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ONSOZ

Antikanserojen ila¢ olarak klinikte siklikla kullanilan ksenobiyotik 06zellikli
sisplatinin olusturdugu nefrotoksisitede NAMPT/SIRT-1 sinyal yolagindaki mekanizmalar
tizerine melatoninin etkileri ile ilgili herhangi bir literatiire rastlanilmamistir. Bu tez
caligmasinda sisplatin nefrotoksisitesine kars1 antioksidan o6zelligi olan melatoninin
NAMPT/SIRT-1 sinyal yolag: tizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari,
sisplatin ile olusturulmus bobrek hasarinda melatoninin NAMPT/SIRT-1 sinyal yolagini
diizenleyerek ve COX-2, TGF-B1 ve TNF-a inhibisyonu yoluyla yangiyr azaltarak bir
lyilesme saglayabildigini gdstermektedir. Melatonin kullanilarak NAMPT/SIRT-1
yolaginin diizenlenmesi, oksidatif stres kaynakli hiicresel hasarin tedavi ve dnlenmesinde
ideal bir strateji olabilecektir.

Bu tez ¢aligmasinin olusumunda bana her zaman yol gosteren, doktora §grenimim
stiresince desteklerini ve yardimlarini esirgemeyen, bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim
tez danmismanlarim Saymn Prof. Dr. Okkes YILMAZ ve Saymn Prof. Dr. Kazim SAHIN
hocalarima; tezime degerli katkilar1 olan Saym Prof. Dr. Nurhan SAHIN’e, Sayin Prof. Dr.
Ibrahim H. OZERCAN’a, Saym Prof. Dr. Necip ILHAN’a, Firat Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Bolimii Baskanligi’na, tez calismalarim sirasinda gerekli izinleri saglayan
personeli oldugum Bingél Universitesi Rektorliigii’ne, FF.11.21 no’lu proje ile destek
saglayan FUBAP Birimi Koordinatorliigii’ne; bugiinlere gelmemde ¢ok biiyiik emekleri
olan aileme, egitimim siiresince bana her zaman ve her konuda destegini esirgemeyen,
varhigiyla giiven veren sevgili esime ve canmim ogluma en igten tesekkiirlerimi ve
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OZET

Nefrotoksisite, genis kullanim alanina sahip antineoplastik bir ilag olan sisplatinin
en yaygin yan etkisidirr Bu nedenle bir doz sisplatin alindiktan sonra renal
fonksiyonlarinda gerileme meydana gelen hastalarda sisplatin kullanimi % 25-35 oraninda
kisitlanmaktadir. Sisplatinden kaynaklanan nefrotoksisite bobrekte artis gosteren oksidatif
stres ile iliskilidir. Bu ¢aligmada sisplatin ile olusturulan nefrotoksisitede bir antioksidan
olarak melatoninin, sisplatin kaynakli nefrotoksisiteye karsi biyokimyasal, histopatolojik
ve molekiiler diizeyde nasil etki gosterdigini arastirdik. Bu ¢alisma, tek doz intraperitonal
(i.p.) sisplatin uygulamasiyla olusturulan bir rat nefrotoksisite modelinde melatonin
uygulamasinin bobreklerde koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Melatonin
verilen hayvanlarda serum iire ve kreatinin degerleri, renal bozulmanin sisplatin enjekte
edilen gruba oranla belirgin bicimde azaldigini ortaya koymustur. Bobrek dokusunda
MDA ve 8-is0-PGF,a seviyeleri sisplatin grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulunmustur. Melatonin tedavisi alan ratlarda, SIRT—1 protein ekpresyon seviyesi
belirgin bicimde artis yoniinde diizenlenirken NAMPT, COX-2, TGF-B1 ve TNF-a
proteinlerinin ekspresyon seviyeleri ise azalmistir. Histopatolojik bulgular; melatoninle 6n
tedavinin, sisplatin kaynakli tiibliler nekroz basta olmak iizere sisplatin tarafindan
olusturulan ¢ogu degisimi de dnledigini gostermistir. Bu ¢aligmanin sonuglari, sisplatin ile
olusturulmus bobrek hasarinda melatoninin NAMPT/SIRT-1 sinyal yolagini diizenleyerek
COX-2, TGF-B1 ve TNF-o inhibisyonu yoluyla yangiy1r azaltarak bir iyilesme
saglayabildigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, Nefrotoksisite, Melatonin, NAMPT, SIRT-1, COX-2,
TGF-B1, TNF-a, 8-iso-PGF2a



SUMMARY

The Effect of Melatonin on NAMPT/SIRT-1 Signaling Pathway on Cisplatin
Induced Nephrotoxicity in Rats

Nephrotoxicity is most relevant side effect of widely used antineoplastic drug
cisplatin. Therefore use of cisplatin is limited with about 25-35% of patients experiencing
a significant reduction in renal function after a single dose of cisplatin. Cisplatin-induced
nephrotoxicity is related to an increase in oxidative stress in the kidney. In the present
study, we investigated biochemically, histopathologically and at the molecular level how
melatonin as an antioxidant effect the cisplatin-induced nephrotoxicity. The present study
demonstrates that the administration of melatonin exerts a renal protective effect in a rat
model of nephrotoxicity provoked by a single intraperitoneal (i.p.) injection of cisplatin. In
the animals that receive melatonin the levels of serum urea and creatinine indicating
reduced renal injury were significantly lower as compared to the cisplatin injected group.
The renal tissue MDA and 8-iso-PGF,a levels showed a significant increase in sisplatin-
treated rats compared the control rats. SIRT-1 protein expression level were significantly
up-regulated while NAMPT, COX-2, TGF-B1 and TNF-a protein expression level were
down-regulated in rats treated with melatonin. Histopathological findings showed that
melatonin pretreatment decreased the cisplatin-induced tubular necrosis and most of the
changes produced by cisplatin. Taken together, results of this study indicate that melatonin
attenuates cisplatin-induced nephrotoxicity by modulating NAMPT/SIRT-1 signaling, and
reducing the inflammation by inhibiting COX-2, TGF-p1 and TNF-a.

Key words: Cisplatin, Nephrotoxicity, Melatonin, NAMPT, SIRT-1, COX-2, TGF-p1,
TNF-q, 8-is0-PGF2a
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1. GIRIS

Kanser diinyada en sik 6liime yol agan hastaliklar arasinda yer almaktadir. Genel
olarak kanser tedavisi {i¢ temel strateji ilizerine kurulmustur. Bunlardan en Onemlisi
kemoterapi uygulamalaridir. Digerleri ancak lokal tedaviye imkan saglayan radyoterapi ve
cerrahi  girisimlerdir. Kemoterapi  uygulamalar1  kanser tedavisinin  temelini
olusturmaktadir. Cerrahi ve radyoterapi ile hastaligin ¢ogu zaman lokal kontrolii
saglanabilirken, sistemik etki yalnizca kemoterapi uygulamalart ile miimkiin
olabilmektedir. Kanser kemoterapisinde amag; normal hiicrelere zarar vermeden ya kanser
hiicresinin biiylime ve c¢ogalmasini durdurmak ya da miimkiinse yok etmektir. Ancak
kanser tedavisinde kullanilan antineoplastik ilaglarin kanser hiicresine karsi olan
secicilikleri, antibiyotiklerin bakteri hiicresine karsi olan segiciliklerinden daha azdir.
Ciinkii kanser hiicresi ile normal hiicre arasinda kalitatif bakimdan fazla bir fark yoktur.
Daha cok kantitatif yonde farklilik s6z konusudur. Antineoplastik ilaglar viicutta patolojik
bigimde ¢ogalmakta olan kanser hiicrelerini yok ederken hizli bigimde ¢ogalmakta olan
normal hiicreleri de yok ederler. Dolayisiyla bir¢ok kanser ilacinin normal hiicre ve kan
dokusu tizerine de yan etkileri vardir (Gilman, 1963; Kintzel, 2001). Baz1 ilaglar kanser
tedavisinde oldukc¢a yaygin kullanilmalarina ragmen siklikla kanser dokusu disindaki diger
dokular1 da etkilemekte ve ciddi yan etkiler meydana getirmektedir. Bu yan etkilerin
goriilmesi farkli alternatiflere yonelmeyi gerektirmektedir. Tedavi protokoliiniin
degistirilmesi bunlardan biridir. Bu durumda ¢ok etkili olan bir ilag yerine daha az etkili
bir ilaca geg¢ilmektedir. Diger bir alternatif tedavi dozunda kisitlamaya gidilmesidir. Bu
durumda tedavide dozun istenen oranda siirlanmasina engel olabilmektedir. Bir diger
alternatif ise istenmeyen bu yan etkileri Onleyecek veya azaltacak diger bir ajanin
kullanilmasidir. Bu durumda maliyet oldukga artmaktadir (Weichert-Jacobsen vd., 1999).
Bobrek hiicreleri, yiiksek boliinme hizina sahip olmamalarina ragmen, yiliksek kan akimina
maruz kalmalari, toksinleri konsantre etme yetenekleri ve spesifik tasiyicilara sahip
olmalar1 nedeniyle toksik harabiyete karsi olduk¢a duyarlidirlar (Boogaard vd., 1990).
Sitotoksik 1ilaglarin neden oldugu nefrotoksisite kemoterapinin en sik goriilen yan
etkilerindendir (Kintzel, 2001). Nefrotoksisiteye neden olan ilaglarin basinda
antimetabolitler, alkilleyici ilaglar ve antrasiklinler gelmektedir. Kanser ilaglarinin

nefrotoksik etkileri; serum elektrolit seviyelerinde diizensizlik, serum kreatinin



diizeylerinde artis ve glomeruler filtrasyon oraninda azalma seklinde olabilecegi gibi kalici
bobrek yetmezligiyle karekterize ciddi boyutta da olabilir (Fillastre ve Godin 1998).
Kemoterapi ilaglar1 bobrek dokusunda baslica proksimal tiibiil, distal tiibiil ve glomeriil
olmak iizere li¢ ana nefron bolgesinde hasarlanmaya ve fonksiyon bozukluguna neden olur
(lkarashi vd., 2004). Kanser ilaglar1 iginde olduk¢a 6nemli bir yere sahip olan sisplatin;
yiiksek antitiimoral aktivite gosteren ve oldukga genis spektruma sahip antineoplastik bir
ajandir. Ancak oldukga etkili olan bu ajanin, doza bagli olarak hastalarin % 25’inde gelisen
nefrotoksisite nedeniyle kullanim alani sinirlanmaktadir (Dillioglugil vd., 2005; Loehrer ve
Einhorn 1984; Taguchi vd., 2005). Sisplatin kaynakli nefrotoksisitenin; serbest oksijen
radikallerinin {iretimi ve antioksidan enzimlerin baskilanmasi ile antioksidan sistemin
cokmesine yol agmak suretiyle olustugunu gosteren bircok calisma bulunmaktadir
(Kuhlmann, 1997). Sisplatin, stiperoksit anyon ve hidroksil radikalleri gibi serbest oksijen
radikallerinin {iretimini arttirip bobrek dokusunda lipid peroksidasyonu meydana getirir
(Meyer ve Medias, 1994). Sisplatin uygulamasiyla olusan serbest oksijen radikalleri
oksidatif stresin siddetiyle parelel dogrultuda artis gosterir. Oksidatif stress sonucunda
protein, lipid, niikleik asit gibi biyomolekiillerin yapisinda anormal degisiklikler meydana
gelir (Packer ve Landvik, 1990). Kanser, oksidatif stres ve lipid peroksidasyon firiinlerini
arttirarak antioksidan sistemin ¢okmesine yol agmaktadir. Kanserli hastalarda beslenmenin
azalmasi ve antikanserojenlerin kullanilmasiyla birlikte antioksidan sistem daha da
zayiflamaktadir. Sisplatin nefrotoksisitesini ve diger yan etkileri azaltmak i¢in deneysel ve
klinik ¢aligmalarda gesitli ilaglar kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda sisplatinin daha ¢ok
asirt serbest radikal tretimiyle oksidatif renal hasar yaptigina dair kanitlar ileri
stirilmiistiir. Bu nedenle ¢esitli antioksidan maddelerin deney hayvanlarinda sisplatin ile
olusturulan nefrotoksisitede Onleyici rolleri calisgilmistir (Anand ve Bashey, 1993;
Matsushima vd., 1998; Yildirim vd., 2003).

1.1. Sisplatin

Sisplatin  (cis-diamminedichloroplatinum(ll) =CDDP) o6nemli bir sitotoksik
maddedir ve insanlarda bir¢ok solid tiimdriin tedavisinde yaygin bigimde kullanilan etkili
bir antikarsinojendir (Cvitkovic vd., 1977; Osanto vd., 1992; Safirstein vd., 1986; Schrier,
2002). Sisplatinin antikarsinojenik aktivitesi tesadiifen ortaya ¢ikarilmistir. Deneysel
olarak amonyum kloriir iceren ortama birakilan platin elektrotlar arasinda elektrik akimi

ilerlerken iiretilen elektroliz iirlinlerinin analiziyle ilk olarak ammonium chloroplatinate
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elde edilmis, daha sonra bu ajanin, nétral tiirleri olan —trans ve —cis izomerlerine
doniismesiyle cis-diamminedichloroplatinum II elde edilmistir (Kuhlmann vd., 1997;
Rosenberg vd., 1969). Ilk denemelerde, sisplatinin nefrotoksik etkisinden dolayi
kullanimindan vazgegilmek {izere iken; 6zellikle testikiiler kanserlerde elde edilen basarili
sonuclar, su ile birlesebilme 0zelligi ve mannitol kullanimi ile nefrotoksisitenin
azaltilabileceginin goriilmesi lizerine tekrar ilag tizerinde ¢alismalar yapilip, gelistirildikten
sonra, 1978’de Amerikan ila¢ ve Gida Dairesi (FDA=Food and Drug Administration) nin
onaytyla klinik uygulama alanina hizla girmistir. Sisplatin giintimiizde de; daha ¢ok bas,
boyun, akciger, testis, over, bobrek ve mesane kanserleri gibi solid tiimoérlerde ve lenfoma
gibi hematolojik kanserlerde kullanilan genis spektrumlu bir antitiimoral ilagtir (Cvitkovic
vd., 1977; Links ve Lewis, 1999; Loehrer ve Einhorn, 1984). Sisplatin molekiilii ‘’—cis’’
yapilanmasi sayesinde deoksiriboniikleik asitlere (DNA) baglanabilmekte ve aktivitesi bu
sekilde ger¢eklesmektedir. Bu bakimdan molekiiliin “-cis” yapilanmasinin etkisi oldukg¢a
onemlidir (Roberts ve Thomson, 1979; Rosenberg vd., 1969). Molekiilin “-cis”
yapilanmasi, kan plazmasi gibi kloriir icerigi 100 mM’dan yiliksek olan ortamlarda
stabildir. Hiicre i¢i klorlir yogunlugunun az oldugu ortamlarda ise molekiil yapisindaki
kloriir atomlarin1 kaybederek, DNA ve diger biiyilkk molekiillerle kovalent olarak
baglanabilir. DNA ile reaksiyonu DNA fragmantasyonlarinin olugsmasina sebep olur.
Sisplatin DNA etkilesimi sonucunda zincir i¢i ¢apraz baglanmalari olusur. Bu baglar ile
DNA sarmalinda yerel kivrimlanmalar ve agilmalar gerceklesir. Bu sekilde hiicre hasari
meydana getirip, apoptozis diizeyindeki degisikliklerle etkisini ger¢eklestirir. Timor ve
diger boliinen hiicrelerde, sisplatin DNA ile birleserek sitotoksik etki gosterir. Bu
molekiiler mekanizmalarin kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini 6nlemede rolii olduguna
inanilir (Barry vd., 1990; Den Hartog vd., 1985; Faubel vd., 2004; Galea ve Murray, 2002;
Jamieson ve Lippard, 1999; Kelman ve Peresie, 1979; Luke vd., 1992; Ramesh ve Reeves,
2002; Scovell vd., 1987; Winston ve Safirstein, 1985).

Sisplatin gastrointestinal kanaldan emilemedigi igin oral yolla kullanilmaz. Yaygin
olarak plazma proteinlerine baglanir. Ratlarda sisplatin uygulamasindan 30 dakika sonra
bobrek, mesane, karaciger, femur, bobrek {istii bezi, ince bagirsak, prostat ve overlerde
plazmadan daha yiiksek oranda sisplatin saptanir. Sisplatinin merkezi sinir sistemine gegis
orani diisiiktiir. Deneysel ¢alismalarinda ilacin % 80’inin ilk 24 saatte idrarla atildig: tespit
edilmistir. Sonraki 24 saatte ilacin % 8’i atilir. Safra kanali yoluyla sisplatinin atilim orani

% 10’un altindadir. Bobrek yetmezliklerinde sisplatinin yar1 dmrii uzar. Sisplatinin atilimi
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oncelikli olarak bobrek yolu ile oldugundan ve bobrek dokusunda diger organlardan daha
fazla biriktiginden en fazla bobrege zarar vermektedir (Casper vd., 1979; Cooley vd., 1994;
Daugaard ve Abildgaard, 1989; DeConti vd., 1973; Kuhlmann vd., 1997; Sleijfer vd.,
1985; Zhang ve Lindup, 1993).

Sisplatin  uygulamasiyla birlikte bulanti-kusma, nefrotoksisite, norotoksisite,
ototoksisite ve daha seyrek olarak da okiiler toksisite meydana gelebilir. Sisplatin kiimiilatif
ve doza bagimli olarak etki eder. Diisiik dozlarda bobrek hasari genellikle geri doniistimli
iken daha yiiksek dozlarda bobrek hasari geri doniisiimsiiz olabilir. Sisplatin kullanan
hastalarda 1/3 oraninda bobrek hasari goriilebilir. Nefrotoksisite agisindan klinik bulgular
serum tiire ve kreatinin yiiksekligidir (Casper vd., 1979; Madias ve Harrinton, 1978;
Sadzuka vd., 1992; Sadzuka vd., 1994). Sisplatin tedavi esnasinda serbest oksijen
radikalleri ireterek nefrotoksisiteye neden olur. Serbest radikaller, siklikla hiicre
membranindaki lipid komponentlerine etki ederek lipid peroksidasyonuna sebep
olmaktadir. Ayrica, protein sentezinde azalmaya sebep oldugu, hiicre bilesenleriyle
reaksiyona girerek hiicrenin asli gérevlerini yapmasini engelledigi ve DNA’y1 bloke eden
organik peroksitlerin olugsmasina sebep oldugu bilinmektedir. Serbest radikaller
mitokondrilerin fonksiyonunda bozukluklara da sebep olmaktadirlar. Yapilan ¢aligmalarda
sisplatinin, lipit peroksidasyonuna, bazi enzim aktivitelerinde degisikliklere ve kromozom
anomalilerine neden oldugu belirtilmistir. Sisplatinin in vitro ve in vivo caligmalarda
oksijen radikallerinin diizeylerini artirdigi bilinmektedir. Sisplatinin deney modellerinde
lipid peroksidasyona bagli olarak dokularda MDA ve GSH diizeylerinde ve bazi koruyucu
enzimlerin aktiviteleri ile antioksidan maddelerin diizeylerinde degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir. Sisplatin  uygulamasiyla goézlenen nefrotoksisite renal peroksidasyonla
ilgilidir. Ratlarda sisplatin uygulamasindan sonra bobrekte lipit peroksidasyonuna karsi
koruyucu enzim aktivitelerinde azalma tespit edilmistir. Lipit peroksidasyonu ve okside
glutatyon (GSSG) seviyelerinde ise belirgin bir artis s6z konusudur (Barry vd., 1990;
Bompart vd., 1990a; Bompart vd., 1990b; Davis vd., 2001; Kotins vd., 2004; Nagwani ve
Tripathi, 2010; Rahman vd., 2006; Rao ve Nammi, 2006; Sahin vd., 2010a; Santos vd.,
2007; Shimeda vd., 2005; Tuzcu vd., 2010; Weiner ve Jacobs, 1982). Sisplatin 6zellikle
proksimal tiibiiliis hiicrelerinde nekroz ve apoptozis yoluyla toksisiteye neden olur (Sahin
vd., 2010b; Townsend vd., 2003; Zhang ve Lindup, 1993). Sisplatin nefrotoksisitesinin en
onemli gostergesi renal bozulmadir. Renal bozulma insidansi uygulanan sisplatin dozu ve

frekansiyla birlikte nefrotoksisiteyi tanimlada kullanilan kriterlere gore degismektedir.
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Renal bozulmanin bu insidansi daha sonraki donemlerde artarak devam etmekte ve daha da
siddetlenerek geri doniisiimsiiz bir hal almaktadir (Cvitkovic vd., 1977; Kim vd., 2001,
Portilla vd., 2006).

1.2. Melatonin

Melatonin 1958 yilinda Lerner ve arkadaslari tarafindan bir ¢aligmada pineal bezden
salgilanan bir hormon olarak tespit edilmistir. Ayrica immiin sistem hiicreleri, beyin,
solunum epiteli, kemik iligi, bagirsak, ovaryum, erbezleri, ve benzer diger dokular
tarafindan da salgilanir (Reiter vd., 2009). Melatonin’in temel fizyolojik fonksiyonlar
uyku, davranig ve sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesi ile immiin sistem ve reprodiiksiyon
ile iliskili etkileridir (Arendt, 1997; Klein, 1993; Reiter, 1996; Reiter vd., 2005).
Melatonin, 1s1ik-karanlik ritmine gore viicut fonksiyonlarini diizenlemede 6nemli bir role
sahiptir. Glindiiz minimum, gece maksimum diizeydeki salinimi ile sirkadiyen bir salinim
ritmi gostermektedir. Salgilanmasi biiyiik oranda gece olmasi nedeniyle karanlik hormonu
olarak da bilinir. Bu nedenle serum melatonin konsantrasyonu geceleri yiiksek, giindiizleri
ise distiktiir (Baydas vd., 2001; Lerner vd., 1958; Reiter, 1998). Sistemik dolagim ile
pineal bez arasinda kan-beyin bariyeri olmadig1 i¢in, kandaki triptofan pinealositlere
kolayca ulagabilmektedir. Pinealosit sitoplazmasina aktif transport ile alinan triptofan’dan
triptofan 5-hidroksilaz enzimi etkisiyle 5-hidroksitriptofan olusur. Bu da 5-hidroksi
triptofan dekarboksilaz enzimi tarafindan 5-hidroksi triptamin yani serotonine
dontistiiriilmekte ve N-asetil transferaz enzimi etkisiyle N-asetil serotonin halini
almaktadir. N-asetil serotoninden, hidroksi indol-O-metil transferaz enzimi araciligiyla, N-
asetil 5-metoksitriptamin yani melatonin meydana gelmektedir (Cardinali vd., 1997;
Reiter, 1991). Melatonin hormonu hedef dokulara, bu dokularda yer alan melatonine
benzer sekilde sirkadiyen bir ritim ile fonksiyon gosteren spesifik reseptorler araciligi ile
etki etmektedir. Hiicre membranindaki melatonin reseptorlerine ilaveten niikleusta da
benzer reseptorlerin bulundugu ve bu yolla DNA iizerinde bir etki olusturdugu ileri
stiriilmektedir. Melatonin, pineal bezden salindiktan sonra sistemik kan dolagiminda 2/3
oraninda albumin’e bagli, 1/3 oraninda ise serbest olarak taginmaktadir. Primer olarak
karaciger ve sekonder olarak da bobrekte metabolize olan melatonin, karacigerde bulunan
mikrozomal enzimler tarafindan 6-hidroksimelatonin’e doniistiiriilerek deaktivasyon-
detoksifikasyona ugratilip daha sonra idrarla atilmaktadir (Reiter, 1996). Melatonin viicuda

her yoldan uygulanabilen, hizla absorbe olabilen ve ileri derecede “lipofilik” o6zelligi



nedeniyle tiim dokulara kolayca yayilabilen gii¢lii bir antioksidandir. Melatonin hem
reseptor aracili, hem de reseptdorden bagimsiz etkilere sahiptir ve tiim hiicrelerde etki
gosterdigi diistiniilmektedir. Melatoninin direkt olarak serbest radikalleri giderici, indirekt
olarak antioksidan etkisi vardir. Melatonin uygulamasiyla birlikte antioksidan enzimlerin
mRNA ekspresyonu artmaktadir (Baykal ve Kocabalkan, 2000; Hardeland vd., 2009; Kilic
vd., 2012; Reiter, 1993; Reiter vd., 2007; Tan vd., 2007). Melatonin kolay ve ucuz elde
edilmesi, ciddi yan etkisine rastlanmamis olmasi ve toksik dozunun yiliksek olmasi
nedeniyle, kanser gibi kronik hastaliklarda destekleyici ve sisplatinin olumsuz etkilerine

kars1 koruyucu olarak kullanilabilirliginin degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir.

1.3. Malondialdehit (MDA)

Oksijenli solunum esnasinda, kullanilan oksijen’in % 1°1 serbest radikal ad1 verilen
ve ileri derecede reaktif olan; hidroksil radikali, hidrojen peroksit radikali, superoksit
anyon radikali ya da singlet oksijen radikali adi verilen toksik maddeler meydana
gelmektedir. Bunlardan hidroksil radikali hiicre zarinda bulunan membran fosfolipidleri ile
lipid peroksidasyonu denilen bir reaksiyona girerek, malondialdehit (MDA) ad1 verilen bir
{iriiniin olugmasina neden olmaktadir. U¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) tretimi ile sonuglanmaktadir. Oksidatif stres
olarak ta bilinen bu reaksiyon sonucu, hiicre membraninin stabilitesi bozulmakta ve hiicre
icinde fazla miktarda kalsiyum birikmesi neticesi hiicre 6liimii gergceklesmektedir (Barber
ve Harris, 1994; Halliwel ve Arouma, 1991; lanas vd., 1991).

Serbest oksijen radikalleri saglikli kisilerde normal metabolizma sonucunda da
olusmaktadir. Bu normal olan bir durumdur ve viicuttaki antioksidan sistemler tarafindan
bertaraf edilmektedir. Oksidatif hasar, bu son {irlinlerin yapiminda artis veya antioksidan
sistemlerin yetersizligi durumunda ortaya ¢ikan hiicre hasar1 veya hiicrenin olimii ile
sonuglanan durumdur. Membran yag asitlerinin peroksidasyonuyla olusan kisa zincirli yag
asitleri ve yapisal proteinlerin oksidasyonu, membran gecirgenliginin artmasma ve
membrandaki akigkanligin azalmasina neden olmaktadir. Lipid peroksidasyon {iriinleri,
ayni hiicrenin birgok komponenti ile reaksiyona girerek, hiicresel ve metabolik
fonksiyonlar iizerinde toksik etki gosterirler. Boylece membrana bagli reseptér ve
enzimlerin inaktivasyonuna yol acarlar. Membran bilesenlerinde polimerizasyon ve ¢apraz
baglanmalar olusturan MDA; membranlarda yapisal bozukluklar meydana getirerek, iyon

transportu ve enzim aktivitesi gibi, bazi membran o6zelliklerini degistirmektedir. Ayrica
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diffiize olabilme 6zelliginden dolayl, DNA’nin nitrojen bazlariyla reaksiyona girmektedir.
Bu ozelliklerinden dolayt MDA, mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesiktir
(Cadenas,1989; Cheeseman ve Slater, 1993; Frank ve Massaro 1980; Freeman ve Crapo,
1982; McQueen ve Williams, 1990).

1.4. 8-iso-prostaglandin F,a (8-iso-PGF,a)

Isoprostanlar, oksijen radikalleri tarafindan doku fosfolipidlerinin oksidasyonu
sonucu eikosanoidlerden non-enzimatik yolla ortaya c¢ikan bir gruptur. Bu grubun
iyelerinden olan ve lipid peroksidasyonu sonucu non-enzimatik olarak arasidonik asitten
tiretilen 8-iso-prostaglandin Foa (8-is0-PGF,a) son yillarda oksidatif hasarin giivenilir bir
gostergesi olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir. 8-is0-PGF,a, arasidonik asitin serbest
radikal-katalizli peroksidasyonu tarafindan olusan ¢ok sayida prostandan biridir. Serbest
radikal hasarli hayvan modellerinde 8-iS0-PGF2a miktarinin yiiksek seviyelerde oldugu
rapor edilmistir (Cavalca vd., 2012; Davi vd., 1999; Dogukan vd., 2011; Liang vd., 2003;
Tsikas, 2004; Ulu vd., 2012).

1.5. Nicotin Amide Phosphoribosyl Transferase (NAMPT)

Nicotin Amide Phosphoribosyl Transferase (NAMPT) veya visfatin olarak bilinen
enzim, ilk olarak Samal ve ark. (1994) tarafindan B lenfosit onciilleri i¢in bir biiyliime
faktorii olarak tanimlanmistir. Bu ¢alismada, visfatinin, IL-7 ve kok hiicre faktoriiniin B
hiicreleri lizerine olan etkilerini artirdig1 belirlenmis ve bu nedenle de, *‘pre-B hiicre koloni
artirict  faktor’”  olarak isimlendirilmistir (Samal vd., 1994). Visfatin insan
metabolizmasinda PBEF1 (pre-B cell colony-enhancing factor 1) geni tarafindan regiile
edilmektedir. Visfatin son yillarda kesfedilen adiposit-salinimli bir protein olarak
bilinmekle beraber ayrica insan ve kemirgenlerde viicut yag orani1 dengesinde de 6nemli bir
rol oynadigi diisiiniilmektedir. Visfatin, baglica viseral beyaz yag dokusu tarafindan
sentezlenen bir adipostokin/adipokindir. Yapilan caligmalarda, visfatinin obezite, insiilin
direnci ve inflamasyonda rol aldig1 gosterilmistir. Dolasimdaki visfatin diizeyinin viseral
yag kitlesi ile korele oldugu belirlenmistir (Fukuhara vd., 2005; Garten vd., 2009; Sethi ve
Vidal-Puig, 2005). Visfatin enzimi memeli biyokimyasinda temel olarak nicotinamide
adenine dinucleotide (NAD) biyosentezinde rol almaktadir (Revollo vd., 2007). Visfatinin
sadece beyaz adipoz doku tarafindan degil, endotoksinle uyarilan nétrofiller tarafindan da

tiretildigi gosterilmistir. Ayrica lenfositler, kemik iligi, karaciger, kas, trofoblast ve fetal

7



membranlarda da bulunmaktadir (Mamali vd., 2012). Visfatinin, fare deneylerinde, immiin
cevabin baglatilmasi ve diizenlenmesinde 6nemli rolii olan niikleer tanskripsiyon faktor
(NF-xp) aktivasyonunda goérev aldigi bildirilmistir. Bu sonuglar, visfatinin inflamatuar
stirece katiliyor oldugunu gostermektedir. Bobrekteki mesanjiyal hiicrelerin ayni1 zamanda
visfatin saliniminda yiiksek yetenege sahip oldugu bildirilmistir (Song vd., 2008). Visfatin;
nefropati patogenezinde onemli bir parakrin rolii ve bobrek iltihabi varliginda seviyesi

anlamli derecede yiiksek olan bir enzimdir (Fouda vd., 2011; Kang vd., 2010).

1.6. Sirtuin-1 (SIRT-1)

Sirtuin-1 (SIRT1) sirtuin ailesinin bir {iyesi olan ve hiicresel diizenlemede goérev
alan proteinlerin deasetilasyonundan sorumlu bir enzimdir. Sirtuin 1 insanlarda SIRT1
geni tarafindan regiile edilir ve ayrica NAD-bagimli deasetilaz sirtuin-1 olarakta
tanimlanir. Cesitli hiicrelerde SIRT-1 esas olarak c¢ekirdekte lokalize olur, sitoplazmik
lokalizasyonu da ayrica bildirilmistir. Bircok énemli hiicresel siireglerin diizenlenmesinde
SIRT-1’in 6énemi yakin zamanda dikkatleri {izerine ¢ekmistir. Ornegin, kendi deasetilaz
faaliyetleri yoluyla SIRT-1; hiicre cogalmasi, farklilagsmasi, hayatta kalma ve yaslilik, gen
ekspresyonu diizenlenmesi, hiicresel metabolik dengesinin kontrolii gibi birgok konuda
onemli rol oynadigi disiiniilmektedir. Ayrica SIRT-1 aktivasyonunun ndroprotektif rol
oynadig1 One siiriilmektedir. Bakterilerden oOkaryotlara kadar bulunmaktadir. Memeli
sirtuin ailesi, yedi tiyeden olusur. Memeli sirtuin proteinleri (SIRT1-SIRT7) gen
baskilanmasi, DNA tamiri ve metabolik regiilasyon gibi 6nemli hiicresel ve biyokimyasal
proseslerde rol almaktadirlar. SIRT-1 yaglanma ve uzun Omiir kontroliinde 6nemlidir.
Ayrica mitokondriyal biyogenezi, yag asidi oksidasyonu ve solunumla ilgili genleri aktive
ederek lipid ve glikoz dengesinin diizenlenmesinde yer almistir. SIRT-1 dogrudan P53
tizerinde etkili oldugundan kanser biyolojisinde 6nemli rolii vardir. p53 igerisinde Lys382
asetilasyonu; SIRT-1’in dogrudan bir hedefi olarak saptanmistir. Cesitli ¢alismalardan elde
edilen bulgular SIRT-1 modiilatorleri (inhibitorleri veya aktivatorleri) diyabet, obezite,
kanser gibi inflamasyon ve metabolik bozukluklar igin iyi bir tedavi etkeni olarak
diisiiniilmektedir. SIRTI1’in hiicresel farklilagsma, apoptozis, otofaji, gelisim, kanser,
sitkadiyen ritim ve metabolizmada Onemli rol oynadigi bilinmektedir. SIRT-1’in
susbtratlar1 arasinda bulunan NF-xf, inflamatuar hiicre hasarinda merkezi bir rol
oynamaktadir. Yapilan arastirmalarda SIRT-1’in ekspresyonunun artmasi ile sisplatine

bagli hiicre hasarini 6nemli 6l¢giide azalttigr belirtilmistir. SIRT-1'in katalaz ekspresyonunu



azaltarak renal tiibiiler hiicrelerde ROS seviyelerinde diizelme gostermektedir. Sirtuin’in
bobrek koruyucu etkisi ve renal yaslanmayi geciktirici etkisi muhtemeldir. Beslenme
sekilleri ve farkli stres sekilleri, farkli dokularda farkli hiicre tipinde sirtuin'i aktive eder.
Birden fazla lokal ve sistemik etkileri bu sonucu vermektedir. SIRT-1, glomeriiler
mesanjiyal hiicrelerde TGF-B1 kaynakli apoptozisi inhibe eder. Boylece SIRT-1 bobrek
glomeriiler hastaliklarin 6nlenmesi igin yeni bir strateji saglayabilir. SIRT-1 ayn1 zamanda
reaktif oksijen tiirleri hiicresel detoks yetenegini artirir. Son zamanlardaki ¢alismalarda
obezite ile baglantili birgok metabolik adaptasyonu diizenledigi gosterilmistir. SIRT-1’in
adipokinlerin ifadesini diizenledigi goriilmiistiir. SIRT-1 yag hiicrelerinin olgunlagmasi
icin gerekli faktorlerin etkinligini baskilar, insiilin salgisin1 diizenler, plazma glukoz
diizeylerini ayarlar ve insiilin duyarlilif1 ve mitokondriyal kapasiteyi degistirebilir. SIRT-1
kromatin yapisi ve gen ekspresyonunun énemli bir diizenleyicisidir ve bu sekilde hiicre
faliyetlerin diizenlenmesi ile 6nemli bir hiicresel kimlik belirleyici oldugu ortaya ¢ikabilir.
Kromatinin kompleks yapilara sahip olmasina ragmen, sadece histon sarilit DNA son
derece organize olarak goriilebilir. Farkli epigenetik mekanizmalarla kromatinler yeniden
olusur, gen ifadesinin farkli bir model olmasina Onciiliik eder. SIRT1’in bu genlerin
ifadelerini hem normal hem anormal olarak diizenlendigi bilinmektedir. SIRT1 adipogenik
programda Onemli molekiiler anahtar faaliyetlerini diizenler. Sirtuinin  farklh
organizmalarda hiicresel yasamin diizenleyicisi olmasi sasirtict degildir. Ornegin, diyabete
bagli oliim nedenlerinden biri diyabetik nefropatidir, 6zellikle son donemdeki bobrek
hastaliklarinin sorumlusu olarak goriiliir. Diyabetik nefropatinin bir tipinde, diyabetik
sicanlarin bobreklerinde SIRT1’in azaldigi goriilmistiir (Baur, 2010; Dong vd., 2011;
Gillum vd., 2011; Hao ve Haase, 2010; Hasegawa vd., 2008; Jin vd., 2009; Jung vd.,
2012; Kalle vd., 2010; Kanfi vd., 2008; Li vd., 2010; Matsui vd., 2012; Metoyer ve Pruitt ,
2008; Nogalska vd., 2010; Price vd., 2012; Uhla vd., 2010; Yi ve Luo, 2010; Zhang vd.,
2012).

1.7. Siklooksijenaz-2 (COX-2)

Siklooksijenazlarin en belirgin izoformlarindan olan cox-2, daha ¢ok kanser, yangi
ve iltihabi reaksiyonlarda fazla oranda sentezlenen normal dokularda sentez orani oldukca
zay1f olan bir enzimdir. Kanser hiicrelerinin gelisimi ve farklilasmasinda cox-2 enziminin
biiyiik rolii vardir ve bu mekanizmada olduk¢a 6nem arz etmektedir (Dannenberg vd.,

2001; Baek, 2006). Siklooksijenaz-2 sentezi dokularda, hormonlar, biiyiime faktorleri,



endotoksinler, sitokin benzeri tiimor nekrozis faktor (TNF), interlokinler ve interferonlar
tarafindan indiiklenmektedir. Herhangi bir patolojik durumda bu uyarici faktorlere bagh
olarak cox-2 sentezinde bulundugu dokuya gore biiyiik artislar goriillmektedir. Bu uyarici
faktorler, hiicre yiizeylerindeki reseptorlere baglandiginda, bazi protein kinazlar aktive
olmakta buna bagli olarak da NF-«xf aktifleserek c¢ekirdekte cox-2 gen promotor
bolgesinden cox-2 enzim sentezini tesvik etmektedir. Siklooksijenazlar, prostaglandin
sentezleyici enzimler olarak da bilinmektedirler. Ozellikle de arasidonik asidin
prostaglandinlere doniisiimiinde etkilidirler. Hiicre zarinda bulunan arasidonik asit
metabolizmast fosfolipaz A; enzimi tarafindan katalizlenmektedir (Tuynman, 2004).
Mekanizmada oncelikle fosfolipitlerin fosfolipaz A; ile hidrolizi sonucu arasidonik asit
olugmaktadir, sonra cox-2 enzimi katalizorliigiinde molekiiler oksijen arasidonik asite
aktarilarak kararsiz bir bilesik olan prostaglandin G, (PGG;) olugsmakta, bu da hemen cox-
2 enziminin peroksidaz aktivitesi katalizorliiglinde PGHy’ye doniismekte ve spesifik
izomerazlar da PGH;’yi farkli prostaglandinlere doniistiirmektedir (Dannenberg vd., 2001;
Fernandez-Martinez vd., 2012).

1.8. Transforming Growth Factor-p1 (TGF-p1)

Transforming growth factor beta 1 (TGF-B1) sitokinlerin transforming biiyiime
faktori beta familyasinin polipeptid tyesidir. TGF-B1 proteini hiicresel biiytime, ¢ogalma,
farklilasma ve programli hiicre olimii (apoptozis) gibi birgok hiicresel ve molekiiler
islevde rol almaktadir. insanlarda bu protein TGF-B1 geni tarafindan regiile edilir. TGF-B1
geninin  aktivasyonunda veya sinyalizasyonundaki diizensizligin apoptozis ile
sonuglanabilecegi bircok onemli ¢alisma tarafindan gosterilmistir. Birgok hiicre TGF-p1
proteinini sentezlemekte ve bu hiicrelerin hemen hepsi bu proteine spesifik reseptorlere
sahiptirler. TGF-B1, TGF-f2, ve TGF-B3, hepsi ayni sinyal yolag:i iizerinden regiile
edilmektedirler. TGF-B1 proteini ayrica bagisiklik sisteminin kontroliinde de aktif bir
sekilde rol oynamaktadir (Assoian ve ark., 1983; Li ve ark., 2010; Taylor, 2009).

1.9. Tiimor Nekroz Faktor- o (TNF-a)

Timor nekroz faktor (TNF) normal sartlar altinda birgok hiicre tarafindan tretilen
ve spesifik olarak tiimorlesmis hiicrelerin degradasyonunu saglayan bir sitokindir. Yapisal
olarak 185 aminoasitten olusan glikoprotein hormonudur. TNF-a makrofajlar ve diger

cesitli hiicre tipleri, TNF- B ise T hiicre lenfositleri tarafindan sentezlenir. TNF, interlokin-
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1 (IL-1) ile beraber veya ayri bir sekilde sistemik inflamasyonu aktive etmektedir. Birgok
calismadan alinan bulgulara goére bu protein insulin direncini arttirmaktadir. Makrofajlar
tarafindan tiretilen TNF-a yag dokusundan salgilanan ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir. Hiicre
cogalmasi ve degisimi, apoptozis, lipit metabolizmasi, pihtilasma gibi genis bir biyolojik
spektrumda gorev alirlar. TNFRSF1A/TNFR1 ve TNFRSF1B/TNFRII olarak adlandirilan
reseptorleri aracilifiyla fonksiyon gormektedir. inflamasyon, septik sok, otoimmiin
hastaliklar, obezite ve insiilin rezistansi ile birliktelik gosterir. Bu peptidin soluble form ve
membrana bagl form olmak tizere iki formu vardir. Akut inflamasyon ve obezitede TNF-a
ekspresyonu artar. TNF-a; lipolize neden olarak adipositlerin apopitozise ilerlemesine,
insiilin rezistansina, Glukoz Tasiyict Protein 4 (GLUT 4) inhibisyonuna, insiilin reseptor
sentezinde azalmalara neden olan bir yangi belirleyici sitokindir (Fantuzzi, 2005;

Hotamisligil, vd., 1994; Hotamisligil, 2003).
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Antikanserojen ila¢ olarak klinikte siklikla kullanilan ksenobiyotik 6zellikli
sisplatinin olusturdugu nefrotoksisitede NAMPT/SIRT-1 sinyal yolagindaki mekanizmalar
tizerine antioksidan oOzellikli melatoninin etkileri ile ilgili herhangi bir literatiire

rastlanilmamistir. Bu ¢alismada melatoninin, sisplatin nefrotoksisitesi olusturulan ratlarda;

Bobrek dokusu NAMPT, SIRT-1, COX-2, TGF-B1 ve TNF-a diizeyleri iizerine
etkileri,

- Serum iire, kreatinin degerleri iizerine etkileri,

- Bobrek dokusu lipit peroksidasyonu (MDA) {izerine etkileri,

- Bobrek dokusu 8-iso-prostaglandin F,a tlizerine etkileri,

- Bobrek dokusunda meydana gelen histolojik degisiklikler {izerine etkileri

arastirilmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Hayvan Materyali

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden (FUDAM) temin
edilen ve agirliklar1 200-215 g arasinda degisen erkek Wistar albino cinsi ratlar kullanildi
(n=40, 8 haftalik). Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'ndan (FUHADEK),
onay alindiktan sonra (Tarih: 20.01.2011, Toplanti: 2011/1, Karar No: 21), ¢alisma standart
deneysel hayvan c¢alismalar etik kurallarina uygun olarak yapildi. Yemler, 6zel celik
kaplarda ve su da paslanmaz ¢elik bilyeli biberonlarda normal musluk suyu olarak verildi.
Deney hayvanlar1 Elazig Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelet yemle beslendi.
Deneysel caligmalara baslamadan oOnce, c¢ikabilecek aksakliklarin asgariye indirilmesi
amaciyla 6n c¢aligma yapildi. Deney hayvanlarinin bulunduklari nisbi nem %55 +5, ortam
sicakligr 2242 °C ve 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde takip edildi.

Hayvanlara yem ve su ad libitum olarak verildi.

2.2. Deneme Diizeni

Nefrotoksisite tek doz intraperitoneal (i.p.) sisplatin enjeksiyonu ile olusturuldu.
Sisplatin (Sigma Chemical Co, USA), % 0.9 salin (1 ml/100 gr/kg i.p.) i¢inde 7 mg/kg
olacak sekilde 1.p. enjeksiyon yoluyla arastirmanin 3. giiniinde tek dozda uyguland.

Ratlar rastgele asagidaki sekilde gruplandirildi:
1. Kontrol grubu (n=10): Sisplatin uygulanmayan, arastirmanin 3. giiniinde i.p. olarak
sisplatinle esit hacimde izotonik salin soliisyonu (1 ml/kg/giin) uygulanan ve bazal diyetle
beslenen ratlar.
2. Melatonin grubu (n=10): Sisplatin uygulanmayan, 12 giin siireyle Melatonin (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) (4 mg/kg/giin) verilen ratlar.
3. Sisplatin grubu (n=10): Sisplatinin aragtirmanin 3. giiniinde % 0.9 salin iginde 7 mg/kg
olacak sekilde 1.p. enjeksiyon yoluyla tek dozda uygulandigi ratlar.
4. Melatonin + Sisplatin grubu (n=10): Sisplatin uygulanan ve uygulamadan 2 giin 6nce ve
uygulamadan sonra 10 giin siireyle Melatonin (4 mg/kg/giin) verilen ratlar.

Melatonin, % 0.1 etil alkol igeren serum fizyolojikte hazirlanarak her bir rata 4
mg/kg/giin dozunda karanlik periyoda ge¢meden hemen Once intraperitoneal (i.p.)
enjeksiyonla sisplatin uygulmasindan 2 giin 6énce ve uygulamadan sonra 10 giin toplam 12

giin siireyle giinde 1 kez olacak sekilde verildi. Sisplatin uygulamasindan 10 giin sonra



ratlar anestezi altinda dekapite edilerek analizler igin doku Ornekleri alindi ve analizler
yapilincaya kadar —80 °C’ de saklandi. Bobrekler fosfat tamponlu soliisyon ile (PBS; 0.15
M NaCl ve 0.01 M sodyum fosfat tamponu, pH 7.4) aorta yoluyla perfiize edilerek

histolojik inceleme i¢in ¢ikarildi. Serum iire-azotu ve kreatinin dlgiimleri i¢in kan alindi.

2.3. Laboratuvar Analizleri

2.3.1. Serum Ure Kreatinin Analizleri
Kan 6rnekleri 3000 g’de 10 dk siireyle santrifiij edildi ve serumlari ayrildi. Serum

tire nitrojeni ve kreatinini biyokimyasal analizor ile (Olympus AU-660, Japonya) ol¢iildii.

2.3.2. MDA Analizi
Doku malondialdehit (MDA) seviyeleri, Karatepe’den (2004) modifiye edilerek
yiiksek basingli s1vi kromatografisiyle (HPLC, Shimadzu, Tokyo, Japan) analiz edildi.
e  Her denekten 150’ser mg bobrek dokusu alindi.
. Uzerine 450 ul deiyonize su ve 50 pl butilat hidroksitoluen (BHT) eklenerek cam
homojenizatorde doku pargalandi.
o 0.5 M’lik HCIO4’ den 500 pl ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii.
o Karigim 4500 devir/dk hizla sogutmali santrifiijde 5 dakika boyunca santrifiijlendi.
o Stipernatant kisimlar alinarak dikkatlice alinarak HPLC viallerine dizildi.
Tiim islemlerde homojenatlar ve kimyasallar 1s1iktan korundu ve soguk zincire riayet
edildi.
o Hareketli faz olarak 30 mM KH,PO, - metanol (% 82.5 — 17.5; pH: 4) kullanildx.
. 250 nm'de Inertsil Sp C—18 (15 cm x 4,6 mm) kolonu kullanildi.
° Akis hiz1 1 mL/dakika olarak belirlendi.
e MDA i¢in geri kazanim % 98.8 olarak bulundu.

2.3.3. 8-i50-PGF ,a Analizi
8-iso-prostaglandin F,a diizeyleri enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
yontemine gore calisan ticari kitlerle (Cayman Chemical, MI, USA) olgiildii. ELISA

sistemi (EIx—800; Bio-Tek Instruments Inc, Vermont) kullanilarak okundu.
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2.3.4. Western Blot Analizleri

Bobrek dokusu 1:10 (w/v)* luk soguk hipotonik tampon [10 mM HEPES (pH 7.8),
10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, and 0.1 mM
phenylmethylsulfonyl-fluoride (PMSF)] i¢inde homojenize edildi. Doku homojenatlarina %
10’luk Nonidet P-40 (NP-40) ¢ozeltisinden 80 ul ilave edildi ve karisim 14.000 g'de 2
dakika siire ile santrifiij edildi. Siipernatanlar yeni tiiplere alind1. Pellet, 40 ul %10’luk NP-
40 ilaveli soguk hipotonik tamponun [10 mM HEPES (pH 7.8), 10 mM KCI, 2 mM MgCl,,
1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, and 0.1 mM phenylmethylsulfonyl-fluoride (PMSF)] 500 ul'si
ile bir kez yikandi. Daha sonra 200 pl tampon [5S0 mM HEPES (pH 7.8), 50 mM KCI, 300
mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF,% 20 gliserol] igerisinde yeniden
siispanse edildi ve 14.800 g’de 5 dakika boyunca santrifiij islemi yapildi. Elde edilen
slipernatant yeni tiiplere alindi (Farombi vd., 2008). Protein konsantrasyonu Lowry
prosediiriine uygun sekilde protein Ol¢iim kiti kullanilarak (Sigma, St. Luis, MO, USA)
Olciildii. Siipernatanlara, % 2’lik B-merkaptoetanol iceren sodyum dodecyl siilfat-
poliakrilamid jel (SDS-PAGE) elektroforezi tamponu eklendi. SDS-PAGE jel iginde esit
miktarlarda (50 pg) protein, elektroforez ig¢in kullanildi (Laemmli, 1970). Arkasindan
nitroselliiloz membranlara (Schleicher and Schuell Inc, Keene, NH, USA) aktarildi.
Nitroselliiloz membranlar PBS i¢inde 5 dakika siireyle 2 kez yikandi ve % 1°lik sigir serum
alblimini igerisinde primer antikor uygulamasindan 6nce 1 saat bekletildi. Primer antikor
[Nampt, Sirtuin-1, Cox-2, TGF-B1, TNF-a (Abcam, Cambridge, UK)] % 0.05 Tween-20
iceren ayn1 tampon iginde 1:1000 oraninda diliie edildi. Nitroselliiloz membran gece
boyunca 4°C’de primer antikorlari ile inkiibe edildi. Blotlar yikandi ve sekonder antikor
[horseradish peroksidaz-conjugated goat anti mouse IgG (Abcam, Cambridge, UK)] ile
inkiibe edildi. Spesifik baglanma, diaminobenzidin ve H,O, substratlar1 kullanilarak tespit
edildi. Protein yiikleme B-aktin antikoruna (A5316; Sigma) karsi monoklonal bir mouse
antikoru kullanilarak kontrol edildi. Protein diizeyleri bir goriintii analiz sistemi (Image J;

National Institute of Health, Bethesda, USA) ile dansitometrik olarak analiz edildi.

2.4. Histopatolojik Degerlendirme

Her bir rattan alman sol bobrek histolojik inceleme icin hemen %20’lik nétral
tamponlu formalin soliisyonu ile fikse edildi. Daha sonra yavas yavas dehidrate edilip
parafine gomiildii. Parafin bloklar standart islemlere uygun olarak SuM’lik kesitler halinde

kesilerek hematoksilen- eosin boyasi ile boyandi (Ross vd., 1989). Her bir bobrek lami igin
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minimum 10 alan incelendi. Vakiioler dejenerasyon, tiibiiler atrofi ve dilatasyon, tiibiiler
nekroz, interstisyel 6dem ve inflamasyon tedavi gruplarindan haberdar olmayan bir patolog
tarafindan semikantitatif olarak degerlendirildi. Degisimin siddetini belirlemede kullanilan
derecelendirme sistemi: (-): yok, (+): hafif derece hasar, (++): orta derece hasar, (+++):

siddetli hasar olarak belirlendi.

2.5. istatistiksel Analizler

Veriler SAS (2002) paket programinda PROC GLM (General Linear Model)
prosediirii ile analiz edildi. Grup i¢i farklilig1 ortaya koymak amaciyla Fisher post hoc testi
uyguland. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Ure Diizeyleri

Serum {ire diizeyleri incelendiginde sekil 1’de goriildiigii gibi gruplar arasindaki
fark onemli bulunmustur (p<0.001). Gruplar i¢i farkliliga bakildiginda ise sisplatin
grubunun (438.9+60.1 mg/dl), kontrol grubuna (31.5+3.4 mg/dl) gére anlamli olarak
yiiksek oldugu saptand1  (p<0.0001). Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda
melatonin+sisplatin grubu (209.0+42.5 mg/dl) iire diizeyleri 6nemli bir diisiis gostermistir
(p<0.001). Kontrol grubu ile melatonin grubu (30.9£2.0 mg/dl) arasinda yapilan
karsilastirmada  istatistiksel olarak anlamli bir farklilk go6zlenmedi (p>0.05).
Melatonin+sisplatin grubunda iire degerleri sisplatin grubuna goére daha diisiik olmakla

birlikte, kontrol ve melatonin grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0.001).

Kontrol Melatonin ~ Sisplatin Sisplatin +
Melatonin

Sekil 1. Serum iire diizeyleri [a-C: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan
o6nemlidir (p<0.05)]



3.2. Kreatinin Diizeyleri

Serum kreatinin diizeyleri incelendiginde sekil 2’de goriildiigii gibi gruplar
arasindaki fark onemli bulunmustur (p<0.001). Gruplar i¢i farkliliga bakildiginda ise
sisplatin grubunun (3.61+0.43 mg/dl), kontrol grubuna (0.68+0.19 mg/dl) gore anlamli
olarak yiiksek oldugu saptandi (p<0.001). Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda
melatonin+sisplatin grubu (1.91+£0.57 mg/dl) kreatinin diizeyleri 6nemli bir diisiis
gostermistir (p<0.001). Kontrol grubu ile melatonin grubu (0.67+0.14 mg/dl) arasinda
yapilan Kkarsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farkliik gézlenmedi (p>0.05).
Melatonin+sisplatin grubunda kreatinin degerleri sisplatin grubuna gore daha diisiik
olmakla birlikte, kontrol ve melatonin grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur

(p<0.001).

Kontrol Melatonin ~ Sisplatin ~ Nisplatin +
Melatonin

Sekil 2. Serum kreatinin diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan
onemlidir (p<0.05)]
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3.3. MDA Diizeyleri

Bobrek dokusu MDA diizeyleri incelendiginde sekil 3’de goriildiigii gibi gruplar
arasindaki fark onemli bulunmustur (p<0.001). Gruplar i¢i farkliliga bakildiginda ise
sisplatin grubunun (170.0+10.5 nmol/g), kontrol grubuna (85.6+4.5 nmol/g) gore anlamli
olarak yiiksek oldugu saptandi (p<0.001). Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda
melatonin+sisplatin  grubu (105.448.2 nmol/g) MDA diizeyleri o6nemli bir disiis
gostermistir (p<0.001). Kontrol grubu ile melatonin grubu (87.5+5.6 nmol/g) arasinda
yapilan Kkarsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklihik g6zlenmedi (p>0.05).
Melatonin+sisplatin grubunda MDA degerleri sisplatin grubuna gore daha diisiikk olmakla

birlikte, kontrol ve melatonin grubuna gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Kontrol Melatonin ~ Sisplatin ~ Sisplatin +
Melatonin

Sekil 3. Bobrek dokusu MDA diizeyleri [a-C: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (p<0.05)]
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3.4. 8-iso-prostaglandin F,a Diizeyleri

Bobrek dokusu 8-iso-prostaglandin  F,o  diizeyleri incelendiginde sekil 4’de
gorildiigii gibi gruplar arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.001). Gruplar i¢i farkliliga
bakildiginda ise sisplatin grubunun (1582+35 pg/g), kontrol grubuna (558 +14 pg/g) gore
anlaml olarak yiiksek oldugu saptandi (p<0.001). Sisplatin grubu ile karsilagtirildiginda
melatonin+sisplatin grubu (1125+26 pg/g) 8-iso-prostaglandin F,o diizeyleri 6nemli bir
diisiis gostermistir (p<0.001). Kontrol grubu ile melatonin grubu (543+22 pg/g) arasinda
yapilan Kkarsilagtirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05).
Melatonin+sisplatin grubunda 8-iso-prostaglandin F,a degerleri sisplatin grubuna gore daha
diisiik olmakla birlikte, kontrol ve melatonin grubuna gore daha yiiksek bulunmustur

(p<0.001).
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Kontrol Melatonin ~ Nisplatin Sisplatin +
Melatonin

Sekil 4. Bobrek dokusu 8-iso-prostaglandin Foa diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (p<0.05)]
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3.5. Western Blot Analizleri

Bu calismada; bobrek dokusu NAMPT, SIRT-1, COX-2, TGF-f1 ve TNF-a
diizeyleri Western blot yontemiyle analiz edilmistir. Bu analiz sonuglarina gore ratlarin
bobrek dokusu NAMPT, SIRT-1, COX-2, TGF-B1 ve TNF-a diizeylerini ifade eden
Western blot bantlar1 sekil 5’de gosterilmistir. Ayrica nitroselliiléz membranlarda
goriintlilenen bu bantlarin  rolatif  yogunluklart hesaplanarak mukayeseli barlar

olusturulmustur.
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Kontrol Melatonin ~ Sisplatin ~ Sisplatin +
Melatonin

Sekil 5. Bobrek dokusu NAMPT, SIRT-1, COX-2, TGF-B1 ve TNF-a diizeylerini ifade eden Western blot
bantlar1
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3.5.1. NAMPT Diizeyleri

Bobrek NAMPT diizeyleri sekil 6°da gosterilmistir. NAMPT diizeyleri bakimimdan
gruplar arasinda onemli bir farklilik tespit edilmistir (p<0.001). Sisplatin grubu NAMPT
diizeyi, kontrol grubuna gore artmustir (p<0.05). Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda
melatonin+sisplatin grubu NAMPT diizeyinde anlamli bir azalma tespit edildi (p<0.05).
Kontrol grubu ile melatonin grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05).

k—k
=

=

MNAMPT (%o lonrol)
w =

Kontrol ~ Melatonin ~ Sisplatin ~ Sisplatin +
Melatonin

Sekil 6. Bobrek dokusu NAMPT diizeyleri [a-c: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (p<0.05)]
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3.5.2. SIRT-1 Diizeyleri

Bobrek SIRT-1 diizeyleri sekil 7°de gosterilmistir. SIRT-1 diizeyleri bakimindan
gruplar arasinda onemli bir farklilik tespit edilmistir (p<0.001). Sisplatin grubu SIRT-1
diizeyi, kontrol grubuna gore azalmistir (p<0.05). Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda
melatonin+sisplatin grubu SIRT-1 diizeyinde anlamli bir artig tespit edildi (p<0.05).
Kontrol grubu ile melatonin grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05).

SIRT1 (% kontr oly

Kontrol Melatonin ~ Nisplatin ~ Sisplatin +
Melatonin

Sekil 7. Bobrek dokusu SIRT-1 diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (p<0.05)]
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3.5.3. COX-2 Diizeyleri
Bobrek COX-2 diizeyleri sekil 8’de gosterilmistir. COX-2 diizeyleri bakimindan

gruplar arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (p<0.001). Sisplatin grubu COX-2
diizeyi, kontrol grubuna gore artmustir (p<0.05). Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda
melatonin+sisplatin grubu COX-2 diizeyinde anlamli bir azalma tespit edildi (p<0.05).
Kontrol grubu ile melatonin grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05).

CORC2 (%% konirol)

Kontrol Melatonin ~ Nisplatin ~ Sisplatin +
Melatonin

Sekil 8. Bobrek dokusu COX-2 diizeyleri [a-c: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (p<0.05)]
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3.5.4. TGF-B1 Diizeyleri
Bobrek TGF-B1 diizeyleri sekil 9°da gosterilmistir. TGF-B1 diizeyleri bakimindan

gruplar arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (p<0.001). Sisplatin grubu TGF-B1
diizeyi, kontrol grubuna gore artmustir (p<0.05). Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda
melatonin+sisplatin grubu TGF-B1 diizeyinde anlamli bir azalma tespit edildi (p<0.05).

Kontrol grubu ile melatonin grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05).
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Eontrol ~ Melatonin ~ Sisplatin ~ Sisplatin +
Melatonin

Sekil 9. Bobrek dokusu TGF-B1 diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (p<0.05)]

25



3.5.5. TNF-a Diizeyleri

Bobrek TNF-a diizeyleri sekil 10’da gosterilmistir. TNF-a diizeyleri bakimindan
gruplar arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (p<<0.001). Sisplatin grubu TNF-a
diizeyi, kontrol grubuna gore artmustir (p<0.05). Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda
melatonin+sisplatin grubu TNF-o diizeyinde anlamli bir azalma tespit edildi (p<0.05).
Kontrol grubu ile melatonin grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05).
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Kontrol Melatonin ~ Nisplatin ~ Sisplatin +
Melatonin

Sekil 10. Bobrek dokusu TNF-a diizeyleri [a-c: Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (p<0.05)]
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3.6. Histopatolojik Bulgular

Kontrol ve melatonin grubundaki ratlardan alinan bobreklerde herhangi bir patoloji
gbozlenmedi. Buna karsilik, sisplatin verilen grupta korteks ve dis medullada orta siddete
vakuolizasyon, hafif siddette interstisyel 6dem ve inflamasyon, siddetli derecede tiibiiler
nekroz gozlendi. Melatonin+sisplatin grubunda ise sisplatinin indiikledigi histopatolojik
degisikliklerin siddetinin azaldig1 goriildii (Tablo 1, Sekil 11)

Tablo 1. Melatonin uygulamasinin rat bobrek dokusunda morfolojik degisiklikler iizerine etkisi (n=10)

Gruplar

Morfolojik _ o Melatonin
Degerlendirme Kontrol Melatonin Sisplatin ssisplatin
Tibiiler Rejenerasyon - - + -
Tibiiler Dilatasyon - - ++ +
Tibiiler Vakuolizasyon + + ++ +
Interstisyel Inflamasyon - - + -
Tiibiiler Nekroz - - 4+ +

-1 Yok, + (Hafif) : <% 25, ++ (Orta) : % 25-50 aras, +++ (Siddetli) : % 50°den fazla
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Sekil 11. Gruplarda bobregin histopatolojik goériiniimii [A:Kontrol grubu, normal histoloji; B:Melatonin
grubu, normal histoloji; C:Sisplatin grubu, tiibiiliislerde yaygin dejenerasyon, nekroz ve rejeneratif
degisiklikler; D: Melatonin+Sisplatin grubu, tiibiilus epitel hiicrelerinde hafif derecede hidropik dejenerasyon
ve tiibiiler hasar (H&E, x200)]
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu calisma, tek doz intraperitonal (i.p.) sisplatin uygulamasiyla olusturulan rat
nefrotoksisite modelinde melatonin uygulamasinin bdbrek koruyucu bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Melatonin verilen hayvanlarda serum iire ve kreatinin seviyeleri,
bobrek fonksiyonlarindaki azalmanin sisplatin enjekte edilen gruba oranla belirgin bigimde
diisiik oldugunu ortaya koymaktadir. Bobrek dokusunda MDA ve 8-is0-PGF,a seviyeleri
sisplatin grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Melatoninle
tedavi edilen ratlarda, SIRT-1 protein ekpresyon seviyesi belirgin bi¢imde artis yoniinde
diizenlenirken NAMPT, COX-2, TGF-B1 ve TNF-a proteinlerinin ekspresyon seviyeleri
ise azalmistir. Histopatolojik bulgular, melatoninle 6n tedavinin, sisplatinle olusturulan
tiibiiler nekrozu ve sisplatinin neden oldugu cogu patolojik degisimi indirgedigini ortaya
koymustur.

Sisplatin ROS iiretimini arttirir, antioksidan enzim diizeylerini azaltir, TNF-a
seviyesini gelistirir (Ramesh  ve Reeves, 2002), toksisitesini tetiklemek suretiyle
apoptozisi uyarir (Tsuruya vd., 2003). Bobrekteki mesanjiyal hiicrelerin  NAMPT
salimiminda yiliksek yetenege sahip oldugu bildirilmistir (Song vd., 2008). NAMPT
nefropati patogenezinde dnemli rolii olan bir enzimdir (Kang vd., 2010). NAMPT hiicrede
NAD’mn doniisiimiinde ve regiilator enzimlerin diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir
(Yang vd., 2006). Sisplatin tarafindan olusturulan serbest oksijen radikallerinin NF-kf’yi
aktiflestirdigi bildirilmektedir (Lee vd., 2006). SIRT-1’in kanser hiicrelerinin apoptozise
yonlendirilmesinde ve oksidatif strese direncin arttirnlmasinda  goérev aldigi rapor
edilmisgtir (Kalle vd., 2010). NF-«kp, SIRT-1’in 6nemli substratlarindan biridir ve
inflamatuar hiicre hasarinda merkezi bir rol oynamaktadir. Sisplatin kaynakli bobrek
hasarinda NF-kf’nin aktiflesmesi suretiyle ROS tiirlerinin yangidaki rolii de aragtirilmistir
(Lee vd., 2006). Yapilan arastirmalarda SIRT1’in ekspresyonunun artmasi ile sisplatine
bagl hiicre hasarin1 6nemli dlglide azalttigr belirtilmistir (Jung vd., 2012). SIRT-1 aym
zamanda antioksidan enzim aktivasyonunu saglayarak reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel
detoks yetenegini artirir (Li vd., 2010). Yapilan bir aragtirmada; diyabetik ratlarda
SIRT1’in, anti-inflamatuar etkileri ve otofaji diizenlenmesi yoluyla diyabetik nefropatiyi
diizelttigini ortaya konulmustur (Tomino vd., 2012).

Sisplatin nefrotoksisitesinde ¢esitli mekanizmalar suglanmakla beraber son

donemlerde patofizyolojide daha ¢ok oksidatif stres iizerinde durulmaktadir. Oksidatif
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hasar, organizmanin antioksidan kapasitesinin iizerinde ROS (stiperoksit anyon, hidrojen
peroksit ve hidroksi radikalleri) liretimi veya antioksidan mekanizmalarin yetersizliginde
olusur. Sisplatin nefrotoksisitesinde oksidatif hasarin rolii ¢esitli  yayimlarda
bildirilmektedir (Dogukan vd., 2011; Sahin vd., 2010a; Sahin vd., 2010b; Schrier, 2002;
Tuzcu vd., 2010; Ulu vd., 2012). Kemoterapdtik ajanlar tiimoral hiicrelere spesifik
olmamakla birlikte yiiksek boliinme hizina sahip hiicrelerde daha fazla etkili olmaktadirlar.
Bu o6zellikleri ile kontrolsiiz bir sekilde boliinmeye ugrayan tiimoral hiicrelere etki ederken
ayni zamanda fizyolojik olarak yiliksek boliinme hizlarina sahip normal hiicrelere de etki
etmektedirler. Bobrek hiicreleri yiiksek boliinme hizina sahip olmamasina ragmen yiiksek
kan akim hizi ve hacmi nedeni ile kemoteropatik ajana daha fazla maruz kalmasi ve tiibiil
hiicrelerindeki transport mekanizmalari araciligi ile kemoteropotik ajanin birikmesi sonucu
bobrek hiicreleri de etkilenmektedir. Sisplatin nefrotoksisitesinde sug¢lanan ¢esitli
mekanizmalarin sonucu gelisen lipid peroksidasyonu tiibiil hiicrelerinde ¢esitli yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere yol agmakta ve biitlin bu degisiklikler nedeniyle ile bobrek
fonksiyon bozuklugu ortaya cikmaktadir. Sisplatin nefrotoksisitesini azaltmaya yonelik
olarak ¢inko pikolinat, likopen, timokinon, yesil cay, pravastatin, sistein, Ginko
alkaloidleri, C vitamini, asetilsalisilik asit, ebselen, curcumin, taurine, mizoprostol, bixin,
lipoik asit, SOD, selenyum, flavonidler, erdosteine, kafeik asit fenetil ester ve E vitamini
gibi c¢esitli antioksidanlar deneysel c¢alismalarda kullanilmis ve kismen koruyucu
etkilerinin oldugu yayinlarda belirtilmistir (Anand ve Bashey 1993; Dogukan vd., 2011; el
Daly, 1998; Fujieda vd., 2011; Matsushima vd., 1998; Sahin vd., 2010a; Sahin vd., 2010b;
Tuzcu vd., 2010; Ulu vd., 2012; Yildirim vd., 2003). Oksidatif stres ve yangi sisplatin
kaynakl1 nefrotoksisitenin kapsadigi iki ¢ok 6nemli faktordiir (Lee vd., 2006).

Melatonin (N-asetil 5-metoksitriptamin) ve metabolitlerinin, antioksidan sistemi
serbest radikalleri siipiirmeye zorladig1 gosterilmistir (Hardeland vd., 2007; Tan vd., 2007).
Melatonin; antioksidan enzimlerin (Reiter vd., 2000) ve glutatyonun (Urata vd., 1999)
sentezini sitiimile eder, baska antioksidanlarin aktivitelerini artirir (Gitto vd., 2001) ve
diger antioksidatif enzimleri oksidatif hasardan korur (Mayo vd., 2003). Wang ve
arkadaglar1 (2009), melatoninin; kardiyo pulmoner by pass sonucu olusan renal hasarin
onlenmesinde muhtemelen antioksidan fonksiyonu ve HO-1 sentezini artirmasi sonucunda
etkili oldugunu gostermislerdir (Wang vd., 2009). Melatonin; iyi tolere edilebilen, baska
tedavilerle diisiik etkilesim potansiyeline sahip ve bazi vakalarda serbest radikal siipiiriicii

ozellikleri nedeniyle sentetik ilaglarin yan etkilerini azaltabilen bir indoldiir (Reiter vd.,
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2002). Onceki c¢alismalarda melatoninin kiiciik molekiiler boyutuna ve yiiksek oranda
lipofilik olusuna bagli olarak kan-beyin bariyerinden rahatlikla gegebildigi ve insanlarda
minimum yan etkiye neden oldugu (Cheung vd., 2006; Reiter vd., 2007; Reiter vd., 2009),
farelerde beyin hasarmi (Kilic vd.,2004; Kilic vd., 2005; Zou vd., 2006) ve rat
modellerinde iskemik felci indirgedigi gosterilmistir.

Melatonin bir antioksidan olarak degisik hayvan gruplarinda, yasa bagh
norodejenerasyonda (Ortiz vd., 2008), fokal serebral iskemide (Kilic vd., 2012; Kilic vd.,
2004, Kilic vd., 2005), travmatik beyin hasarinda (Beni vd., 2004), ventrikiiler hipertrofide
(Paulis vd., 2009), antraksilin ve gentamisin gibi antibiyotik kaynakli nefrotoksisitede
(Sener vd., 2002) ve farkli nefrotoksik modellerde ¢alisilmistir (Hara vd., 2001; Nava vd.,
2000).

Son on yilda, akut ve kronik doku tahribati ve oksidatif stresin ¢esitli modellerinde,
melatoninin koruyucu etkisindeki ana mekanizmanin; dolayli (transkripsiyonel) etkiler
aracilifiyla oldugu gosterilmistir. Venoroso ve arkadaslari; ratlarda akut egzersiz sonucu
yangisal ve prooksidan yolaklarin NF-kf’ye bagli kontrolii ile iliskili olarak kalpte olusan
tahribatta, melatonin kaynakli koruma olustugunu bildirmislerdir (Luchetti vd., 2010;
Veneroso vd., 2009). Akut renal hasar olusturulan bir rat modelinde melatoninin, oksidatif
stres markorlerini, antioksidan ve detoksifikasyon enzimi HO-1’in ekspresyonunu
gelistirerek (Wang vd., 2009) veya NOS’un indiiklenebilir formu yaninda p38 MAPK ve
NF-kp aktivasyonunu inhibe etmek suretiyle arttirdigi belirlenmistir (Ozbek vd., 2009).

Melatoninin ratlardaki karaciger koruyucu etkileri, dimetilnitrozaminle akut
zehirlenme olusturularak (Jung vd., 2009) belirlenmis ve bu durum melatoninin sekonder
bir antioksidan ve detoksifikasyon ajani roliinii desteklemektedir (Luchetti vd., 2010). Bu
mekanizma, stres yanitryla aktiflesen NF-xf§ bagimli genlerin negatif modiilasyonlartyla
iligkili gorinmektedir. Visfatin NF-xf3 aktivatoriidiir. Dolayisiyla sisplatin  grubunda
visfatin diizeylerinin yiikselmesi NF-kf3’yi aktive ederek serbest oksijen radikallerinin
yangty1 artirmasina neden olmustur. Sirt-1, NF-xf’yi substrat olarak kullanir. Dolayisiyla
sisplatin grubunda sirt-1 diizeylerindeki azalma NF-kf’nin artisina neden olmaktadir.
Boylece muhtemel bir yangi artist s6z konusu olmaktadir. Melatonin uygulamasiyla
birlikte visfatin diizeylerinde meydana gelen diisiis ve sirt-1 diizeylerindeki artis NF-«[3
aktivasyonunu inhibe etmektedir. Boylece renal hasar olusturulan bu modelde

nefrotoksisiteye karsi melatonin kaynakli bir koruma saglanmas1 muhtemeldir.
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Sonu¢ olarak, sisplatin ile olusturulmus bobrek hasarinda melatoninin
NAMPT/SIRT-1 sinyal yolagini diizenleyerek, COX-2, TGF-B1 ve TNF-a inhibisyonu
yoluyla yangiy1 azaltarak bir iyilesme saglayabildigi tespit edilmistir.
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