

down-regiilasyonunun varligini géstermislerdir.

Yapilan c¢alismalarda NF-kB’nin oksidatif strese duyarli bir transkripsiyon faktorii
olusunu yansitacak sekilde, NF-kB’nin artisi ile oksidatif stresi gosteren SOD, KAT,
GSH gibi parametrelerin azalmasi arasinda belirgin bir korelasyon s6z konusudur (8,

73, 79-81, 125).
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Ayrica SOR ile aktive/inhibe olabilen NF-kB’nin ayn1 zamanda SOR {iretimi ve
tikketimi {izerine etkili oldugu da bilinmektedir. NOX-2, indiiklenebilen nitrik oksit
sentetaz, siklooksijenaz, sitokrom P450 gibi SOR iireten enzimleri indiikledigi ve bu
etkisine zit bir sekilde SOR’un etkilerinden organizmay1 korumaya yonelik olarak da
MnSOD, glutatyon peroksidaz, hem oksijenaz, GST ailesinin bir tiyesi olan GST-pi gibi

antioksidan enzimleri de artirdig1 gosterilmistir (30).

Literatiirde sisplatin uygulanan hayvanlarda NF-kB’nin degisimi; western blotlama (80,
125, 121), immiinohistokimyasal yontemler (72, 73, 126), ELISA (8, 127), polimeraz
zincir reaksiyonu (76, 79, 81) gibi farkli yontemlerle gosterilmistir. Farkli rat tiirleri,
sisplatin konsantrasyonlari, sakrifikasyon zamanlar1 ve 6l¢iim yontemleri kullanilmasina
ragmen yukaridaki tiim calismalarda sonuclar benzer sekilde bobrek dokusunda NF-
«B’nin artigina isaret etmektedir. Buna ek olarak, Elseweidy et al. (8), ip, 4 mg/kg rat
agirligt sisplatin uyguladiklar1 Wistar ratlarda, NF-kB ile {ire ve kreatinin diizeyleri
arasinda belirgin korelasyon oldugunu gostermiglerdir. Bununla birlikte, Francescato et
al. (72), ip, 5 mg/kg rat agirhg sisplatin uyguladiklar1 Wistar ratlarda NF-xB
diizeylerinin sisplatinle arttigini; ayrica uygulamanin 5. ve 20. giiniinde sakrifiye
ettikleri ratlarda, 20. giinde kreatinin diizeyleri kontrol grubu ile fark vermeyecek
sekilde diisse de NF-kB diizeyleri ag¢isindan 5. giin degerleri ile anlamli fark olmadigin

gostermislerdir.

Morais et al. (128), sisplatin uygulamas: ile metastatik renal karsinoma tiim hiicre
lizatlarinda yapilan 6l¢timlerde NF-xB aktivitesinde anlamli bir degisiklik olmadigins;
ancak beklenmeyen bir sekilde niikleus lizatlarinda farkli subiinitlerin artisini rapor
etmislerdir. NF-kB niikleusa transloke olabildiginden, ayni doku o6rneginde yapilan
aktivite 6l¢timleri farkli hiicre kompartmanlarinda farkli sonuglar dogurabilmektedir. Bu
calismada farkli hiicre kompartmanlart degil, dogrudan tiim bobrek dokusu
homojenatlar1 kullanilmistir. Bu nedenle sisplatinin NF-kB {izerine etkilerini ve literatiir
verilerini incelerken; Ol¢timiin  hangi numunede, hangi hiicre kompartmaninda

calisildigina dikkat etmek gerektigi s6ylenebilir.

Literatiir verileri genel olarak sisplatin ile NF-kB aktivasyonunun arttig1 yoniinde olsa
da, hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde sisplatin uygulamasinin NF-kB’nin down

regiilasyonu ile sonuclandigi bu durumun da apoptotik etkiyi artirdigi gésterilmistir
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(129). NF-kB’nin down regiilasyonunun, baslangigta artan stimiilasyonuna cevap olarak
IkB araciligiyla ortaya ¢ikan negatif feedback etkisi ile (130) veya doku tiirtine bagh
olarak (129) ortaya ¢ikmis olabilecegi soylenebilir.

Bu calismada, sisplatin uygulanan hayvanlarda plazma ve doku NF-xB diizeylerinde
istatistiksel ag¢idan anlamli olmasa da sayisal bir azalma saptanmistir. Bu ¢alismanin
plazma ve doku NF-kB degisimleri her ne kadar literatiir verileri ile uyumlu olmasa da,
bu ¢alismanin MPO diizeyleri ile kendi i¢cinde uyumludur. Sonugta artmadigi gosterilen
plazma/doku MPO diizeylerine bagl olarak 16kosit infiltrasyonunun ve aktivasyonunun
gerceklesmedigi varsayilabilir. Bu kosullar altinda SOR olusumu azalacagindan;
oksidatif stres ile aktive de olabilen (30) NF-kB diizeylerinin azalmis olmasi

beklenebilir.

SOR’un yanisira, ¢esitli etkenlerle olusturulan DNA hasari ile de indiiklendigi bilinen
NF-«B’nin, farkli ajanlarla ortaya ¢ikan DNA hasarinin tiirline gore, apoptotik veya
anti-apoptotik etki gosterebilecegi; bunun yaninda sisplatinin  DNA tizerinde

olusturdugu hasarin ise apoptotik etkiye yol agtig1 gosterilmistir (131).

Bununla birlikte, NF-kB inhibisyonu yapilan transgenik farelerin renal toplayici tiibiil
hiicrelerine diisiik konsantrasyonda sisplatin uygulamasi ile nekrotik hiicre olimi
engellenmeksizin, apoptotik etkinin arttig1 gosterilirken; yliksek konsantrasyonda
hiicrelerin sisplatine duyarliligi diger bir ifade ile hiicrelerin 6liim orani kontrol grubuna
benzer bulunmustur (132). Dolayisiyla NF-kB’nin sisplatin kaynakli apoptoza katildigi
ancak yiiksek dozlarda daha yaygin olarak goriildigii bilinen ve bu ¢alismada

histopatolojik olarak varligi gosterilen nekroz ile iligkili olmadig1 sdylenebilir.

Ayrica sisplatinin, in vitro kosullarda, NF-xB DNA baglanma bdlgeleri olan “kB”
bolgelerine baglanarak NF-xB’nin inhibisyonuna ve sonucta tiimor hiicrelerinin apoptoz
ve nekroz duyarliliklarinin artisina yol agtiginin gosterilmis olmasi da bu ¢alismanin
bulgularin1 desteklemektedir (133). Daha genel bir ifadeyle Chiao et al. (130)’un
bulgular1 da dikkate alindiginda, sisplatin uygulamasinin erken dénemlerinde doku
hasar1 gibi steril enflamasyona yol acacak faktorlerle de tetiklenebilen NF-xB
diizeylerinin; DNA {iizerindeki “sisplatinle bloke kB” bélgelerine baglanamayip, negatif

feedback ile sakrifikasyon zamanina kadar azalmis olabilecegi de diisiiniilebilir.
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Sisplatinin enflamatuvar etkilerinin, kemokin ve sitokinlerin saliniminin uyarilmasina
yol acan, intraseliiler hasara sekonder gelisen DAMP araciligi ile de ortaya ¢ikabilecegi
bildirilmistir (1). Bu nedenle DAMP ailesinin iyi bilinen bir iiyesi olan ve steril
enflamasyona katildigi bilinen HMGB-1’in (19), sisplatin tedavisi ile ortaya c¢ikan

toksik duruma katkisi oldugu diistiniilebilir.

Nefrotoksisite, iskemi reperfiizyon hasari, sepsis gibi farkli nedenlerle ortaya ¢ikabilen
akut bobrek hasarinda HMGB-1’1n arttig1 ve bu akut hasar1 TLR4 reseptorleri araciligi
ile gergeklestirdigi bilinmektedir. Giintimiizde bobrek hastaliklarinda HMGB-1’in
rolinin ve HMGB-1 aracili sinyal yolaklarinin katkisinin anlasilmasi ile bobrek

hastaliklarinin tedavisinde yeni stratejiler gelistirilebilecegi one siirlilmektedir (134).

Hiicre i¢inde bir transkripsiyon faktorii olarak hiicre donglisiiniin ve ¢esitli genlerin
transkripsiyonunun regiilasyonuna katilan HMGB-1, hiicre diginda ise doku tamirine
katilan hiicreler i¢in kemokin olarak rol oynarken; l6kosit salimimini indiikleyen bir
proenflamatuvar medyator olarak da sitokin salinimini indiikler (135). HMGB-1’in
ekstraseliiler ortama gecisi iki sekilde olmaktadir; nekrotik/ hasarli hiicrelerden pasif

olarak veya uyarilmis monosit ve makrofajlardan aktif olarak (23, 136).

H20O:> stimiilasyonu ile monosit ve makrofajlardan, doza ve zamana bagimli olmak
tizere, aktif ve pasif HMGB-1 salmiminin indiiklendigi gosterilmistir. Non-toksik
dozlarda H20: uygulamasi, 3 ila 24 saat arasinda HMGB-1’in aktif salinimina neden
olurken; yiiksek dozlarin sitotoksik etkiden dolayt HMGB-1’in hem aktif hem pasif

salinimunt tetikledigi rapor edilmistir (26).

HMGB-1 ve sisplatin sitotoksisitesi arasinda genel olarak kabul edilen bir korelasyon
yoktur (137). HMGB-1 knockout farelerin yasamlarini siirdiirememeleri nedeniyle,
HMGB-17/ ve HMGB-17/" fare embriyonik fibroblast hiicrelerinden olusturulan hiicre
kiiltiirlerine sisplatin uygulandiginda canli hiicre oranlarinin farkli olmadigi; diger bir
ifade ile endojen HMGB-1"in sisplatine hiicresel cevapta anlamli bir rol oynamadigi
iddia edilmistir (138). Ancak aksini gosteren calismalar da vardir (139, 140). Meme
kanseri  hiicrelerinde  steroid hormonlarla indiiklenen HMGB-1’in  artmis
ekspresyonunun, sisplatin ve karboplatine duyarliligi arttirdigi (140); insan servikal
kanser hiicre hattinda artmis HMGB-1 diizeylerinin sisplatine bagli apoptozu

indiikledigi (139) rapor edilmistir.
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Ancak servikal kanser hiicrelerinde yapilan ayni ¢alismada, uzun siire sisplatine maruz
kalmasi sunucu olusan yiiksek HMGB-1 diizeylerinin, bu hiicrelerin apoptoza karsi

daha direncli hale gelmesine neden oldugu da gosterilmistir (139).

Cesitli yollarla artirillan endojen HMGB-1 diizeylerinin sisplatin ile iligkili toksik
mekanizmalarla etkilesiminin incelendigi bu g¢alismalardan (139, 140) farkli olarak;
Huang et al (141), insan osteosarkoma hiicrelerinde sisplatin uygulamasinin HMGB-1
ekspresyonunu zamana bagimli olarak anlamli derecede artirdigini, ayni zamanda
sisplatin duyarliligini  da azaltigim1 gostermislerdir. HMGB-1 ekspresyonunun
baskilandigi deney kosullarinda ise, apoptotik hiicre oliimiinde goézlenen artis ile
belirlendigi tizere, HMGB-1 yoklugunun sisplatine karsi hiicresel duyarliligi anlaml

derecede artirdigini 6ne stirmiislerdir.

Sisplatine hiicresel cevapta HMGB-1"in rolii genel olarak degerlendirildiginde hiicre
tipine, HMGB-1 seviyelerinin 0l¢timiinde kullanilan metoda, hatta hiicre kiiltiir
ortamina ve pasaj sayisina gore de farkli sonuglar alinabilecegi ifade edilmistir (142).
Ayrica bu farkliliklarin yanisira, hiicre hatlarina eklenen sisplatinin uygulama siiresi ve
konsantrasyonundaki degisiklikler de (138, 140, 141) alinan sonuglarin birbirinden

farkli olmasinda etkili olabilir.

Sisplatin uygulamasina sekonder ortaya ¢iktigi bilinen ve bu calismada da histolojik
olarak varlig1 gosterilen nekrotik hiicre 6liimiiniin ekstraseliiler HMGB-1 diizeylerinde
artisa neden olacagi beklenirken, KONT grubu ile farkli olmayan plazma HMGB-1
diizeyleri, CP grubu bobrek dokusunda gosterilen azalmis ekspresyona baglanabilir. Bu
ekspresyon azalmasiin nedeninin HMGB-1"in sisplatin DNA baglanma bélgelerine
olan artmis affinitesi olabilecegi diistiniilebilir. Bununla birlikte Sharma et al. (143),
disiik dozlarda sisplatinle HMGB-1 hipoasetilasyonu ve kromatindeki yapisal
degisikliklerle beraber HMGB-1"in DNA’ya baglanma oraninin da arttigini dolayli

olarak 1limh yliksek HMGB-1 sonuglarina neden oldugunu gostermislerdir.

Sisplatin DNA baglanmalarinin yaklasik %90°1n1 olusturan 1,2 zincir i¢i (GpG) ¢apraz
baglanma bolgeleri ile HMGB-1 “A domaini” arasindaki etkilesimler gosterilmistir. Bu
baglanmanin artmasindaki en Onemli neden domainin 37. pozisyonda igerdigi
fenilalanin artigidir. Iki platinle modifiye olmus guanin bazimin karsisina denk gelen
minor oyukta bulunan hidrofobik grup i¢ine fenilalaninin fenil halkasinin oturmasi ile

gergeklestigi bilinmektedir (144). HMGB-1"in bu sekilde, DNA iizerinde platinlenmis
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alanlar1 kapatarak niikleotid eksizyon tamiri (NET)’ni engelledigi bildirilmistir (137).
Sisplatinin baglanmasi sonucu DNA’da olusan hasarin tamirinde HMGB-1’in etkisinin
incelendigi bir in vitro ¢alismada, HMGB-1’in NET iizerine etkisinin erken saatlerde
bagladigr ve 36. saatten sonra hiicrenin bu etkiyi kompanse edebildigi gosterilmistir
(145). Ayrica 6zellikle DNA’nin hiicre i¢inde kromatinlerde paketlenmis olmasi, tamir
mekanizmalarini da igeren bir¢ok hiicresel olay1 dogrudan etkilediginden; in vivo ortami
daha iyi yansitacak sekilde niikleozomlar {izerinde yapilan bir ¢alismada da benzer

sonuglar elde edilmistir (146).

Sonu¢ olarak HMGB-1’in sisplatin modifiye DNA’ya baglanmasimin tamir
proteinlerinin hasarli alan1 tanimasina engel oldugu, dolayisiyla da sitotoksik etkiyi ve

duyarlilig: arttirdig: diistiniilebilir.

Li et al. (147), dusiik doz sisplatinin (100 pg/kg rat agirligl) hem in vivo hem in vitro
kosullarda HMGB-1 salinimini engelleyerek enflamasyonun baskilanmasini sagladigini
bu sayede de akut karaciger hasarini iyilestirmede etkili oldugunu gostermislerdir.
HMGB-1"in, sisplatinin konsantrasyonuna bagli olarak gerektiginde bir regiilator gibi
fonksiyon yaptiginm1i ve bu fonksiyonun HMGB-1’in sisplatinin DNA {izerindeki

baglanma bolgelerine yiiksek affinitesi ile iliskili olabilecegini 6ne stirmislerdir.

NET disinda bagska mekanizmalar da HMGB-1 aracili doku hasarma katkida
bulunabilir. Ekstraseliiler ortamda farkli reseptorleri oldugu bilinen HMGB-1"in, NF-kB
bagimli transkripsiyon yolaginin aktivasyonuna dolayisiyla proenflamatuvar sitokinlerin
ve adezyon molekiillerinin salmmimina neden oldugu gosterilmistir (148). Ayrica
HMGB-1"in stimiilasyonu ile NF-xB ve NOX aktivasyonu sonucu nétrofillerin SOR
tiretmek lizere stimiile edildigi bilinmektedir. Bu durumun HMGB-1 aracili doku

hasarinin primer nedeni oldugu kabul edilmektedir (23).

Sepsis hastalarinda HMGB-1’in yiiksek diizeylerinin mortalite ile iliskili oldugu
gosterilmistir (23). Dahast HMGB-1’in ge¢ donemlerde salmim kinetigi nedeniyle
enflamatuvar durumun ciddiyetini gosteren uygun bir belirte¢ olarak kullanilmasini

saglayabilecegi One siirtilmiistiir (149).

Organizmada redoks sensorii olarak da gorev yapan HMGB-1’in, redoks sensitif
Ozelligi 23. ve 45. pozisyonlarda tasidig sistein artiklarindan kaynaklanir. Bu iki sistein

artignt dusiik okside edici kosullarda bile kolaylikla disiilfit olusumuna Kkatilir.
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Dolayisiyla HMGB-1 fizyolojik kosullarda bile ¢ogunlukla okside formda bulunur (26,
135) ancak glutatyon ve tiyoredoksin sistemleri ile rediikte halde kalmasi

saglanmaktadir (26).

Ekstraseliiler ortamda organizmanin oksidasyon/rediiksiyon durumuna gére HMGB-
I’in farkli fonksiyonlar1 6ne ¢ikmaktadir (91, 135, 137). Rediikte veya disiilfit (sadece
23. ve 45. sistein artiklarinin disiilfit bagina katilmasi) HMGB-1, ¢esitli kemokinlere
baglanarak 16kosit aktivasyonunu stimiile ederken; tamamen okside formda bulunan
HMGB-1 ise sitokin veya kemokin aktivitelerinden yoksun oldugu gosterilmistir (137,
135). Bununla birlikte ekzojen rediikte HMGB-1’in hiicre canliligin1 koruyucu yonde
etki gosterirken; okside durumda apoptozu indiikledigi (150) ve apoptotik hiicrelerin
immiin tolerans gelistirme Ozelligi yerine immiin modiilator 6zelliginin ortaya
cikmasina neden oldugu (26) rapor edilmistir. Bu durumda HMGB-1’in etkilerinin

tanimlanmasinda rediikte ve okside formda olmasinin 6nemli rol oynadig1 distiniilebilir.

Bu calismada her ne kadar NOX aracili SOR artis1 gosterilememis olsa da, sisplatinin
mitokondriyal solunum zinciri enzimlerine etkisi ile SOR olusumunu tetikleyerek
oksidatif stresi artirdiginin belirtilmis olmasit (1) géz 6niine alindiginda HMGB-1"nin

okside formda olma olasiliginin daha yiiksek oldugu soylenebilir.

Bununla birlikte, Wang et al. (151) sistein tiyollerinin oksidasyonu sonucu HMGB-1’in
sisplatin ile hasarlanan DNA molekiiline baglanma oranlarinin azaldiginm1 bdoylece
sisplatine kars1 ortaya ¢ikan HMGB-1 cevabinin da hiicrenin redoks durumu ile

degisebilecegini one siirmislerdir.

Stilfonil HMGB-1 fraksiyonunun artmasi sisplatin ile hasarlanan DNA’ya daha az
oranda ve/veya daha zayif baglanmaya neden olacagindan; hiicrelerde, NET gibi DNA
tamir mekanizmalarina karsi HMGB-1 tarafindan saglanan blokajin azalacag:
distiniilebilir. Bu durum tiimér hiicrelerinde sisplatin direncinde artmaya neden olurken,

diger hiicrelerde toksik etkilerde azalmaya yol acacaktir.

Sisplatinle uyarilan HMGB-1 saliniminin, poli ADP-ribozilasyon ile ¢esitli proteinlerin
fonksiyonlarini ve bir transkripsiyon kofaktorii olarak gen ekspresyonlarini diizenleyen
Oonemli bir niikleer enzim olan poli ADP-riboz polimeraz-1 (PARP-1) aracili nekroz ile

dogrudan iligkili oldugu farkli ¢aligmalarla gosterilmistir (114, 152, 153).
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Park et al. (114), yiiksek doz sisplatin uygulamasinin ardindan bdbrek proksimal tiibiil
hiicrelerinde oksidatif strese bagli olarak HMGB-1 saliniminin arttigini; ancak
uygulamadan 2 saat sonra ortama eklenen PARP-1 inhibitoriiniin (PJ34) bu salinimi
doza bagimli olmak tizere azalttiginm gostermislerdir. Sonug olarak bobrek proksimal
tiibiil hiicrelerinden PARP-1 bagimli HMGB-1 salinmasinin sisplatin - kaynakl

enflamasyona katkida bulundugunu 6ne siirmiislerdir.

Sisplatinin nefrotoksik etkilerinin anlasilmasindan sonra bir¢ok 6nleyici farmakolojik,
molekiiler ve genetik yaklasim denenmistir. Bu yaklasimlar primer hedefler esas
almarak gruplandirildiginda sisplatinin renal hiicreler tarafindan alimi, renal
metabolizmasi ve biyoaktivasyonu, hiicre 6liim yolaklari, gen regiilasyonu, oksidatif

stres ve enflamasyon seklinde siralanabilir (7).

Nefrotoksisite agisindan degerlendirildiginde, yetiskinlerde proksimal tiibiil hiicreleri
boliinmeyen  hiicreler oldugundan  sisplatin  DNA  baglanmalart  toksisite
mekanizmasinda anahtar bir olay olarak diistinlilmemelidir. Niikleer ve mitokondriyal
DNA’nin yanisira sisplatin RNA, protein, fosfolipit gibi diger hiicresel bilesenleri de
hedef alir ve bir¢ok farkli mekanizma saglikli renal hiicrelere sisplatin toksisitesi ile
iligkilidir. Oksidatif stres ve enflamasyon diger hiicresel bilesenler {izerine sisplatinin

etkisini agiklayabilir ve nefrotoksisite ile dogrudan iligkili olabilir (3).

Sisplatin kaynakli oksidatif hasar rat bobrek dokularinda 6zellikle non-enzimatik (GSH,
NADPH) ve enzimatik (SOD, KAT, GPx, Glutatyon rediiktaz ve GST) antioksidan
savunma sisteminin gerilemesi ile iliskilendirilmistir (3) ve sisplatinle indiiklenen
oksidatif stres ve enflamatuvar cevabin, antioksidanlar gibi gesitli kimyasal ve dogal
bilesenlerle kismen de olsa Onlenebildigi gosterilmistir (80, 81, 89, 94, 118, 154).
Yapilan bir klinik ¢alismada antioksidan ajanlar olarak rol oynayan selenyum ve
vitamin E’nin, kemoterapinin 3. seansi sonrasi ve terapiden 1 ay sonra uygulandiginda
sisplatinin oksidatif toksisitesini azaltmada etkili oldugunu gdstermislerdir (154).
Sisplatin organizmada gii¢lii elektrofilik ara {irtinlere doniiserek, niikleofilik yer
degistirme reaksiyonlari ile DNA ¢apraz baglanmalarina neden oldugu bilinmektedir.
Ayni ozellik, siilfidril grubu igeren enzimlerin inaktivasyonuna ve protein siilfidril

baglanmalarina da neden olarak sisplatin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasina yol agabilir

3).
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Bu calismada, nefrotoksisite oksidatif stres ve enflamasyonun bir arada katildigi
disiiniilen yolaklar {izerinden degerlendirildi ve bu nedenle deneyde kullanilacak
nefroprotektif ajan olarak da bu yolaklar1 hedef aldig1 gosterilen (155), klinikte de
siklikla ve gerektiginde yiiksek dozlarda uygulanabilen NAC’in kullanilmasi tercih
edildi.

Dogrudan serbest radikal yakalama o6zelligi in vitro kosullarda daha belirgin olan
NAC'mm in vivo bashca etkisinin GSH prekiirsorii  olusundan kaynaklandigi
dustintilmektedir (55). Hiicre ici GSH havuzu replasmaninin, oksidatif hasar durumunda
yararli oldugu genel olarak kabul edilmektedir (53). Ayrica literatiirde renal GSH
diizeylerinin sisplatinle azaldigr da gosterilmistir (82, 121). Muldoon et al. (156),
hiicresel GSH inhibitorii olan biitionin siilfoksimin uygulamasi yapilan tiimor ve normal
hiicrelerde sisplatin kaynakli toksisitenin arttigini gostermislerdir. Ancak, GSH’nin
dogrudan uygulanmasimin, GSH'nin bagirsak ve hepatik y-glutamiltransferaz ile
hidrolizinden dolay1 dolasim GSH diizeyini dnemli 6l¢tide arttirmasi pek olasi degildir.
Dolayisiyla, GSH sentezinin metabolik onciillerinin uygulanmasimin, GSH diizeylerini
arttirmak i¢in olast bir strateji oldugu diisliniilmektedir (53). Ayrica sisplatinin
sitotoksik etkisinin onlenmesinde sodyum tiyosiilfat, NAC ve glutatyon etil ester
uygulamasinin etkinligi gosterilmis ve bu ajanlar icinde en etkili olanin NAC oldugu

bildirilmistir (156).

Jiang et al. (157), SOR tiirevlerinin 6zellikle de hidroksil radikalinin sisplatin aracili
apoptozda rol oynayan p53 aktivasyonuna katildigimi ve bu aktivasyonun NAC ve
DMTU gibi radikal yakalayicilar ile azaltilabilecegini gostermislerdir. Bununla birlikte
spesifik olarak dogrudan hidroksil radikal yakalayicisi olarak gérev yapan DMTU nun
NAC’dan daha az efektif oldugunu gostermisler ve bu sonuglara dayanarak NAC’in

farkli radikal tiirlerini de inhibe edebilecegini rapor etmislerdir.

NAC’ 1 koruyucu etkisi sisplatin ile indiiklenen nefrotoksisitenin yanisira ototoksisite

(98, 158), hepatotoksisite (159) ve kardiyotoksisite (160) agisindan da gosterilmistir.

Buna karsilik siilfidril bilesikleri giiclii niikleofildir ve bu sayede elektrofilik ara
tirtinlere kovalent olarak baglanarak, sisplatinin istenmeyen toksik etkilerinin yanisira
antitimor etkinligini de azaltabilirler (3). Amifostin, teofilin, NAC, GSH gibi bir ¢cok
siilfir igeren bilesigin ¢esitli kanser tiplerinde sisplatinin antitimor etkinligini

azaltmaksizin veya inhibe etmeksizin nefrotoksik etkilerini azalttigt (94, 99)
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gosterilmesine karsin aksini iddia eden klinik ve deneysel ¢aligmalar da mevcuttur (61,

94, 161).

Bobrek dokularinda sisplatin konsantrasyonunun NAC uygulamasi ile anlamli olarak
azalmasinda, sisplatin-NAC kompleksinin azalmig renal tiibililer reabsorbsiyonu ve
bunun sonucunda sisplatinin artmis tiriner sekresyonunun etkili oldugu 6ne siirtiilmustiir.
Hatta ayni etkinin enjeksiyon 6ncesi birarada ¢oziilen NAC ve sisplatin uygulamalari

sonucunda da ortaya ¢ikacagi iddia edilmistir (162).

Sisplatinin klinik etkinligine ragmen, hiicresel ilag direncinin hastalarin tedaviye
cevabinda uzun dénemde onemli bir engel oldugu bilinmektedir. Sisplatin direncinde
ilacin azalmis hiicre i¢i birikimi, artmis DNA tamiri ve artmis hiicresel GSH ve
metallotiyonein icerigi gibi ¢esitli potansiyel ve molekiiler mekanizmalar tanimlanmistir

(163).

Ishikawa and Ali-Osman (164), sisplatinin niikleofilik atakla GSH’ya kovalent olarak
baglandigin1 ve bu kompleksin ATP bagimli bir pompa ile hiicre disina tasindigi
gostermislerdir. Buna ek olarak, sisplatin kemoterapisine duyarli oldugu bilinen testis
timorlerinde GSH seviyelerinin, sisplatine direngli oldugu bilinen mesane tiimérlerine
oranla daha diisiik oldugu; tamaminda olmasa da bazi hiicre hatlarinda GSH
inhibisyonunun sisplatine duyarliligi artirdigi da gosterilmistir (165). Ayrica GSH ile
sisplatinin konjugasyonunun daha ileri reaksiyonlarla reaktif tiyollere doniistigi ve bu

bilesiklerin toksisiteye katki yaptig1 da bilinmektedir (14).

Appenroth et al. (166) tarafindan, asetilsistein uygulamasi sonrasi eriskin ve geng
ratlarda birinci saatte bobrek GSH konsantrasyonlarinda yaklasik %50 oraninda artis
gostermiglerdir. Dolayisiyla sisplatin uygulama zamani ile NAC uygulama zamamn
arasinda verilen siirenin sisplatin DNA baglanmalari i¢in gegen siireden erken olmamasi
gerektigi soylenebilir. Bu veriler degerlendirildiginde NAC ve sisplatinin uygulanma
yolundan ziyade uygulama zamaninin farkli olmasi gerektigi diisiiniilebilir. Sonucta
NAC uygulamasi ile intraseliiler GSH diizeylerinin artmasindan Once, antitiimoral
etkinlik i¢in sisplatin DNA baglanmalarinin olusumu i¢in yeterli bir siire ge¢gmesini
beklemek daha dogru bir yaklasim gibi goriinmektedir. Bu c¢alismada iki ajan arasi
verilen 4 saatlik slirenin, her ne kadar bu ¢alismada gosterilmese de antitiimoral etkinlik

icin gerekli oldugu sdylenebilir.
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Literatiirde NAC’1n sisplatin ile ortaya ¢ikan renal toksisite lizerine olan etkileri farkl
yolaklar iizerinden degerlendirilmistir. Sisplatin uygulamasi sonucu gosterilen kilo
kayb1 (58, 61, 98, 101), apoptoz indiiklenmesi ve kaspaz aktivasyonu (96, 155),
oksidatif stres (65, 85, 111, 155) ve enflamasyon (111, 155) gibi parametrelerin ve renal
kan akimi, kan basinct gibi renal hemodinamik degisikliklerin (58) NAC ile
diizeltilebildigi gosterilmistir.

Bu calismada sisplatin uygulamasi ile birlikte goriilen asir1 kilo kaybinin CP+NAC
grubunda gozlenen degerlere yakin olmasi nedeniyle, NAC’ 1n, sisplatinin kilo kaybina

neden oldugu distiniilen, gastrointestinal toksisitesini onleyemedigi s6ylenebilir.

Bununla birlikte literatiirde farkli dozlarda sisplatin verilen ratlara uygulanan farkli doz
ve siirelerde NAC ile kilo kaybininin oOnlenebildigini gosteren calismalara da
rastlanilmigtir (58, 61, 98, 101). Dickey et al. (98) her iki ajan da tek doz olmak {izere,
ip 10 mg/kg rat agirligi dozunda sisplatin ve iv 400 mg/kg rat agirhgi NAC
uyguladiklar1 ratlarda NAC’in kilo kaybini onleyici etkisini géstermislerdir. Abdel-
Wahab et al. (101), ip 6 mg/kg rat agirhigr sisplatin verdikten 3 giin sonra baslayip 4
hafta boyunca haftada 3 giin ip 50 mg/kg rat agirhgi NAC uyguladiklarinda, viicut
agirhigindaki azalmanin diizeldigini rapor etmislerdir. Abdelrahman et al. (58), ip 5
mg/kg rat agirlig: sisplatin uyguladiklar1 hayvanlarda sisplatinden 6nce 4 giin boyunca
ve sonrasinda ardigik 5 giin daha ip 500 mg/kg rat agirlign NAC uyguladiklarinda

sisplatinin kilo kaybini artiric1 etkisini ortadan kaldirdigini gostermiglerdir.

Bu c¢alismalar degerlendirildiginde NAC’1n iv uygulandigi (61, 98) ya da ip olan NAC
uygulamasinin bu c¢alismaya gore olduk¢a uzun siire devam ettigi (58, 101)
goriilmiistiir. Dolayisiyla bu c¢alismada kullanilan NAC dozu ve/veya siiresinin, akut

gelisen gastrointestinal toksisiteyi 6nlemekte yetersiz kaldig1 diisiiniilebilir.

Bununla birlikte bu caligmada poliiirik etkinin de NAC ile diizeltilememesi yine kilo
kaybindaki olumsuz sonucglarin nedenlerinden biri olarak gosterilebilir. Sisplatinle
birlikte NAC uygulanan grupta, kontrole gére anlamli artis olmasi NAC’1n ortaya ¢ikan

politiriyi diizeltmede de etkisiz oldugunu gostermistir.

Bu ¢alismada dogrudan tek basina NAC’1n poliiirik etkisi olmadig1 gosterilmis olsa da
ilging bir sekilde CP+NAC grubunda, CP grubu da dahil olmak {izere tiim gruplarla
karsilastirildiginda 24 saatlik idrar hacmi agisindan bir artis saptanmistir. Benzer olarak

sisplatin ve NAC’1 birlikte uygulayan Abdelrahman et al. (58) sisplatinle birlikte NAC
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uygulanan grupta istatistiksel agcidan anlamli olmasa da sayisal olarak sisplatin grubuna

gore onemli bir artig gostermislerdir.

Sisplatin kaynakli proteiniirinin, 6 mg/kg rat agirligr sisplatin uygulamasindan 3 giin
sonra baslanan ve haftada 3 kez olmak tizere ardisik 4 hafta devam edilen NAC ve
taurin (her ikisi de 50 mg/kg rat agirligi) kombinasyonu ile daha belirgin olsa da; ayni
siire ve dozda tek basina uygulanan NAC ile de anlamli derecede diizeltilebildigi
gosterilmistir (101). Bunun aksine bu ¢alismada her ne kadar istatistiksel olarak farkli
olmasa da sayisal olarak, CP+NAC grubunda hala olduk¢a yiiksek mikroalbtiminiiri
diizeyleri goriilmektedir. Diger bir ifade ile NAC ilavesi, sisplatin kaynakli proteiniiriyi
Onlemede yetersiz kalmistir. Sonuglardaki bu farklilik, bu ¢alismada her ne kadar ¢ok
daha yiiksek doz olsa da, NAC uygulama siiresinin kisa olmasindan kaynaklanabilecegi
gibi, mikroalbtimin diizeylerinin 6l¢limiintin idrar protein Slgiimiine gére daha hassas

olusundan da kaynaklanabilir.

Bu ¢alisma ile uyumlu olarak, farkli doz ve siirelerde sisplatin uygulayan ¢alismalarda
yine farkli doz ve siirelerde NAC uygulamasi ile serum/plazma BUN ve kreatinin
degerlerinde azalma saglanabildigi (58, 85, 97, 98, 101, 111) ileri stirtilmiistiir. Bununla
birlikte fonksiyonel olarak gosterilen diizelmenin yanisira histopatolojik iyilesme de bu
calismada ve literatlirde farkli ¢alismalarla (58, 85, 98, 111) gosterilmistir. Her ne kadar
bu calismalarda kullanilan rat tiirleri, uygulanan sisplatin ve NAC dozu, uygulama sekli

ve stiresi farkli olsa da benzer sonuglar elde edilmistir.

Abdelrahman et al. (58), NAC (500 mg/kg rat agirligi, 9 giin) uygulamasi ile apoptoz ve
nekrozu biiyiik oranda azalttiklarini, ¢ok az alanda vakualizasyon ve sisme gozlendigini
gostermiglerdir. Shalby et al. (111), sisplatin uygulamasi ile ortaya ¢ikan proteindz
silendir olusumu, konjeste glomeriil ve interstisyel hemorajide de NAC’in olumlu
etkilerini gostermisler; 6zellikle proksimal tiibiillerde gosterdikleri tiibiiler nekrozun
NAC ile anlamli derecede azalmasinin, NAC’1n 6zellikle bobreklerde platin birikimini

Onlemesi ile iligkili olabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Ayrica ip 7.5 mg/kg rat agirhigi sisplatin uygulamasindan 15 dk. 6nce iv 500 mg/kg rat
agirligt NAC uygulanan Wistar ratlarin bobrek dokusu TNF alfa igeriginin azalmasinin,
sisplatin uygulamasi sonucu yaygin olarak goriilen nekrotik hiicre 6liimiinde azalmaya

katki sagladigi ileri stirtilmiistiir (85).
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Bu ¢alismada NAC ile histopatolojik a¢idan CP grubuna goére anlamli bir diizelme
gosterilmekle beraber, NAC’ n tiibiil epitel hiicre hasarina ve hemorajiye etkisinin ise
nekroz kadar belirgin olmadigi gozlenmistir. Bu bulgular1 destekleyecek sekilde
oksidatif stresin apoptozdan ziyade 6zellikle nekrotik hiicre liimiine katildigi ve bu
etkinin NAC ile duizeltilebildigini gosteren ¢alismalar vardir (112, 167). Yano et al.
(112), yiiksek doz kisa siireli sisplatin uygulanan renal epitel hiicrelerine sisplatin ile
birlikte NAC uygulandiginda hiicrelerin canlilik oraninin yalnizca sisplatin uygulanan
hiicrelere kiyasla arttigi; ancak uzun siireli disiik dozlarda sisplatin uygulandiginda

NAC’1n etkisinin olmadigini gostermislerdir.

Literatiirde sisplatin ile birlikte NAC uygulamasinin nétrofil aktivasyonuna ve/veya
MPO diizeylerine etkisini gosteren herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bununla
birlikte dogal bir antioksidan olan ve GSH diizeylerini yiikselttigi gosterilen fisetin ile
birlikte sisplatin uygulanan ratlarda bébrek dokularinda MPO, NADPH oksidaz ve NF-
kB p65 subiinit aktivitesinin tek basina sisplatin uygulanan hayvanlara gore azaldigi
gosterilmistir (104). Bu ¢alismada gerek tek basina gerek NAC ile kombine uygulanan
sisplatin ile plazma ve doku MPO degerlerinde KONT grubuna gére her hangi bir

anlamli degisiklik elde edilememistir.

NAC uygulamasinin tek basina MPO diizeylerine olan etkisini gosteren ¢alismalara
genel olarak bakildiginda dogrudan etkili olmadig1 gosterilse de (168), bu ¢alismada
NAC uygulamast sonucu doku MPO degerlerinin arttigi gézlenmistir. Bu ¢alismada
ayrica sisplatin uygulamasi ile baskilandig1 diisiiniilen nétrofil aktivasyonu, dolayisiyla

doku MPO diizeylerinin de NAC ile degismedigi de izlenmistir.

Her ne kadar literatiirde deneysel sisplatin modeli {izerinde NAC’in MPO diizeylerine
etkisini inceleyen her hangi bir ¢alismaya rastlanilamasa da; antienflamatuvar 6zellikleri
oldugu da bilinen NAC’1in NF-kB diizeylerini dolayisiyla enflamasyonu azaltabildigini
gosteren ¢alismalar mevcuttur (112, 155, 169).

Luo et al. (155), 5 mg/kg rat agirlig1 iv sisplatin uygulamasindan 2 giin 6nce baglanan ve
toplam 7 giin boyunca 250 mg/kg rat agirhigi ip uygulanan NAC’mn yanisira, NF-xB
inhibitorii olan pirrolidin ditiyokarbamat ve melatoninin; oksidatif stres, p38 MAPK,
NF-kB p105 subiinit ve TNF alfa’y1 iceren oksidatif stres iligkili parametreler {izerine
etkisini ayr1 ayri incelemis ve diger iki ajanin aksine NAC’in oksidatif stresi, p38

MAPK fosforilasyonunu, kaspaz-3 yarilmasini, doku hasarin1 ve apoptozu 6nlemede
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daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu bulgularindan yola ¢ikarak sisplatin kaynakli
akut renal hasarin Ozellikle oksidatif stres ile iliskili oldugunu ve artmis NF-xB

aktivitesi ve TNF alfa mRNA miktarinin daha kisitl etki gosterdigini 6ne stirmiislerdir.

Ancak NF-xB inhibisyonu ile sisplatin nefrotoksisitesinin azaltilabildiginin 6ne siiren
calismalarin (85, 155) aksine, over kanser hiicre hattinda NF-kB inhibit6rii olan JSH-
23’{in sisplatin sitotoksisitesini artirdigi da rapor edilmistir (133). NF-kB’nin, hiicrelerin
sisplatin duyarliligina olan etkisinin farkli ¢alismalarda farkli bulunmasi, hiicre tipinin

farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.

Bu calismada, gruplar arasinda farklilik gostermeyen plazma NF-kB degerlerinin
aksine, renal doku NF-«B degerlerinin NAC-250 grubunda kontrole gore sayisal olarak
arttigl; CP ve CP+NAC grubunda ise NAC-250 grubuna gore anlamli olarak kontrole

gore ise sayisal olarak azaldig: izlenmistir.

NAC’in NF-kB’nin DNA baglanma aktivitesi tizerine olan etkilerini ¢esitli hiicre
hatlarinda inceleyen Liu et al. (170), farkli hiicre hatlarinda NAC’1n doza bagimli olarak
sitoplazmada IKK ve fosfatidil inositol 3 kinaz aracili, p65 subiinit fosforilasyonu ile
NF-«B’nin aktivasyonunu indiikledigini ancak niikleer translokasyonunu etkilemedigini
gostermislerdir. Ayni1 sonuca C vitamini, tetrametiltiyotire gibi farkli antioksidanlarla
ulasamadiklarindan, bu sonucun NAC’mn antioksidan 6zelliginden bagimsiz oldugunu
One sirmiislerdir. Bu bulgulara gore tek basina NAC uygulanan ratlarda artan NF-xB
seviyelerinin, NAC aracili NF-kB aktivasyonundan kaynaklandigimi soéylemek

mimkiindiir.

Bu calismada NAC-250 grubunda gosterilen doku MPO diizeyleri artisinin, NAC ile
aktive olabildigi one siiriilen (170) NF-kB’nin daha once sozii edilen NOX-2

aktivasyonunu tetiklemesi (30) ile oldugu da diistiniilebilir.

Bunun aksine NAC ile NF-kB inhibe olabildigi ve bu durumda sisplatin
kemoterapisinin  etkinliginin  artirilabildigi  goOsterilmistir.  Boylece ~ NF-xB
aktivasyonunun kemoterapi direncini indiikleyebildigi 6ne siirtilmistiir (171). Sonucta

literatiirde NAC ile NF-«B iligkisi tizerine, birbirine zit goriisler mevcuttur.
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NAC, quersetin, etil piruvat, yesil ¢ay gibi sadece antioksidan degil antienflamatuvar
Ozellikleri de bilinen ajanlarin sistemik HMGB-1 birikimini azaltarak; ¢esitli deneysel

enflamasyon durumlarinda koruyucu rol oynadiklar1 gosterilmistir (26).

Enflamatuvar etkinligi oldugu bilinen HMGB-1’in, NAC gibi antioksidan bilesiklerle
azaltilmasinin hayvan g¢alismalarinda enflamasyonla iliskili hastaliklara kars1 koruyucu
etkisi gosterilmis olmasina ragmen; klinik ¢alismalarda bunun tam tersi sonuglar ortaya
konulmugtur. Bu farkliligin en olasi nedeninin SOR reaktivitesinin ¢ok hizli ve yari
Omiirlerinin ¢ok kisa olmasi olmasi ve antioksidan koruma i¢in insanlarda ¢ok dar bir

terapotik pencereye sahip olmasi olabilecegi dne siirlilmiistiir (145).

Ayrica akut sitokin cevabi olustuktan sonra uygulanan antioksidan terapilerin etkili
olmadigi da bilinmektedir. Buna alternatif olarak, SOD ve KAT gibi hiicre i¢i enzimatik
antioksidanlar1 destekleyerek HMGB-1 {iretimini veya salimini ve dolayisiyla
enflamatuvar yaniti azaltmanin/engellemenin uygun bir strateji olabilecegi de One

stirtilmugtiir (145).

Literatirde HMGB-1 artisinin oksidatif stres aracili oldugunu destekleyecek sekilde,
NAC ile ekspresyonunun azaldigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (172, 173). Yang et
al. (173), insan proksimal tiibiil epitel hiicre hattinda yiiksek glukoz konsantrasyonlari
ile indiiklenen SOR’un neden oldugu HMGB-1 artisinin NAC ile azaltilabildigini
gostermislerdir. Bununla birlikte Wu et al. (172), HMGB-1 ekspresyonunun oksidatif
stresle artmasinin yanisira, diyabetle indiiklenen endotel progenitér hiicrelerde HMGB-
I’in dogrudan oksidatif stresi indiikledigini de rapor etmislerdir. Diger bir ifade ile
HMGB-1 ile oksidatif stres arasinda dongiisel bir neden sonug iliskisi oldugu
sOylenebilir. Hatta bu nedenle hangisinin neden, hangisinin sonu¢ oldugunu

belirlemenin olduke¢a gii¢ oldugu da 6ne siiriilebilir.

Ancak literatlirde sisplatin uygulamasi ile degisen HMGB-1 diizeylerine karst NAC’1n

etkisini gosteren bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Bu calismada degisiklik gostermeyen plazma HMGB-1 konsantrasyonunun, bobrek
dokusunda sadece NAC uygulanan grupta kontrole gore artmis oldugu; sisplatin
uygulanan gruplarda ise (CP ve CP+NAC) NAC-250 grubuna gore anlamli, kontrole

gore sadece sayisal olarak azaldig1 gézlenmistir.
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Sonug olarak; literatiirde sisplatin uygulamasmin, MPO ve HMGB-1 diizeylerine olan
etkileri farkli ¢alismalarla gosterilmis olsa da sisplatin ile birlikte NAC uygulamasinin
bu parametrelere etkisini gerek ayri ayr1 gerek birarada goOsteren bir c¢alismaya
rastlanilmamistir. Ayrica her ne kadar ayri ayr1 gosterilmis olsa da, bu ¢alisma sisplatin
nefrotoksisitesi ac¢isindan MPO, NF-kB ve HMGB-1’in birlikte degerlendirilerek

oksidatif stres ve enflamasyonun birarada ortaya konuldugu ilk ¢alismadir.

Bu ¢alismada her ne kadar NAC ile olgiilen kan/doku biyokimyasal parametrelerinde
anlamli bir diizelme elde edilemese de; gerek histopatolojik gerek bobrek fonksiyon
testleri ile gosterilen NAC kaynakli diizelmeler gz ontine alindiginda; sisplatin
nefrotoksisitesini 6nlemede NAC gibi hem antioksidan hem de antienflamatuvar

Ozelliklere sahip bir ajanin kullanilmas1 makul bir yaklasim olarak kabul edilebilir.

Ayrica farkli kanser hiicre hatlarinda hem apoptotik, hem antiapoptotik, hem sisplatin
direnci olusturmak hem de sisplatin duyarliliin1 artirmak gibi ¢ok yonlii ve birbirine
oldukca zit olabilen ozellikler gosterebilen NF-xB ve HMGB-1'in seviyelerini
etkilemeksizin bobrek fonksiyonlarini iyilestirebilen NAC 1n; tiim kanser tiplerinde,
kemoterapi etkinligini degistirmeksizin sisplatin yan etkilerinin azaltilmasinda giivenle

kullanilabilecegi 6ne siirtilebilir.
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