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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

SICANLARDA DOKSORUBISIN KAYNAKLI NEFROTOKSISITE KARSISINDA
TANNIK ASIT’IN KORUYUCU POTANSIYELININ DEGERLENDIRILMESI

Esra Nur YESILKENT
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Hamid CEYLAN

Amag: Doksorubisin (DOX), etkin ancak bobrek dokusunda yol agtigi toksisiteden dolay1
klinik etkinligi sinirlt kalan bir kemoterapi ilacidir. Bu yiizden DOX kaynakli nefrotoksisitenin
altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasinin yan1 sira DOX'un tedavi etkinligini
degistirmeden ilacin yol actifi hasart minimize edebilecek ajanlarin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu tez calismasinda, DOX maruziyeti ile olusturulan bobrek toksisite
modelinde tannik asitin (TA) bobrek dokusu iizerindeki koruyucu etkisi ve bu etkilerin
potansiyel mekanizmalarinin gen ve protein seviyesinde arasgtirilmasi amaglanmistir.

Yontem: iki haftalik siirecte kiimiilatif DOX maruziyetinin yan1 sira, TA ve DOX+TA
kombinasyonu uygulanan diger gruplardaki canlilarin bobrek dokularinda oksidatif hasar
belirteclerinin miktarlar1 ile antioksidan sistem bilesenlerinin degisimleri gen ve protein
seviyesinde incelendi. Ayrica DOX iligkili nefrotoksisiteye katki saglayan molekiiler aktorlerin
tanimlanmasi amaciyla inflamasyon, apoptozis ve hiicre metabolizmasinda kritik 6neme sahip
regiilator faktorlerin gen ifadesi seviyeleri Real-Time PCR ile arastirildi.

Bulgular: Sican bobrek dokularinda DOX’un glutatyon (GSH) seviyesinde azalmaya ve
malondialdehit (MDA) seviyesinde ise artisa neden oldugu gozlenmistir. Antioksidan sistem
bilesenlerinden siiperoksit dismutazin (SOD), katalazin (CAT), glutatyon-s-transferazin (GST)
ve glutatyon peroksidazin (GPx) biyolojik aktivitelerinde ve mRNA seviyelerinde ise DOX'un
onemli baskilamaya yol actig1 tespit edilmistir. Ek olarak, bobrek hasar markirlarinin (Lcn2 ve
Kim-1), inflamasyon markerlarinin (Cox-2, Tnfa ve 1I-6), apoptotik genlerin (Casp3 ve Casp?9),
stres direnci ve hiicre metabolizmanin diizenlenmesinde rol alan transkripsiyon faktorlerinin
(Foxol ve Foxo3) ve transkripsiyonda DNA'nin topolojisini diizenleyen 7op2b'nin mRNA
ifadelerinin DOX maruziyeti sonucunda olumsuz etkiledigi gozlenmistir. Ancak, TA'in DOX
maruziyeti ile meydana gelen s6z konusu tiim deregiilasyonlar1 tersine c¢evirebildigi
gozlenmistir.

Sonu¢: DOX'un neden oldugu patolojik olgularin altinda yatan mekanizmalarin anlagilmasina
yonelik calismalar devam etse de, TA uygulamasinin klinikte kullanilan ilacin terapdtik
etkinligini degistirmeden kemoterapi kaynakli nefrotoksisiteyi hafifletici alternatif, ¢ok yonlii
ve etkin bir yaklasim olarak kabul edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kemoterapi, Doksorubisin, Nefrotoksisite, Tannik asit, Sican
Temmuz 2022, 80 sayfa
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EVALUATION OF THE PROTECTIVE POTENTIAL OF TANNIC ACID AGAINST
DOXORUBICIN-INDUCED NEPHROTOXICITY IN RATS

Esra Nur YESILKENT
Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Hamid CEYLAN

Purpose: Doxorubicin (DOX) is an effective chemotherapy agent, but its clinical efficacy is
limited due to the toxicity it causes in the kidney tissue. Therefore, in addition to elucidating
the underlying mechanisms of DOX-induced nephrotoxicity, it is necessary to identify agents
that can minimize the damage caused by the drug without changing the treatment efficacy of
DOX. This thesis aimed to investigate the protective effect of tannic acid (TA) on kidney tissue
and the potential mechanisms of these effects at the gene and protein level in the kidney toxicity
model induced by DOX exposure.

Method: In addition to the cumulative DOX exposure during the two-week period, the amounts
of oxidative damage markers and the changes in the antioxidant system components in the
kidney tissues of the animals in the other groups treated with TA and DOX+TA combination
were examined at the gene and protein level. In addition, in order to identify the molecular
actors contributing to DOX-related nephrotoxicity, the gene expression levels of regulatory
factors that have critical importance in inflammation, apoptosis, and cell metabolism were
investigated by Real-Time PCR.

Findings: It was observed that DOX caused a decrease in glutathione (GSH) levels and an
increase in malondialdehyde (MDA) levels in rat kidney tissues. It has been determined that
DOX causes significant suppression in the biological activities and mRNA levels of the
antioxidant system components, including superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione-s-transferase (GST), and glutathione peroxidase (GPx). In addition, kidney damage
markers (Lcn2 and Kim-1), inflammation markers (Cox-2, Tnfa, and Il-6), apoptotic genes
(Casp3 and Casp9), transcription factors (Foxol and Foxo3) involved in the regulation of stress
resistance and cell metabolism, and mRNA expressions of 7op2b, which regulates the topology
of DNA in transcription, were negatively affected by DOX exposure. However, it has been
observed that TA is able to reverse all the deregulations that occur with DOX exposure.

Results: Although studies to understand the mechanisms underlying the pathological cases
caused by DOX continue, it is thought that TA treatment can be considered an alternative,
versatile and effective approach to alleviating chemotherapy-induced nephrotoxicity without
changing the therapeutic efficacy of the drug used in the clinic.

Keywords: Chemotherapy, Doxorubicin, Nephrotoxicity, Tannic acid, Rat
July 2022, 80 pages
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Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki Top2b mRNA
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Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki Cas93 mRNA
EKSPTESYON SEVIYEST ..uveiruririririeeitieeitieeiteeeitteeestreesstaeesseeesseeessseeassseessseeensseesseeenns 41
Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan bobrek dokularindaki Casp9 mRNA
CKSPIESYOMN SEVIYESI.cuvveuiieurieriiieiieeieeteeeteentteeteeseessseenseesaseaseeasseeseesnseenseessseensees 41
Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki Foxol mRNA
EKSPTESYON SEVIYEST..uvieruririrrireiiieestieeiteeesteeesseeesssseessseesseeessseeessseesssseesnsseessseeenns 42
Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan bobrek dokularindaki Foxo3 mRNA
CKSPIESYOMN SEVIYESI..vieuiienrieriiieiieeteeiiesteentteeteesstessseeseesaseenseessseenseessseenseessseensees 43
Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki 7nfa mRNA
EKSPTESYON SEVIYEST..uvriruriririireitieeitieeiteeesteeestreesssaeesseeesseeessseeessseessseeesseesseeenns 43
Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki /-6 mRNA
CKSPIESYOMN SEVIYESI.uvieuiieuiieriiieiieeiteeiee et eteeeteeteesereeseesateesseessseenseesnseenseesssesnseas 44
STRING veritaban1 araciligt ile olusturulan ve calismada incelenen hedeflerin

iliskisini gésteren PPI ag1. (PPI; protein-protein interaction). ...........ccceeeeeuveerveennns 49
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GIRIS

Geg¢misten giiniimiize 6nemli bir halk saglig1 sorunu olan kanser, hiicresel kontrollerden
kagist ile bilinen ve ayn1 zamanda doku ve organlardaki hiicrelerin diizensiz boliinmesi ve
cogalmasiyla ortaya ¢ikan karmasik bir hastaliktir (Baykara, 2016). Daha iy1 bir saglik yonetimi
icin kanserin erken teshisi ve tedavisi gereklidir. Kanserin tiiriine ve hangi asamada olduguna
bagli olarak kemoterapi, cerrahi, radyasyon tedavisi, hormon tedavisi ve immiinoterapi gibi

tedavi yontemleri mevcuttur (Wang et al. 2018).

Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya yok etmek i¢in genellikle anti-kanser
tedavi ilaclar1 olarak bilinen ilaglarin uygulanmasiyla gergeklestirilir. Bu ilaglarin amaci,
tiimdrlerin bliylimesine ve gelismesine miidahale eder ve hatta kanser hiicrelerinin yok olmasini
saglar (Skeel and Khleif, 2011). Kemoterapi ekseriyetle kanser tedavisinde etkili bir yontem
olarak kabul edilir; ancak saglikli hiicreleri veya dokular1 da hedef alabilen bir yaklasim oldugu
icin farkli organ toksisitelerine neden olabilir (Schirrmacher, 2019). Kemoterapinin neden
oldugu yan etkiler, tedavi i¢in kullanilan ilaglarin ve kanserin tipine, bulundugu yere ve ayrica
bireyin tedaviye verdigi yanita bagl olup bu zararh yan etkiler genellikle kanser hastalarinin
yasam kalitesini diisiirmekle kalmaz, tedavide aksamalara da neden olabilir (Shapiro, 2016;

Turcotte et al. 2017).

Kemoterapi amacl kullanilan, genis spektruma sahip ve giiclii antineoplastik olarak
bilinen doksorubisin (DOX), klinik etkinligi kanitlanmig bir kanser ilacidir (Pugazhendhi et al.
2018). DOX, mesane, meme, mide, akciger, over ve tiroid gibi ¢ok farkli kanser tiirlerinde
tedavi protokoliinde sik sik kullanilmaktadir (Mohan and Rapoport, 2010; Rivankar, 2014).
Kanser kaynakli 6liim oranlarini diiiirseler de neden olduklar1 organ toksisitesi ve diger yan
etkiler s6z konusu antrasiklin grubu ilaglarin klinik etkinliklerini sinirlandirabilmektedir
(Santos et al. 2020). Tedavi etkinligini kisitlayan bu durum karsisinda DOX kaynakli toksisiteyi
giderebilecek veya azaltabilecek Ozellikle dogal ajanlarin tanimlanmasi ve bu ajanlarin etki
mekanizmalarinin aydinlatilmasina ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, DOX kaynakli nefrotoksisitede
rol alan molekiiler aktorlerin ve mekanizmalarin anlagilmasinin yani sira DOX’un tedavi
etkinligini degistirmeden s6z konusu ilacin meydana getirdigi toksisiteyi minimize edebilecek

ajanlara da ihtiya¢ duyulmaktadir (Zhang et al. 2018).

Polifenoller, vitaminler, flavonoidler ve bitkisel antioksidanlar gibi dogal bilesikler

cesitli farmakolojik oOzelliklere sahip olduklari i¢in nefrotoksisite gibi olgular karsisinda



kullanilmak i¢in giivenli adaylar olarak goriilmektedirler (Ahmed et al. 2013). Birgok bitkide
ikincil metabolizma sonucu liretilen Tannik Asit (TA), giinliik diyetle alinim1 s6z konusu olan
(Xu et al. 2007) ve giiclii anti-oksidan (Gulcin ef al. 2010), anti-kanserojenik (Ren et al. 2019),
anti- inflamatuar (Soyocak et al. 2019) 6zellige sahip dogal bir bilesiktir. TA bu 6zelligi
acisindan degerlendirildiginde DOX maruziyetine baglh olarak bobrek dokusunda meydana
gelen oksidatif hasarin giderilebilmesine katki saglayabilecek potansiyelde olan dogal bir

adaydir.

Bugiline kadar yapilan bazi ¢aligmalarda TA’in oksijen tiirevi radikalleri olusumunu
engelleyebilecegi ve ilag kullanimina bagli bobrek hasarina karsi koruyucu 6zellikte oldugu
gosterilmistir (Aung et al. 2017). Ancak, DOX kaynakli nefrototoksisite karsisinda TA’in
nefroprotektif etkinligi ve bu etkinlikten sorumlu molekiiler mekanizmalar tam olarak

tanimlanamamistir (Ahmad and Sultana, 2012).

Kanser terapisinin daha farkli saglik sorunlarina yol agmamasi i¢in bu olgulara neden
olan mekanizmalarimin aydinlatilmas: ve etkili yardimci ajanlarin tanimlanmasi mevcut
terapinin yenilenmesi veya yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ag¢isindan biiyiik éneme

sahiptir. Bu amagla mevcut ¢alismada,;

e DOX’a bagh nefrotoksisite olusum mekanizmasinda rol alan kritik noktalarin
belirlenmesi ve ilgili faktorlerin manipiilasyonu i¢in terapotik gelistirilmesine
aracilik edilmesi,

o Ogzellikle iilkemiz florasinda yer alan endemik bitkilerden elde edilecek dogal
iriinlerin arastiritlan mekanizmalar {izerindeki etkilerinin arastirilmasina katki
sunarak iirlin/ilag gelistirme ¢aligmalar ile tilkesel ekonomiye katki saglanabilmesi

amagclanmustir.



KURAMSAL TEMELLER

Kanser

Hiicrelerin isleyisindeki bozulmalar sonucu ortaya ¢ikan ve kontrolsiiz hiicre ¢cogalmast
ile sonuglanan kanser, diinya capinda ikinci onde gelen oliim nedenidir (WHO, 2018;
Estanqueiro et al. 2015). Normal saglikli bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesinin nedenleri
arasinda kalitsal mutasyonlar, UV 15181, Xrays, kimyasallar, tiitlin iirtinleri, viriisler ve gevresel
faktorleri gibi daha bir¢ok faktoriin etkili oldugu bilinmektedir (Sankpal et al. 2012) Yashilik,
kronik stres ve zayiflatici hastalik, daha oncesinden kemoterapi alimi, antibiyotik, analjezik,
kortikosteroid vb. ilaglarin kotiiye kullanilmasi gibi herhangi bir faktér nedeniyle bagisiklik
sistemi baskilanmis olan kisilerde kanser riski artmaktadir (Reuter et al. 2010). Kanserlesme
stirecinde hiicrenin fizyolojisinde meydana gelen ve yine hiicre canlilii acisindan tehdit

olusturabilen temel degisiklikler saptanmistir (Sekil 1).

Siirekli vaskiilarite
(anjiyogenez)

Biiyiime
sinyallerinde kendi
kendine yeterlilik ~

Doku invazyonu
ve metastaz

Programlanmig '
hiicre 6liimiiniin Sinirsiz replikatif
(apoptoz) kaginmasi ‘ potansiyel
Biiytimeyi dnleyici
(bityiime onleyici) sinyallere
kargi duyarsizlik

Sekil 1. Kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan and Weinberg 2011).

Genom kararsizligimma yol acan bu alti ayirt edici 6zelligin her birini hedefleyen
antikanser ilaclari mevcuttur ve hastaligin teshis edilip hangi asamada oldugunun belirlenmesi
icin gelismis teknolojilerle uyum i¢inde kullanilan bir¢ok ilag sistemi var olmasina ragmen

toksisite gibi mevcut yan etkileri diisiindiiriicii bir konudur (Maciejowski and Lange 2017).



Kanser Tedavi Yaklasimlari

Kanser tedavisinde radyoterapi, cerrahi ve kemoterapi geleneksel tedavi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Gatenby, 2009; Urruticoechea et al. 2010). Cerrahi, kanser tedavisinde
basarisi ile bilinen ve kullanilan ilk yontemlerden biri olup yaygin olarak bulunan solid viicut
timorleri i¢in en ideal yaklagimdir. Radyasyon tedavisinde ise enerjisi yiiksek olan
radyasyonun hiicrelerin genetik materyaline zarar vererek onlarin boliinme ve cogalma
yetenekleri engellenebilmektedir. Kanserin bulundugu bolgeye lokal olarak uygulanan bir
yontem olan bu yaklagim, hem normal hem de kanserli hiicreleri etkileyen bir tedavi yontemidir
(Baskar ef al. 2012). Kemoterapi, terapdtik ajanlarin tek veya genellikle kombinasyonlar
halinde uygulandigi o6ne ¢ikan geleneksel bir yaklasimdir (Baudino, 2015). Kanser
kemoterapisinde amag, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini, istilasin1 ve son nokta olan hastay1

Oldiirmesini engellemektir (Ba et al. 2019).

Kemoterapi

Kemoterapi ¢eyrek asir1 asan bir siiredir kullanilan stratejidir (Gustafson and Page
2013). Kanser hastalar1 i¢in klinik uygulamalarda yaygin olarak tercih edilen kemoterapi kanser
hiicrelerini 6ldiirmek icin kimyasallarin veya ilaglarin uygulanmasini iceren sistemik bir
yaklagimdir (Volkova and Russell 2011). Tiimor biiylimesini engelleme ve yeniden ortaya
cikma olasiligini diisiirerek kanseri iyilestirme potansiyeline sahip kemoterapi ile her gegen yil
kanserden etkilenen milyonlarca hastada terapi agisindan basarili sonuglar elde edilmektedir

(Qin et al. 2017).

Tiim bu olumlu 6zelliklerine ragmen kemoterapi etkinligi hastanin bagisiklik sistemi,
tiimor patolojisi veya hastane kosullar1 gibi bir¢ok faktorle iliskilidir (Muraji et al. 2013;
Ghiringhelli and Apetoh 2014; Schmidt ef al. 2018). Giiniimiizde bu amag i¢in kullanilan pek
cok farkli antikanser ilaci mevcuttur. S6z konusu bu ilaglarin ortak noktalari hiicre
metabolizmast agisindan kritik mekanizmalar1 hedef almalaridir (Huang et al. 2017). Baslica
ilaglar ve etki mekanizmalar1 Sekil 2’de belirtilmistir. Kemoterapik ilaglar arasinda yer alan
antrasiklin grubu ¢ok ¢esitli maligniteler i¢in kullanilan oldukga etkili kemoterapdtik ajanlardir

(Cai et al. 2019).
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Sekil 2. Baz1 kemoterapik ajanlar ve etki mekanizmalar (Kurreck, 2022°den diizenlenmistir)
Antrasiklinler

Kemoterapide erken teshisin yani sira gelistirilen yeni tedavi yaklasimlar1 araciligi ile
kanser hastalarinin iyilesme orani artis gostermektedir. Bu yaklasimlardan birisi olan
antrasiklin kemoterapisi, modern kanser tedavisi doneminde 6nemli bir rol oynamaktadir
(Sallustio and Boddy 2021). Antrasiklinler, Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) temel olarak
belirlenen ilag model listesinde yerini almaktadir. Kesfedilmelerinin {izerinden yarim asir sonra
bile teorik ve klinik arastirmalarda merak uyandirmaya devam etmektedirler (McEvoy and
Snow 2019). Antrasiklinler, 16semi, lenfoma, meme kanseri, akciger kanseri, multiple miyelom
ve sarkom dahil olmak {izere ¢ok cesitli kat1 organ tiimdrlerinin ve hematolojik malignitelerin
tedavisinde kullanilan oldukca etkili kemoterapdtik ajanlardir (Volkova and Russell 2011; Cai
et al. 2019). Antrasiklin molekiilii, tetrasiklik ¢ekirdek ve aminosekerden (daunosamin) olusur.

Grubun tlim tiyelerinin tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon gruplar1 vardir (Toroz
and Gould 2019).

Kemoterapotik ajanlarin biiyiikk cogunlugu 6nemli yan etkilerle iliskilendirilmektedir.
Bu yan etkiler, genellikle etki mekanizmalarinin bir yansimasi olarak karsimiza ¢ikar (Sekil 3).
Antrasiklin tiirevlerinin redoks dongiislinii manipiile ederek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimi lizerinden DNA hasarina yol agarak bir¢ok farkli toksisitenin merkezinde yer aldig:

hipotezi giiniimiizde yaygin olarak kabul edilmektedir (McGowan et al. 2017).



Antrasiklinlerin
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Sekil 3. Antrasiklin yaygin yan etkileri (Hajra et al. 2018)

Epirubisin, daunorubisin, idarubisin ve DOX klinik etkinlikleri kanitlanmig en yaygin
antrasiklinlerdir ve bu antrasiklinlerin kimyasal yapis1 Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6’da yer
almaktadir (McEvoy GK, 2000; Hardman et al. 2001; Wallace, 2003; McGowan et al. 2017).
fIk bulunan antrasiklin, dogal olarak bir actinobacteria tiirii olan Streptomyces peucetius
tarafindan {iretilen daunorubisin’dir. Daunorubisin (DR) molekiiliindeki 14. karbonuna
hidroksil grubu eklenmesi ile DOX meydana gelir. DOX’un bir stereoizomeri olan epirubisin,

DOX’a gore daha yiiksek hacme ve daha uzun yar1 dmre sahiptir (Khasraw et al. 2012).

Sekil 4. Daunorubisin molekiiliiniin kimyasal yapist

Sekil 5. Idarubisin molekiiliiniin kimyasal yapis1



Sekil 6. Doksorubisin molekiiliiniin kimyasal yapis1
Doksorubisin

Antrasiklin tlirevi bir kemoterapétik ajan olan DOX (Sekil 6) gliniimiiz kemoterapi
yaklagimlarinda siklikla tercih edilen genis spektrumlu antineoplastik bir ilagtir (Lu, 2005). Etki
mekanizmasi oldukga karmasik olup hala tam olarak anlagilamayan DOX’un DNA ile iliskili
enzimlere baglandigi, DNA baz ¢iftleriyle interkalasyon yaptig1 ve bir dizi sitotoksik etki
olusturmak i¢in ¢oklu molekiiler yolaklar1 hedefledigi bilinmektedir (Tacar et al. 2013). Bu
etkinliginin yan1 sira ne yazik ki DOX spesifik olarak tiimorii hedef alamayip viicuttaki diger
bir¢ok hiicre tipinin biiyiimesini de etkileyebilmektedir. Buna bagli olarak bagisiklik sisteminde
meydana gelen deregiilasyon sonucunda bagisiklik hiicrelerinin sayis1 azalir ve neticede hasta
mikrobiyal enfeksiyonlara karsi daha hassas hale gelerek iyilesme siireci onemli Slgiide

etkilenmis olur.

S6z konusu etkilerin siddeti ve olusum hiz1 ¢ogunlukla ilacin dozuna bagli olarak
degisiklik gostermektedir (Ibrahim et al. 2009; Xiao et al. 2017). Organ islev bozuklugu, kanser
tinitesinde yaygin bir olgu olmasi nedeniyle kanser terapisi uygulanan hastalar tizerinde 6énemli
sonuglara yol agabilecegi i¢in kemoterapide dikkate alinmasi gereken kritik saglik sorunlarinin

basinda gelir (Superfin ef al. 2007).

Doksorubisin’in etki mekanizmasi

DOX, heniiz tam olarak aydinlatilamamis etki mekanizmasina sahip bir terapotik ajandir
(Farhane et al. 2015). Mevcut literatiir kaynaklarina gore iki temel mekanizma 6nerilmektedir.
Bunlardan birincisi DOX'un DNA sarmalina interkalasyonu sonucunda topoizomeraz aracili
zincir kirllmasidir. Diger etkenin ise ¢ogunlukla serbest radikallerin olusumu iizerinden hem
DNA hem de membran proteinleri gibi kritik 6neme sahip biyomolekiillerin zarar gormesi
nedeniyle hiicre canliliginin sonlanmasi oldugu biiyiik kabul gérmektedir (Meredith and Dass

2016). Onerilen temel ve diger genel etki mekanizmalar1 Sekil 7°de 6zetlenmistir.
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Sekil 7. Doksorubisin’in ¢esitli etki mekanizmalar1 (Yang et al. 2014’ dan diizenlenmistir.)

Doksorubisin’ in yan etkileri

DOX’un etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamadigi i¢in hiicresel metabolizmada
sebep olabilecegi toksik etkiler ve bunlarin altinda yatan molekiiler mekanizmalar da bu yiizden
kesin olarak bilinmemektedir. DOX’un kanser terapilerinde kullanimini sinirlandiran, tedavi

sirasinda ve sonrasinda hastalarda gozlenen temel yan etkiler Sekil 8’de 6zetlenmektedir.

DOX uygulanan hastalarin neredeyse tamaminda alopesi (sagkiran), flushing
(kizariklik), ek olarak tirnak tlizerinde hiperpigmentasyona veya bantlagmaya neden olabilir
(Tacar et al. 2013; Wang et al. 2010). Doz ayarlamasi ¢ok 6nemli olup kemik iligi supresyonu
icin hayati onem tagimaktadir (Bhinge et al. 2012). Bu etkilerin yan1 sira trombositopeni ve
anemi de kendini gosterebilir (Hilmer et al. 2004). Stomatit (aftdz iilser) ve gastrointestinal
mukozit sik gériilmesine ragmen geri donilislimii olan yan etkilerdendir (Jayakaran, 2014). DOX
tedavisi sonrasinda gonadlarin baskilanmasi, oligospermi, azospermi veya amenore (adet
diizensizligi) gibi ciddi sonuglara neden olabilir. Gastrointestinal sistemi i¢inde yer alan bulantt,
diyare (ishal) ve hatta anoreksiyaya (yeme bozuklugu) kadar uzanan kritik etkilere neden
olabilir, kolonda da tiilser veya nekroz olusabildigi gozlemlenmistir (Kesik ve ark. 2010;
Gangadharan et al. 2017). DOX’un kalp, karaciger ve ince bagirsakta goriinmesinin yani sira
esas olarak bobrekte birikimi gézlemlenmistir (Jang et al. 2013). Nefrotoksisite, bir anti-kanser

ilac1 olarak DOX'un bilinen en yaygin olumsuz etkilerinden biridir (Park et al. 2012).



Anemi Alopesi Toksisite Bulantiya Stomatit

Gonadlarmn baskilanmasi Divareye Oligospermi Gastrointestinal mukozit

Sekil 8. Doksorubisin’in olas1 yan etkileri (Goodman and JG 2001; Hilmer et al. 2004; Wang
et al. 2010; Park et al. 2012; Tacar et al. 2013).

Kanser terapisinde kullanilacak olan ilacin hiicre veya dokulardaki akiimiilasyonu s6z
konusu ajanin farmakokinetik parametrelerini dolayisi ile anti tiimoral aktivitesini etkileyen
temel problemdir (Soetaert et al. 2020). Yaygin olarak kullanilan ve diger antrasiklin grubu
tiyelerinden biri olan DR’ye kiyasla DOX’un kalp, karaciger, ince bagirsak ve ozellikle
bobrekte birikim gosterdigi kanmitlanmistir (Carvalho er al. 2009). Sicanlarda yapilan bir
caligmada birbirinden bagimsiz DR ve DOX uygulamalarindan 120 saat sonra bobrek
hiicrelerinin hi¢birinde DR'ye yonelik neredeyse hi¢ immiinoreaktivite kalmazken DOX i¢in
distal tlibiil hiicreleri basta olmak iizere bir¢ok farkli renal hiicre tipinde immiinoreaktivitenin
giiciinii korudugu gézlenmistir (Shin ez a/. 2010). DOX’un sahip oldugu hidroksil grubunun bu
birikim egiliminin altinda yatan ana unsur oldugu distiniilmektedir (Lee and Harris 2011).
Fizyolojik fonksiyonlar1 g6z 6niinde bulunduruldugunda DOX’a en ¢ok maruz kalan organlar
sliphesiz karaciger ve bobreklerdir. Bu nedenle DOX kaynakli bilinen en yaygin yan etkiler
hepato- ve 6zellikle nefrotoksisitedir (Park et al. 2012).

Doksorubisin’e bagh nefrotoksisite

Bobrekler, viicuda alinan biitiin ilaglarin metabolizmasina benzer sekilde kemoterapi
ilaglarinin da viicuttan atildiklar1 organdir. Bu ilaglarin olusturduklari metabolitlerin bobrekleri
daha duyarli hale getirdigi bilinmektedir (Lichtman et al. 2007). Glomeriil, tiibiil, damarlar
semptomatik olmayan kreatinin yiiksekliginden, diyalizi gerektiren akut bobrek yetmezligine
kadar giden bobrek fonksiyon bozukluguna yol acabilmektedir (Ozkocaman, 2007). DOX un
bobreklerde meydana getirdigi toksisitenin glomeriiler hiicrelerde hasar olusumuna yol agarak
nefropati ve proteiniiriye neden oldugu bilinmektedir (Lee and Harris 2011). DOX, glomeriiler

endotelyal hiicreler, glomertiler bazal membran ve epitel hiicreler dahil olmak iizere glomeriiler



filtrasyon bariyerinde degisikliklere neden olmaktadir. Ek olarak epitel hiicre kalinliginda
azalma ve glomeriiler endotel hiicre gézenek boyutunda artis olabilmektedir (Jeansson et al.
2009). DOX kaynakli nefrotoksisitenin kesin mekanizmasi bilinmemekle birlikte, serbest
radikal olusumu, oksidatif hasar ve membran lipit peroksidasyonuna aracilik ettigini

diistintilmektedir (Su et al. 2015).

DOX’un neden oldugu renal doku hasar1 mekanizmalarindan birisi de glomeriiliisiin
lipit peroksidasyonuna yol agan serbest radikal olusumudur. DOX kaynakli serbest radikal
iiretimi, hiicresel oksidorediiktazlarin aracilik ettigi tek elektron indirgenmesiyle baglantilidir.
Reaksiyon, NADPH-sitokrom P450 rediiktaz gibi indirgenmis bir flavoenzimin destekledigi
DOX yari1 kinon radikalinin olusumunu tetikleyen DOX’tan bir elektron kaybi ile baglamaktadir
(Pawlowska et al. 2003). Olusan ROS’larin DNA, lipitler ve diger hiicre bilesenleri gibi ¢esitli
hiicresel makromolekiillerle etkilesime girmesinin doza bagli organ toksisitesinin ana
mekanizmasi oldugu 6ne siiriilmektedir (Lee and Lee 2007). Bu nedenle, DOX gibi kemoterapi
ilaglar1 kullanilirken nefrotoksisite ile iligkili risk faktorleri géz 6ntinde bulundurulmali, organ

fonksiyonlar takip edilerek kiimiilatif dozaj sinirlandirilmalidir (Cai et al. 2019).

DOX’a bagli toksisite mekanizmasinda; serbest radikallerin olusumu, antioksidan
sistem enzimlerinde azalma ve lipid peroksidasyonunda artma gézlemlenmistir (Singal et al.
1997; Wojtacki et al. 2000). Serbest radikallerin indiikledigi MDA gibi lipid peroksidasyon
tiriinlerinin de patogeneze katkisi oldugu gosterilmistir (Singal et al. 1997; Zhou et al. 2006).
Antrasiklinlerde bulunan kinon/hidrokinon gruplari, peroksitleri ve serbest radikallerin
aktivasyonuna yol agma potansiyeline sahiptir. DOX, doku ve hiicrelerdeki toksisitesinde
serbest radikallerin rolii, ¢cok ¢esitli bilimsel arastirmalarin konusu olmustur (Cummings et al.

1991; Zhang et al. 2012; Lin et al. 2016; Antonucci et al. 2021).

Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Paylasilmamis bir ya da birden fazla elektronu olan atomik veya molekiiler yapida olup,
bu elektron/elektronlarin {izerinde oldugu oksijen molekiilleri “Serbest radikal” olarak
tanimlanir (Burton and Jauniaux 2011). Farkli aktivitelere sahip reaktif oksijen tiirleri (ROS)
hiicresel fizyolojide ve organizma tlizerinde ¢esitli rollere sahip serbest radikallerdir (Wojtovich
et al. 2012). Hiicre igerisinde ROS’larin {iretimini etkileyen cesitli aktivatorler ve inhibitorler
bulunur (Sekil 9). Siiperoksit, hidrojen peroksit, singlet oksijen ve ozon gibi sinyal
molekiillerinin yan sira, nitrik oksit ve nitrojen oksit gibi serbest radikalleri de i¢erir (Nathan
and Ding 2010). Uretilen bu serbest radikaller, dengede tutulduklarinda, zararlarinin yaninda

yararlart da vardir (Valko et al. 2007). ROS’lar, viicutta sinyal iletimi ve fagositlerin
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etkinliginin stirekliliginde 6nemli rol oynamaktadir (Dupré-Crochet et al. 2013; Schieber and

Chandel 2014; Brown and Griendling 2015).

Sitokinler

UV/Radyasyon ~

Kemoterapi

Hipoksi Peroksidaz

Sekil 9. ROS’larin iiretiminin ¢esitli aktivatorleri ve inhibitorler

ROS’larin temel kaynagi mitokondri olup mitokondriyal solunum esnasinda indirgenen
oksijenin varlig1 sonucu siiperoksit radikali (O;") olusur (Turrens, 2003). Olusan siiperoksit
radikali, siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizorliigli esliginde daha az reaktif olan
hidrojen peroksite (H202) doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit ise metal iyonlarinin varliginda
(Fenton/haber-wiess reaksiyonlar1 araciligi ile) ya da direkt olarak siiperoksit radikali ile
(Harber-Weiss reaksiyonu) tepkimeye girerek ¢ok daha reaktif olan ve en ¢ok bilinen hidroksil
radikaline (OH") doniisiimii gerceklesir (Imai and Nakagawa 2003; Halliwell and Gutteridge
2015). Ayrica, DOX'un kimyasal yapisi goz Oniine alindiginda, molekiiler oksijenle (bir
elektron alicis1) reaksiyona girebilir ve hizli bir sekilde temel bilesige geri donebilen kararsiz
bir metabolit olan bir semikinona indirgenebilen kinon gruplari ig¢erir ve bu dongii mitokondri
igerisinde siiperoksit radikallerinin olusumunu tetikleyerek toksisiteye sebep olur (Ichikawa et

al. 2014; Raj et al. 2014; Salazar-Mendiguchia et al. 2014; Varricchi et al. 2018).

Herhangi bir sebepten kaynaklanan yliksek miktarda iiretilen ROS, antioksidan
savunma sistemlerindeki yetersizlikten dolay1 var olan dengenin bozulmasi ile olusan doku
hasar1 oksidatif stres olarak tanimlanir (Nathan and Ding 2010; Gur et al. 2021). Oksidatif strese
giren hiicrede radikallerin ana hedefleri olan sekerler, coklu doymamis yaglar, proteinler ve
niikleik asitlere hasar vererek dokularda islev kaybina yol agarlar ve boylece bir¢ok hastaligin

patogenezi ortaya ¢ikmis olur (Suzuki ef al. 1997; El-Shenawy, 2010; Gur ef al. 2021).

Serbest radikallerin olusumu ile oksidatif strese giren hiicrede bir takim hasarin yaninda
enflamasyon goze carpmaktadir. Oksidatif stres ve enflamatuar cevabin arasindaki iligkiye dair
kanitlar giderek artmaktadir (Ganong, 2002; Kiiciikler ve ark. 2021). Hasarli dokuda

l6kositlerin (nétrofiller ve monositler) birikimi goériilmesinin (Ganong, 2002) yam sira
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transkripsiyon faktorlerinden olan niikleer faktor kappa B (NF-kB) hiicre dongiisii kontroli,
hiicre gog¢ii, apoptoz ve enflamasyon da dahil olmak tizere bir dizi fizyolojik siireci diizenler
(Caglayan ve ark. 2019; Ozdemir ve ark. 2020; Kiigiikler ve ark. 2020). NF-kB kaskadi cesitli
inflamatuar durumlarinda goriilmesiyle oksidatif stresin ve sitokinlerin bu kaskadi anormal
sekilde aktive ettigi bilinmektedir (Kandemir ve ark. 2020; Temel et al. 2020). Ayrica,
Interlokin 1 beta (IL-1B) gibi pro-enflamatuar sitokinlerin ekspresyonlarini tetikleyerek
enflamatuar siirecini baslattig1 icin NF-kB’nin aktivasyonunun diizgiin bir sekilde inhibe
edilmesi gerekmektedir (Caglayan ve ark. 2019). Yapilan bir¢ok arastirmada, ¢ok cesitli toksik
ajanlarin NF-kB aktivasyonuna yol agarak pro-enlamatuar sitokinlerin (IL-1B) seviyelerinde
artisa neden oldugu ve boylece enflamatuar siirecini aktive ederek doku hasaria yol agtigi

sonucuna varilmistir (Benzer ve ark. 2018; Celik ve ark. 2020).

Sonug¢ olarak, serbest radikaller son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron
bulundurduklar1 i¢in kolay bir sekilde diger molekiillerle reaksiyona girer ve organizmalarda
yiiksek hasar olusturan toksik bilesikler olup bu toksik bilesikler farkli mekanizmalarla ortadan
kaldirilmaya ¢alisilir. Bu farkli mekanizmalar; koruma ve tamir etme oOzellikleri olan

antioksidan savunma sistemleridir (Valko et al. 2007).

Hiicresel Antioksidan Sistem

Antioksidanlar, hiicre icerisinde kendiliginden var olan, bulunmasi gereken diisiik
miktarlardaki ROS ve reaktif metabolitlerin zararli etkilerini en aza indiren ajanlar olarak
bilinir. Cesitli sebepler (radyasyon, kemoterapdtikler vb.) ile var olan dengenin bozulmas: ile
artan oksidanlara bagli olarak olusan oksidatif stresin giderilmesi i¢in ¢esitli antioksidanlar
kullanilmaktadir (Durackova ve Gvozdjakova 2008). Enzimatik antioksidanlar ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Enzimatik olmayan savunma
sisteminde; Glutatyon (GSH), Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH), vitaminler (E
ve C), albumin ve selenyum gibi enzimatik olmayan kimyasal bilesiklere sahiptir (Rahal ez al.
2014). Enzimatik savunma sisteminde ise siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon S-transferaz,

glutatyon peroksidaz gibi savunma sistemleri bulunur (Nathan and Cunningham-Bussel 2013).

Stiperoksit dismutaz enzimi(SOD), 6karyotik organizmalarda hiicre solunumu sirasinda
tiretilen bu radikalin siiperoksiti detoksifiye eden tek enzim olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil
10) (Van Raamsdonk and Hekimi 2012). Ayrica bu enzim hiicre i¢inde ¢ok etkin bir enzimatik
antioksidandir. Siiperoksit radikallerinin daha az toksik etkili hidrojen peroksite doniigmesini
saglayarak bu radikallerin etkisini azaltmay1 hedeflemektedir (Mates, 2000). Bu olay sirasinda,

SOD enziminin aktif bolgesi i¢in gerekli olan Zn, 6nemli bir elementtir.
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202_ + 2H+ — H,0, + O,

Sekil 10. Siiperoksit dismutaz enziminin katalizledigi reaksiyon (Cunha-Oliveira et al. 2013)

Fizyolojik islevi, oksijeni katabolize eden hiicrelerde bu enzim, siiperoksit serbest
radikalinin zararh etkilerine kars1 korumaktir. Boylece, lipit peroksidasyonunun baskilanmasi

saglanir (Farahmand et al. 2013).

Peroksizom enzimlerinden biri olan katalaz, yapisinda dort adet hem grubu bulunur.
Kan, karaciger, mukoz membran, kemik iligi ve bobrekte yiliksek miktarda bulunan bir
hemoproteindir. Katalaz enzimi oksidazlarin neden oldugu ve hiicreler i¢in toksik olan hidrojen
peroksitin suya doniisiimii katalaz enzimi ile gerceklestirilir (Sekil 11) (Nordberg and Arner

2001; Kirkman and Gaetani 2007).

2H202 — 02 + ZHQO

Sekil 11. Siiperoksit dismutaz enziminin katalizledigi reaksiyon (Cunha-Oliveira et al. 2013)

Oksidatif strese kars1 savunma sisteminde énemli rol oynayan bir enzim olan Glutatyon
peroksidaz enzimi (GPx), aerobik solunum ger¢eklestiren organizmalarda hidroperoksitlerin
indirgenme reaksiyonunu katalizlemektedir (Sekil 12). GPx’in kirmizi kan hiicrelerinin
sitoplazmasinda yiiksek miktarda eksprese oldugu ve bu hiicreleri oksidasyona bagli olusan

hemolize kars1 korudugu belirtilmistir (Imai and Nakagawa 2003; Drevet, 2006).

2GSH

? GSSG

Sekil 12. Glutatyon peroksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon (Cunha-Oliveira et al. 2013)

Glutatyonun (GSH), eksojen ve endojen toksin oOzellikteki maddelerin hiicreler
tizerindeki etkisini 6nleyen hiicre i¢inde gérev yapan bir polipeptittir (Borba, 2016). Glutatyon
S-Transferaz (GST)'lar, potansiyel olarak tehlikesi olan bilesiklere nikleofilik saldiri
diizenleyip katalize eden enzimlerdir. GST gibi baz1 enzimlerin eksikliginde organizmanin
karsinojenlere toleransi {izerinde énemli bir etkiye sahiptir. (Zheng et al. 2002). insanlarda
bulunan mitokondriyal GST, peroksizomlarda da bulunan GST-kappa oldugu
bilinmektedir. GST'ler biyolojik ortamda homo ya da heterodimerler olarak bulunur ve

aktiviteleri farkli olan iki bolgeye sahiptir. GST enzimleri, hiicre zarlarinda bulunan lipit
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peroksidasyonunu ve ROS’lardan meydana gelen bilesikleri hedefledigi bulunmustur (Sheehan

et al. 2001; Huber et al. 2008).

Bir¢ok arastirmada, ROS miktarindaki artis ve antioksidan enzim sistemlerindeki
dengesizligin oksidatif stres ile sonuglandigi ek olarak antioksidan 6zellikte olan ve diyet olarak
alinabilen flavonoidler olarak bilinen ¢ok c¢esitli meyve, sebze ve bitkisel {iriinlerin ROS'un
meydana getirdigi olumsuz etkileri en aza indirdigi bulunmustur (Agati ef al. 2012; Kandemir
ve ark. 2020; Aksu ve ark. 2021). Biitiin bu yaklasimlar dikkate alindiginda, kemoterapi gibi
yan etkileri olduk¢a g6z 6niinde olan tedaviler sirasinda flavonoidler gibi antioksidan 6zellikte
olan maddelerin tedavi sirasinda protektif 6zellik gosterebilecegi icin kombine tedavi

stratejilerinin uygulanabilecegi diistiniilmektedir.

Dogal Bilesiklerin Terapotik Etkileri

Epidemiyolojik, deneysel ve metabolik ¢alismalar, beslenmenin; ¢esitli patolojilerin
baslamasi, gelismesi ve ilerlemesi asamalarinda 6nemli bir etken olarak rol oynadigini
gostermektedir. Diyetin sadece temel vitamin ve mineralleri saglamakla kalmayip ayni
zamanda farkli patoloji formlarina kars1 koruma saglayabilen 6nemli kemopreventif ajanlari
icerebildigi de yine yapilan ¢calismalarla dogrulanmistir (Surh, 2003). Kemopreventif 6zellikleri
cogunlukla ROS'u temizleme seklinde bir mekanizma ile gerceklestirdigi diistiniilmektedir.
Bununla birlikte, bitki kaynakli fenoliklerin antioksidan, pro-oksidan etkisi, apoptotik DNA
parcalanmasina aracilik edebileceginden, antikanser ve apoptozu indiikleme 6zellikleri onemli
bir mekanizma olabilir (Galati and O'brien 2009). Bu dogrultuda kapsamli olarak incelenen
kemopreventif ajanlar arasinda bitkisel polifenoller de bulunmaktadir (Amararathna et al.
2016). Flavonoidler, polifenol bilesiklerin iginde yer almakta olup, farkli kanser dokulari
tizerinde giiclii antikanser etkileri olan polifenolik bilesikler ailesinin bir iiyesidir (Wilmsen et
al. 2005). Hesperidin, kumarik asit, gallik asit, metil gallat, etil gallat, propil gallat, kurkumin
ve tannik asit flavonoilerden olup bu bilesikler bir¢ok bitkisel gida ve ilagta bulunmaktadir
(Garg et al. 2001; Kamaraj et al. 2009; Galati and O'brien 2009; Lip et al. 2013; Kamaraj et al.
2011; Maruf et al. 2015). Dogal olan bu bilesikler geleneksel olarak kanserlerin tedavisi i¢in
kullanilmaktadir (Hsiao and Liu 2010). Son yapilan aragtirmalarda da, antioksidanlarin kanser
tizerindeki faydali etkileri bildirilmistir ( Noda and Wakasugi 2001; Sosa et al. 2013). Dogal
bilesiklerin kanser onleyici ya da koruyucu aktiviteleri, detoksifiye edici ve antioksidan enzim
sistemlerini destekleyerek spesifik olarak transkripsiyon faktorlerini hedefine almasi ile
beraberinde; anti-inflamatuar, antitimor anti-metastaz etkileri ortaya c¢ikarilmistir

(Aravindaram and Yang 2010). Giiniimiizde sentetik olan antioksidanlara kiyasla etkinlikleri
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yiiksek ve yan etkileri diisiik olmalar1 nedeniyle dogal antioksidanlar daha fazla ilgi gérmiistiir

(Jeong et al. 2014).

Tannik asit ve ozellikleri

Flavonoidler; meyve, sebze, kuruyemis, ¢ay vb. bitki tiirevli bilesenlerdir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda, yesil ¢ayda bulunan tannik asit (TA), suda ¢oziinebilir bir tiir polifenol
olan spesifik tanen formudur (Kris-Etherton et al. 2002; Salminen and Karonen 2011) (Sekil
13) ve bitkilerin farkli dokularinda fizyolojik gelisiminde rol oynadigi tespit edilmistir (Top et
al. 2017). Bu bilesikler insanlar tarafindan tiiketilen bircok gidada ve hayvanlar tarafindan
tiiketilen yemlerin besleyici degeri iizerinde biiyiik bir 6neme sahiptir. Giinliik diyetle tiiketimi
miimkiin olabilen tanenlerin bir¢ok diyette polifenollerin 6nemli bir kismin1 olusturduklari ileri
stiriilmektedir (Serrano et al. 2009). Bu bilesiklerin antioksidan enzim (glutatyon peroksidaz,
katalaz ve kinon rediiktaz), faz Il enzim (glutatyon-S-transferaz) aktivitelerinin arttirilmasinda
ve lipit peroksidasyon inhibisyonunda rol aldigini savunan teoriler ortaya atilmistir (Katiyar
and Mukhtar 1997; Bagchi et al. 2002). Bu 6zellikler bitkisel polifenollerin kemopreventif ajan
potansiyellerinin bulundugunu ortaya koymaktadir. Artan kanitlar, dogal polifenollerin
tikketiminin birgok hastaligin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (Lee and
Lee 2007; Leong et al. 2008; Kumar et al. 2012). Ancak bu bilesiklerin kemopreventif

etkilerinin mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamustir.

OH
oHo
HO. o
HO
OH
HO,
H
H
HO OH
H

Sekil 13. Tannik asitin molekiiler yapist (Xue et al. 2020).

TA ile yapilan arastirmalarda TA’nin bir¢cok ozelligi ortaya konulmustur. Anti-
oksidatif, anti-mutajenik, anti-kanserojen, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik
aktivite gosterdigi kanitlanmistir (Cowan, 1999; Khan et al. 2000; Erdelyi et al. 2005; Rehman
et al. 2012). Ayrica yapilan son calismalarda TA'nin miyokardiyal hasar tizerindeki kalp
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dokusunu koruyucu etkileri (Hu et al. 2005) ve karaciger fibrozu iizerinde iyilestirici etkileri
(Chu et al. 2016) gibi daha bir¢ok aktiviteye sahip oldugu one siiriilmiistiir. Ayrica alblimin,
kolajen, jelatin gibi makro molekiiller ile etkilesime gegme yetenegine sahip olup ¢esitli hayvan
hiicreleriyle yapilan deneylerde kanser onleyici olarak kullanildig1 goriilmiistiir (Nepka et al.
1999; Sahiner et al. 2017). Bu nedenle, TA'nin DOX kaynakli nefrotoksisiteyi etkili bir sekilde

Onleyebilecegini diisiiniilmektedir.
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MATERYAL VE METOT

Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 1’°de verilmistir.

Tablo 1. Tez Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad1 Marka

Blotlama (Semidry Blotter) Cihaz1 Bio-Rad

Buzdolab1 (+4°C) Ugur

Ceker Ocak Space Series Fume Cupboard
Derin Dondurucu (-20°C) Vestel FT 280, Siemens

Derin Dondurucu (-86°C) New Brunwick Premium U410
Distile Su (dH20) Uretme Cihaz1 mp MINI Pure

Elektroforez (Dikey) Cihazi Bio-Rad

Elektroforez (Yatay) Cihazi Bio-Rad

Fusion FX Goriintiileme Cihazi Vilber Lourmat

Gili¢ Kaynagi Thermo EC 135-90

Hassas Terazi Denver Instrument
Homojenizator Benchmark Scientific

Isitic1 Blogu Lab Line

Kesim Aletleri Fine Science Tools

Kar Uretme Cihazi Scotsman

Magnetik Karistiric Wisd WiseStir MSH-20A
Mikrodalga Firin Beko MD 1500

Mikropipet Takim Eppendorf

Mini Santrifiij Aosheng 40

Nanodrop Thermo Scientific Multiscan GO
Otoklav HMC Hiirayama

PCR Bio-Rad C1000 Thermal Cycler
pH Metre Mettler Toledo

Real-Time PCR Qiagen

Sogutmali Santrifiijler Hettich Mikro 220R

UV-VIS Spektrofotometre Beckman Coulter

Vorteks Wisd WiseMix VM-10
Calkalamal1 Su Banyosu Memmert

Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 2°de verilmistir.
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Tablo 2. Tez Kapsaminda Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Kimyasal Marka

Agaroz Sigma

Etanol Sigma
Etidyum bromiir Sigma
Hidrojen peroksit Sigma
Hidroklorik asit E.Merck AG
Indirgenmis Glutatyon Sigma
Kalsiyum karbonat Sigma

Ksantin Sigma

Ksantin oksidaz Sigma
Potasyum fosfat E.Merck AG
Lysis Reagent EcoPURE
RNas OUT Thermo Scientefic
Reverse Transcriptase Buffer Bio-Rad

S1g1r serum albumin Sigma

Sodyum hidroksit Riedel de Haen
EDTA Sigma

5x iScript reaksiyon karigimi Bio-Rad
iScript ters transkriptaz Bio-Rad
Niikleaz-free su Aosheng 40
DTT Sigma

Wash Buffer 1 EcoTech

Wash Buffer 2 EcoTech
Eliisyon Buffer EcoTech

50x TAE Thermo Scientefic
6x DNA Loading Dye Thermo Scientefic
DNA Ladder Thermo Scientefic
Syber Green Bio-Rad

NBT Sigma

Sodyum karbonat Sigma
Amonyum siilfat Sigma

Sodyum fosfat Sigma

GR enzimi Sigma

GSH Sigma
NADPH Sigma
Potasyum hidroksit Sigma

Trizma Sigma

Asetik asit Sigma

Metanol Sigma

SDS Sigma

TBA Sigma
TritonX-100 Sigma

CDNB Sigma

18



Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Tez kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler agagida verilmistir.

v

0,3 mmol/L Ksantin: 9,31 mg ksantin tartilarak tizerine 200 mL saf suda eklendi.
Daha sonraiizerine iki damla kadar 0,1 N NaOH’den damlatildi ve ¢6ziinmesi
saglandi.

150 pmol/L Nitroblue tetrazolium (NBT) ¢ozeltisi: 12,30 mg NBT tartilarak bir
kabin igerisine alind1 ve toplam hacim 100 mL olacak sekilde saf su eklendi ve
¢Oziilmesi saglandi.

400 mmol/L Sodyum karbonat ¢6zeltisi: 4,00 g Na,COs tartilarak bir kabin igerisine
alind1 ve toplam hacim 100 mL olacak sekilde saf su eklendi ve ¢oziilmesi saglandi.
1g/L Sigir serum albiimin (BSA): 25 mg BSA tartilarak bir kabin igerisine alind1 ve
toplam hacim 25 mL olacak sekilde saf su eklendi ve ¢oziilmesi saglandi.

0,167 U/mL ksantin oksidaz: +4°C den alinan stok ksantin oksidaz ¢ozeltisi
igerisine 2 M (NH4)2SO4 ¢ozeltisi eklendi ve seyreltildi.

2M Amonyum siilfat ¢ézeltisi: 2,64 g (NH4)>SO4 tartilarak bir kabin igerisine alindi
ve toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf su eklendi ve ¢ozlilmesi saglandi.

0,8 mM Bakir kloriir (CuCl2.2H>0) ¢ozeltisi: 13,64 mg CuCl.2H>O tartilarak bir
kabin igerisine alind1 ve toplam hacim 100 mL olacak sekilde saf su eklendi ve
¢Oziilmesi saglandi.

50 mM Potasyum fosfat (pH: 7,4): 6,81 g KH,PO4 tartilarak bir kabin igerisine
alind1 ve iizerine bir miktar su eklenerek ¢6ziinmesi saglandi. IN NaOH ile pH’s1
7,4’e ayarlandi ve toplam hacim 1L olacak sekilde saf su eklendi ve ¢oziilmesi
saglandi.

30 mM Hidrojen peroksit: %30’luk H>O2 den 0,34 mL alinarak fosfat tamponu ile
100 mL olacak sekilde saf su eklendi.

100 mM Potasyum fosfat tamponu (pH: 7,5): 13,62 g KH>PO4 tartilarak bir kabin
igerisine alind1 ve suda ¢oziindiikten sonra 1N NaOH ile pH’s1 7,5’e ayarlandi1 ve
toplam hacim 1 L olacak sekilde saf su eklendi.

50 mM Tris-HCI (pH: 8,0): 0,60 g tris tartilarak bir kabin igerisine alind1 ve yaklagik
olarak 80 mL saf suda ¢oziildii. 1 M HCl ile pH’s1 8’e ayarland1 ve toplam hacmi
100 mL olacak sekilde saf su eklendi.

2 mM NADP" : 7,63 mg NADP" tartilarak bir kabin icerisine alind1 ve bir miktar
saf su icerisinde ¢Oziildii. Toplam hacmi 5 mL olacak sekilde saf su eklenerek

tamamlandi.
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v 2 mM NADPH: 8,33 mg NADPH tartilarak bir kabin igerisine alindi1 ve bir miktar
saf suda ¢oziildii. Toplam hacim 5 mL olacak sekilde saf su eklenrek tamamlandi.

v 100 mM Potasyum fosfat tamponu (pH: 6,5): 1,36 g KH,POj4 tartilarak bir kabin
igerisine alind1 ve yaklasik 80 mL saf su igerisinde ¢oziildii. pH’s1 6,5 olarak
ayarlandi ve toplam hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlanda.

v' 20 mM Indirgenmis glutatyon (GSH): 30,73 mg GSH tartilarak bir kabin igerisine
alind1 ve bir miktar saf suda ¢6ziildii ve toplam hacmi 5 mL olacak sekilde saf su
eklenerek tamamlandi.

v' 25 mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB): 50,65 mg CDNB tartilarak bir kabin
icerisine alind1 ve yaklagik 8 mL etil alkolde ¢6ziildii. Toplam hacmi 10 mL olacak
sekilde alkol eklenerek tamamlandi.

v' 1 M Tris-HCI (pH: 8,0): 12,11 g tris tartilarak bir kabin icerisine alind1 ve yaklasik
80 mL saf suda ¢oziildii. HCI ile pH’s1 8,0’e ayarlandi ve toplam hacmi saf su ile
100 mL’ye tamamlandi.

v' 7 mM t-biitil Hidroperoksit: 5M’lik Stok t-biitil hidroperoksit ¢ozeltisi igerisinden
0,14 mL alinip toplam hacmi 100 mL olacak sekilde saf su eklenerek tamamlandi.

1X TAE soliisyonu: 245 mL saf su dlgiilerek icerisine 5 mL 50X TAE eklendi.

<

v' Coommassie Brillant Blue ¢ozeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue G-250
reaktifi tartilarak bir kabin igerisine alindi ve 50 mL %95°lik etanolde ¢oziildii.
Cozelti igerisine %95°lik 100 mL fosforik asit ilave edildi ve ¢dzeltinin toplam
hacmi 1 L olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlamis oldugumuz ¢ozelti

karanlik ortamda muhafaza edilmesi i¢in folyo ile sarildi ve 4°C ye kaldirildz.

Hayvan Bakim ve Deneysel Calisma Plam1

Calismada kullanilan canlilarin (Rattus norvegicus, n=20, 180+£20 g, erkek) (Sekil 14)
bakimi ve deneysel uygulamalar1 Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(AUHADYEK) ndan alinan Etik Kurul Onay Belgesi'ne (2021-3/65) uygun olarak Atatiirk
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM)’nde gerceklestirildi.

Siganlar standart ortam kosullarinda (nem; %40- 60, 1s1k; 12h/12h, 1s1; 20-22°C)
muhafaza edildi. Caligmada kullanilan canlilara uygulanacak kiimiilatif DOX dozu literatiirde
belirtilen ¢aligmalardan referans alinarak belirlendi. (Desai ef al. 2013; Ali ve ark. 2020; To et
al. 2003; Indu et al. 2014)
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Grup Giinler

Kontrol 1 2 3 4 5 66 7 8 9 10 11 12 13 14
[ I 1 1
3
DOX 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
TA 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14

{0

DOX+TA [ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14‘

N

DOX(5mg/kg): || TA(SOmg/kg): | DOX+TA(Smg/kg DOX+50meg/kg TA):@

Sekil 14. DOX ve TA uygulama protokolii (DOX veya TA belirteci olmayan giinlerde canlilara
sadece su ve yem verildi)

v" Kontrol (n=5); canlilar deney siiresince normal diizeninde beslendi ve bu siire
zarfinda her giin serum fizyolojik enjekte (i.p) edildi.

v Enjeksiyondan kaynaklanan stres faktoriinii biitiin gruplarda esitlenmek amaciyla
DOX grubuna DOX uygulanmayan giinlerde serum fizyolojik enjekte (i.p) edildi.

v' Tiim uygulamalardan 24 saat sonra servikal dislokasyon yontemi ile kesim yapildi
ve sicanlardan alinan bobrek dokular1 hizli bir sekilde alindiktan sonra deneysel

asamalara kadar sogutucuda muhafaza edildi.

Biyokimyasal Analizler
Doku homojenizasyonu

Biyokimyasal analiz iglemlerinin ilk basamag1 olan dokularin par¢alanmasi i¢cin S0mM
KH>PO4, 1 mM EDTA-Na; ve ImM DTT ile hazirlanan (pH=7,4) homojenat tamponu ile
dokular homojenizatér yardimiyla parcalandi. Homojenizatorden alinan dokular 10.000 rpm,
+4°C, 30 dk santrifiij edildi ve siipernatant kisim steril tiiplere aktarildi. Ardindan slipernatantlar

enzim aktivite 6l¢iimii i¢in kullanildu.

Bradford yontemiyle protein tayini

Comassie Brilliant Blue G-250 boyasinin protein ile olusturdugu kompleksin 595 nm

dalga boyundaki absorbansinin dl¢iilmesi esasina dayanan Bradford (1976) metodu, hazirlanan
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homojenatin protein miktarin1 belirlemek ic¢in kullanildi. Sigir serum albiimin ile yapilan
standart ¢ozeltiler farkli konsantrasyonlarda hazirlandi. Standart ¢ozeltilerin optik dansiteleri
595 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Olciildii ve ardindan Olgiilen degerler ile
standart egri grafigi ve denklemi olusturuldu. Homojenatlardaki protein miktari her numune

icin 3 kez tekrar olacak sekilde Tablo 3’deki kiivet igerigi ile belirlendi.

Tablo 3. Protein Tayini igin Miktarlar

Bilesenler Kor (ul) Numune (ul)
Coommassie Brillant Blue G-250 4900 4900
Saf su 100 -
Homojenat - 100

GPx enzim aktivite ol¢iimii

GPx aktivite 0l¢limiinde Tablo 4’de belirtilen miktarlar ve ¢ozeltiler kullanild1 (Habig
et al. 1974). Kuvarz kiivete tert-biitil hidroperoksit soliisyonuna kadar ¢ozelti eklenip 340
nm’de 5-10 dk absorbans Ol¢iiliip degisimin sabitlenmesinin ardindan hemen Tert-biitil
hidroperoksit ilave edildi. Bunu takiben 3 dk siireyle 340 nm’de Ol¢lim yapilarak enzim

aktiviteleri (EU/mL) hesaplandi.

Tablo 4. GPx Enzim Aktivitesi Ol¢iimii Kullanilacak Cézeltiler ve Miktarlar

Bilesenler Kor (ul) Numune (pl)
Potasyum fosfat tamponu (1M) 100 100
dH.O 590 580
GSH 100 100
Glutatyon rediiktaz 100 100
NADPH 100 100
Homojenat 10 10
Tert-biitil hidroperoksit - 10
Toplam 1000 1000

GST enzim aktivite dlciimii

Glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi oda sicakliginda Habig et al. (1974) metoduna
gore belirlendi. GST aktivite Sl¢limii Tablo 5°te belirtilen miktarda ¢ozelti kullanilarak

gerceklestirildi. Orneklere ait spektrofotomerik 6lciimler 3 dk siireyle 340 nm’de kuvarz
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kiivetler kullanilarak yapildi. Elde edilen bu degerler protein tayini sonuglar1 yardimi ile bir

araya getirilerek spesifik aktivite (EU/mg) hesaplandi.

Enzim Unitesi/ml = (AOD/ ext) x (V1/ Vi) x Sp

AOD: 340 nm dalga boyundaki optik dansite degisimi

¢: CDNB’nin molar ekstinksiyon katsayist

Vrt: Toplam kiivet hacmi
VE: Homojenat ya da enzim hacmi
t: Zaman

Sr: Seyreltme faktorii

Tablo 5. GST Enzim Aktivitesi Ol¢iimii I¢in Kiivet Igerigi

Bilesenler Kor (ul) Numune (pl)
Potasyum fosfat tamponu (1M) 200 200
dH.O 730 729
Homojenat - 1
CDNB 20 20
GSH 50 50
Toplam 1000 1000

SOD enzimi aktivite ol¢timii

SOD enzim aktivite 6l¢iimii, Sun ve ark. (1988) yontemi modifiye edilerek olgiildii.

Doku 6rnekleri %0,9’luk izotonik ¢dzelti ile 3 defa yikandiktan sonra fosfat tamponuna alindu.

1:5 tampon-doku karigimi homojenizator yardimiyla 30 Hz’ 3+3 dk siireyle parcalandi. 10000

g’de 4°C’de 30 dk santrifiij edildikten sonra s1v1 kismin absorbanslar1 560 nm’de 3 dk siireyle
ol¢iildii (Beckman Coulter DU-730). Olgiimler igin Tablo 6’da verilen protokol takip edildi.

Absorbans degerleri kullanilarak enzim aktiviteleri asagidaki formiile gore hesaplandi.

U

SOD aktivitesi (—) =
mL

ODkor — ODnumune

ODkor

x25
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Tablo 6. SOD Aktivite Deney Ptotokolii

Bilesenler Kor (ul) Numune (pl)
Reaktif Karigimi 200 200
Numune 730 729
Distile su - 1
Ksantin Oksidaz 20 20
20 °C’de 25 dk inkiibasyon
CuCl2.2H,0 50 50

560 nm’de absorbans ol¢limii

CAT enzimi aktivite ol¢timii

CAT enzim aktivitesi, Aebi (1984) yontemi ile 6l¢iildii. CAT aktivite dl¢limiinde SOD
enziminde kullanilan homojenat hazirlama prosediirii kullanild1 (Tablo 7). Homojenatlara ait
absorbans Ol¢timleri 240 nm’de 3 ml’lik kuvartz kiivetler kullanilarak 15’er sn araliklarla 1 dk

boyunca yapildi (Beckman Coulter DU-730).

AVt
e.t.Vo

U
CAT aktivitesi (—) =
mL

A =240 nm’deki absorbans degeri

Vt = Toplam reaksiyon hacmi (mL)

V6 = Ornek hacmi (mL)

& = H2O2’nin molar ekstinksiyon katsayis1 (0.0396 cm?/pmol)

t = Reaksiyon zamani (dakika)

Tablo 7. CAT Aktivite Deney Ptotokolii

Bilesenler Kor (ul) Numune (pl)
Fosfat tamponu 1500 1490
Hidrojen peroksit 1500 1500
Numune - 10

MDA él¢iimii

MDA o6l¢iimii i¢in Placer et al. (1966) tarafindan modifiye edilen yontem kullanildi.
Tablo 8’deki igerigi olusturulduktan sonra kiivet icerigi 100°C’de 20 dk inkiibe edilip
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sogutulmasini takiben 3.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilecek ve elde edilen iist faz absorbanslari

532 nm’de o6lgiildii. Sonuglar standarda ait veriler kullanilarak hesaplandi.

Tablo 8. MDA Olciimiinde Kullanilacak Cozeltiler ve Miktarlar

Bilesenler Kor (ul) Numune (pl) Ornek
Ornek - - 0.25
Standart - 0.25 -
Serum fizyolojik 0.25 - -
Ayirag 0.25 0.25 0.25
GSH o6l¢iimii

Fare bobrek dokusunda indirgenmis GSH miktar1 modifiye Ellman (1959) metodu ile
belirlendi. Tablo 9’de belirtilen miktarlar hazirlandiktan sonra yaklasik olarak 5 dakika
inkiibasyona birakildi ve ardindan 412 nm dalga boyundaki absorbansinin 6l¢iilmesi esasina
dayanan bu yontem her numune i¢in 3 kez tekrarlandi. Sonuglar standarda ait veriler

kullanilarak hesaplandi.

Tablo 9. GSH Olciimii Kiiveti igerigi

Stok cozeltiler Kontrol (pl) Numune (pl)
200 mM KH,PO4/50 mM EDTA 270 240
6 mM DTNB 30 30
Stipernetant (std. GSH) - 30

Molekiiler Analizler
Primer dizaym

Gen ekspresyon 6l¢iimii yapilacak hedef genlere ait 6zgiin primer dizileri gen sekanslar1

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ verl tabanindan elde edildikten sonra

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ online yazilimi1 kullanilarak tasarlandi. Dizayn edilen

primerlerin hedef 6zgiinliikleri ise NCBI igerisindeki https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

modiili kullanilarak dogrulandi. Tasarlanan primerler Tablo 10°da verilmistir.
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Tablo 10. qPCR’da Kullanilmak Uzere Dizayn Edilmis Primer Setlerine Ait Bilgiler

No Gen Sembolii Erisim Numarasi Dizi Tm (°C)
1. Kim-I_F S -TGTATTGTTGCCGAGTGGAG  59.72
AF035963.1 , ,
2.  Kim-1 R 5 -TGTGGGTCTTGTTGGAGGA3 60.07
3. Cox-2_F S -TTCGGGAGCACAACAGAGTG3  59.97
1.25925.1
4. Cox-2 R - TGGAACAGTCGCTCGTCATC3 60.11
5. Len2 F 5-TGTTCCCACCGACCAATG3’ 59.31
NM 130741.1
6. Len2 R 5’-GAAAGATGGAGCGGCAGA-3 60.03
7. Cat F 5’-ACATGGTCTGGGACTTCTGG3 59.96
NM_012520.2
8. Cat_R S’-CCATTCGCATTAACCAGCTT-3 60.10
9. Sod F 5’-GGTCCACGAGAAACAAGATGA3  60.10
NM 017050.1
10. Sod R 5’-CAATCACACCACAAGCCAAG-3"  60.15
11. GPx_F 5’ - TCGGACATCAGGAGAATGG™  59.57
NM. 030826.4 , ,
12. GPx R 5’- AGGTAAAGAGCGGGTGAGC-3 59.44
13. Gst_F 5= TTCTGACCCCTTTCCCTCTG ™ 59.67
NM_001010921.1
14. Gst_R 5= TGGCTGGCTTTCTCTGACTG3 59.97
15S.  Foxo3 F 5’-ACTGAGGAAAGGGGAAATGG™3"  60.39
NM _001106395.1
16.  Foxo3 R 5 -TGCTGGGTTAGGAAGATGGC3 59.69
17. Casp9 F 5 - TGTGGTGGTGAGCAGAAAGA-3"  60.36
NM 031632.1
18.  Casp9 R S -TCCTGGTATGGGACAGCATC-3 59.95
19. Casp3 F S-AGGAGCAGTTTTGTGTGTGTG?®  59.79
NM_012922.2 , ,
20  Casp3 R S-AGTTTCGGCTTTCCAGTCAG? 59.47
21.  Top2b_F 5’-ACCATCATTTGGTCTGAAGC™3"  59.65
NM _001100858.1
22.  Top2b R 5’-AGCGACTGTTTGACTTGGAAC™3 59.39
23. Actb_F 5 -TGTGGATTGGTGGCTCTATC 59.78
NM 0311443
24. Actb_R 5S’-AGAAAGGGTGTAAAACGCAG3"  60.33
25, 1l-6 F S-AGTTGCCTTCTTGGGACTGA™ 59.84
26. 16 R NM _012675.3 S“TACTGGTCTGTTGTGGGTGG™ 60.33
27. Tnfo_F 5-AGGAGGGAGAACAGCAACTC™  59.45
28 Tnfo R NM _012675.3 S TGTATGAGAGGGACGGAACC®  59.93
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Bobrek dokusundan total RNA izolasyonu

Canlilardan alinan bobrek doku orneklerinden total RNA izole etmek i¢in ticari kit

(EcoPURE Total RNA Kit, EcoTech) kullanildi. izole edilen genetik materyale ait

konsantrasyon ve saflik derecesi Nanodrop cihazi ile 6l¢iildii. Protokol dogrultusunda asagidaki

adimlar izlendi:

v

v
v
v

AN

D N N NN

30 mg donmus bobrek dokusundan tartilarak ependorf tiipiine alindi.

Ependorf tiipiine 400 pul Lizis Buffer ve 5 adet bits eklendi.

Homojenizatdr cihazinda pargalama yapildi.

Ardindan hiicre kalintisin1 peletlemek igin oda sicakliginda, maksimum hizda 2
dakika santrifiij yapidi.

Siipernatanta esit miktarda etanol eklendi ve 10 saniye vorteks yapildi.

Toplama tiiptine filtreli kolon yerlestirildi ve etanol + siipernatant karisimi kolona
eklendi.

Oda sicakliginda, maksimum hizda, 30 saniye santrifiij yapildi.

Altta kalan siiziintii atilir ve kolon tekrar temiz bir tiipe yerlestirildi.

Sonrasinda kolona 400 pl Wash Buffer 1 eklendi ve 30 saniye santrifiij yapildi.
Tekrardan altta kalan siiziintii atildi ve kolon tiipe yerlestirilip tizerine 500 pul Wash
Buffer 2 eklendi ve 30 saniye santrifiij yapildi.

Ardindan kolon steril santrifiij tiipiine yerlestirildi ve kolonun tam ortasina 40 pl
Eliisyon Tamponu eklenip oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildi.

Son olarak maksimum hizda 30 saniye santrifiij yapildi ve altta kalan siiziintii olan

RNA -80 °C de saklandu.

izole Edilen RNA’larin Kalitatif ve Kantitatif Analizi

Saflastirilmis niikleik asit ve proteinlerin molekiil agirligi, miktar1 ve alt tiplerinin

belirlenmesinde kullanilan jel elektroforezi yaygin olarak kullanilan molekiiler bir yontem olup

agaroz ve poliakrilamid jellerin kullanildigi, molekiillerin elektriksel bir alanda elektrik

yiiklerine gore go¢ etmeleri prensibine dayanir. Go¢ hizi; molekiiliin yapisina ve biiytikliigiline,

ortamin yogunluguna, uygulanan akima ve iyonik kuvvete bagl olarak degisiklik

gostermektedir. (Kocpinar 2015).

1.88 ml 20 x MOPS soliisyonu igerisine 0.3 gr Agaroz ve 28.5 ml ddH,O eklendi.

Kaynamaya birakilan ¢ozelti 37 °C’ye kadar sogutuldu. 6.68 pl formamid ve hemen ardindan

5.5 pl Etidium bromiir eklendi. Hazirlanan jelin katilagmasi i¢in birakilir. 1 pl RNA ve 3.5 pl

ddH>O karigtirilip iizerine 0.5 pul 20 x MOPS soliisyonu eklendi. Ardindan 5 pl formamid
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eklenerek 65 °C’de 15 dk inkiibasyona birakildi. Son olarak sirasiyla ornekler jel {izerinde
bulunan kuyulara yiiklendi. Agaroz jel icerisinde bulunan kuyulara 5-7°ser ul olacak sekilde
yiiklenen RNA ornekleri 80V 30 dk boyunca yiiriitildi. Yiriitme isleminin ardindan

gorlntiileme cihazi ile jelin goriintiisii alindi.

Biyolojik kaynaklardan saflastirilan niikleik asitlerin kantitatif tayininde absorbsiyon
temeline dayanan spektrofotometrik yontemler, niikleik asitlerdeki kontaminasyonu saptamak
icin 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda 6l¢tim yapilir. NanoDrop spektrofotometrede 6l¢iim
sirasinda 2 uL RNAase free water kor olarak kullanildi. izole edilen RNA’lardan 2 pL alinarak
kullanild1 ve absorbanslar1 kore karsi belirlendi. RN A konsantrasyonu A2e0280 nm oranina gore
hesaplandi ve sonuglar ng/puL. olarak ifade belirtildi. Elde edilen RNA Orneklerinin

spektroskopik 6l¢iimii Nanodrop cihazi ile dl¢iilerek safligi ve konsantrasyonu belirlendi.

Komplementer DNA (¢cDNA) sentezi

Bir genin ekspresyon seviyesini tespit edebilmek i¢in mRNA seviyesinin kantitatif
olarak belirlenmesi gerekir. mRNA yapist nedeni ile laboratuvar sartlarinda kolaylikla
parcalanmasindan dolay1 gen ekspresyonu analiz yontemlerinde Oncelikle mRNA’nin

komplementeri olan cDNA, PCR kullanilarak sentezlenmesi gerekir.

Yukaridaki bilgiler 15181nda; izolasyonu yapilan mRNA’lar uygun sicaklikta muhafaza
edilmesinin ardindan cDNA sentez islemi icin ticari bir kit olan iScript™ Reverse Transcription
Supermix for RT-qPCR (BioRad) kullanildi. cDNA sentezi i¢in PCR tiiplerinde hazirlanan
bilesenler Tablo 11 ve reaksiyon protokolii Tablo 12°de gosterildi.

Tablo 11. cDNA Sentez Reaksiyon Bilesenleri

BILESENLER ul
5x iScript Reaksiyon Karigimi 4
iScript Ters Transkriptaz 1
Nuclease-free Su Degisken
Kalip RNA Degisken
Toplam Hacim 20

Tablo 12. cDNA Sentez Reaksiyon Protokolii

Reaksiyon Protokolii dk °C
Baglanma 5 25

Ters Transkriptaz 20 46
RT inaktivasyonu 1 95
Opsiyonel Basamak 0 +4
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cDNA sentezi i¢in asagidaki protokol uygulandi.

v Ik olarak RNA ornekleri buz iizerine yerlestirildi ve daha sonra 5x iScript
Reaksiyon Karigimi, iScript Ters Transkriptaz ve Nuclease-free su kullanilmadan
once vorteks kullanilarak karistirildi.

v" Steril PCR tiiplerine sirastyla uygun miktarlarda karigim hazirlandi ve tizerlerine
uygun miktarda izole edilen RNA’lar eklendi.

v' Yukaridaki tablo’da verilen ¢cDNA sentez kitinin protokol basamaklar1 cihazda
ayarlandi ve tiipler cihaza yerlestirilip reaksiyon baglatildi.

v Reaksiyon sonlandirilip tiipler cihazdan alindi ve sentezlenen cDNA’lar Real time

PCR islemlerinde kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

Kantitatif Real Time PCR (qPCR) asamasi

Kantitatif gen ekspresyonunun belirlenmesi dorultusunda Real-Time PCR analizi
yapildi. Real-Time PCR reaksiyon karisimi (Tablo 13) ve reaksiyon sartlari (Tablo 14) asagida
verilmistir. Bu amagla bobrek dokularindan izole edilmis total RNA’dan Revers Transkriptaz
(RT) enzimi ile hazirlanan cDNA’lar kullanildi. Kullanilan SYBR Green ile genlerin

ekspresyon miktarlari 6l¢tildil.

Tablo 13. Real-Time PCR Reaksiyon Karigimi1

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar (pl)

Master Mix 12.5
Forward Primer 0.25
Reverse Primer 0.25

Su 9.5
cDNA 2,5
Toplam 25

Tablo 14. Real-Time PCR Reaksiyon Sartlari

Sicaklik (°C)  Siire (dk) Dongii Sayis1

50 2
1
95 10
95 10
45
60 1
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Normalizasyon i¢in referans (housekeeping) olarak f-aktin geni kullanild1 ve sonuglar

ACt metodu (Livak and Schmittgen 2001) kullanilarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Tiim deneyler 3 tekerriir olacak sekilde gergeklestirildi. Elde edilen verilere tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve Tukey coklu karsilagtirma testi uygulandi. Veri degerlendirmesi
icin GraphPad Prism version 5.00 paket programi (GraphPad Software, San Diego, USA)
kullanildi. ("*P>0,05, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <0,0001)
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Saflastirilan RNA’nin Kalitatif ve Kantitatif Analiz Sonuclari

Total RNA’nin goriintiisii jelde oldukga belirli bir sekilde goriinen 28S (veya 23S) ve
18S (veya 16S) rRNA bantlarina aittir. 18S rRNA bandi ve 28S rRNA bandinin yaklasik olarak
yarisi kadar bir parlaklik olusturmasi, 2:1 oraninda toplam RNA’nin par¢alanmadan elde
edildiginin en belirgin gdstergesidir. Sigan bobrek dokusundan izole edilen RNA’nin Nanodrop

ile 6lgtlilen konsantrasyonu Tablo 15°te jel ve goriintiisii Sekil 15°te gosterilmistir.

Tablo 15. izole Edilen RNA’larin Konsantrasyon Sonuglari

Ornekler Konsantrasyon (ul) Saflik (Az60/280)
K1 425 1,92
K2 992 2,1
K3 828 1,98
T1 651 2,15
T2 882 2,06
T3 1064 1,90
Dl 701 2,0
D2 828 2,13
D3 860 1,95

DTI1 832 1,97
DTI1 652 2,09
DTI 696 2,11

(K; Kontrol, T; Tannik Asit, D; Doksorubisin, DT; Doksorubisin-Tannik Asit)

Sekil 15. izole edilen total RNA nin agaroz jel elektroforez goriintiisii
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Antioksidan Sistem Bilesenlerinin Kantitatif Gen Ekspresyon Sonuclari

Cat mRNA ekspresyon seviyesi sonuglarina gore, kontrol grubuna kiyasla yalnizca TA
uygulanan grubun gen ekspresyon seviyesinde anlamli derecede artma gozlenirken kontrole
kiyasla DOX uygulanan grubunda ise anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. Ancak kontrol
grubuna kiyasla TA ile birlikte DOX uygulanan kombine grupta ise istatistiksel olarak anlamli

bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 16).
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Sekil 16. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan bdbrek dokularindaki Cat mRNA
ekspresyon seviyesi

Kontrol grubuna kiyasla, TA uygulanan grupta, Sod mRNA transkript miktarinda
anlaml bir degisiklik goriilmemistir. Ancak kontrol grubuna kiyasla tek basina DOX uygulanan
grupta 6nemli derecede azalig gozlemlendi. DOX ile birlikte TA uygulanan kombine grupta soz
konusu genin ekspresyon seviyesi, kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede bir azalis oldugu
gozlemlendi. DOX’un tek basina neden oldugu s6z konusu genin ifadesindeki azalis, TA
uygulamasi ile tolere edilmis ve genin ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig

goriilmiustiir (Sekil 17).
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Sekil 17. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan bobrek dokularindaki Sod mRNA
ekspresyon seviyesi

Gpx mRNA ekspresyon seviyesi incelendiginde TA uygulanan grup, kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda, gen ifadesinde istatistiksel olarak onemli bir fark gézlemlenmedi. Ancak,
yalnizca DOX uygulanan grupta ise anlamli bir azalma tespit edildi. Kontrol grubuna kiyasla
DOX ile kombine olarak TA uygulanan grupta anlamli bir azalma oldugu gézlemlendi. Tek
basina DOX uygulanan gruba kiyasla kombine (DOX+TA) uygulama grubunda anlamli
derecede bir artis gozlemlenmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bdbrek dokularindaki Gpx mRNA
ekspresyon seviyesi
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Gst mRNA gen ifadesi analiz sonuglarina gore, tek basina TA uygulamasinin séz
konusu genin mRNA ifadesinde kontrol grubuna kiyasla 6énemli seviyede bir artis gosterdigi
gozlemlenmistir. Ancak DOX uygulanan grupta ise kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma
oldugu gozlendi. Kontrol grubuna kiyasla DOX ve TA’nin kombine olarak uygulandig1 grupta
gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlemlendi. Tek basina DOX ile
muamele edilen gruba kiyasla kombine uygulama yapilan grupta Gst ifadesinde anlamli bir artig

oldugu gozlemlenmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan bobrek dokularindaki Gst mRNA
ekspresyon seviyesi

Antioksidan Sistem Bilesenlerinin Enzim Aktivite Sonuclari

TA uygulan grupta, kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, CAT enzim aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artig gozlendi. Kontrol grubuna kiyasla maruziyete bagl olarak
tek bagina DOX uygulanan grupta enzim aktivitesinde 6nemli derecede bir azalma oldugu
gozlenmistir. DOX+TA grubunda ise tek bagina DOX uygulamasina gore daha yliksek enzim
aktivitesi oldugu gozlemlendi (Sekil 20).
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Sekil 20. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigcan bobrek dokularindaki CAT enzim spesifik
aktivitesi

SOD enzim aktivitesinin tek basina TA uygulandiginda 6nemli derecede bir degisiklige
ugramadig1 gozlenmistir. Kontrole kiyasla DOX ve DOX+TA gruplarinda enzim aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli derecede azalma oldugu gozlemlendi. Ancak, tek basina DOX
uygulamasina gore TA nin enzim aktivitesini biraz daha arttirarak kontrol grubuna yaklastirdigi

gozlenmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigcan bobrek dokularindaki SOD enzim spesifik
aktivitesi

GPx enzim aktivitesi, DOX maruziyetine bagli olarak énemli derecede azalmigtir. Tek
basina TA uygulamasi ise enzim aktivitesinde onemli bir degisiklige yol agmamistir. DOX’la
birlikte TA uygulanan (kombine grup) grupta ise enzim aktivitesinin bir miktar azaldig1 ancak

bu azalmanin 6nemli seviyede olmadig tespit edilmistir (Sekil 22).

35



[+
o
]

N
o
|

GPx enzim spesifik
aktivitesi (EU/mg)
g

0- T T
Kontrol TA DOX DOX+TA

Gruplar

Sekil 22. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan bobrek dokularindaki GPX enzim spesifik
aktivitesi

GST enzim aktivitesi sonuglarina gore kontrol grubuna kiyasla tek basina DOX
uygulamasimin GST’ nin biyolojik aktivitesinde ciddi bir azalmaya neden oldugu gézlenmistir.
Fakat DOX ile birlikte TA uygulandigi zaman enzim aktivitesindeki bu azalisin engellenerek
aktivitenin yeninden uygulama yapilmayan kontrol grubu seviyelerine yaklastigi tespit

edilmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki GST enzim spesifik
aktivitesi

GSH Seviyesi ve MDA Konsantrasyon Sonuclari

Kontrol grubuna kiyasla GSH seviyesinin DOX uygulanan grupta onemli derecede
azaldig1 tespit edilmistir. Ancak, bu azalisim TA destegi ile kismen engelledigi ve kontrol grubu

degerlerine biraz daha yakinlastig1 gozlenmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki GSH seviyesi

MDA konsantrayon sonuglar incelendiginde (Sekil 25) kontrol grubuna kiyasla, diger

uygulama yapilan gruplarda 6nemli derecede bir degisim olmadigi tespit edilmistir. Ancak, tek

basina DOX uygulanan gruba kiyasla, DOX ve TA’nin DOX maruziyeti sonucu kismen artan

lipid peroksidasyonunu baskilayabildigi tespit edilmistir.
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Sekil 25. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki MDA konsantrasyonu
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Lcn2, Kim-1, Top2b, Cox-2, Casp3, Casp9, Foxol ve Foxo3 Genlerinin Ekspresyon
Sonuglari

Bobrek hasar belirteci olan Len2 geninin mRNA transkript miktarinin DOX uygulamasi
sonucunda dramatik bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Tek basina TA ise genin ifadesinde
onemli bir degisiklige neden olmamistir. DOX ile birlikte TA uygulanan kombine (DOX+TA)
grupta ise Lcn2’nin agresif artisi oldukca yeniden baskilanabilmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki Lcn2 mRNA
ekspresyon seviyesi

Elde edilen bulgulara gore Kim-I geninin ekspresyon seviyesinin DOX’a yanit olarak
onemli seviyede arttig1 gézlenmistir. Tek basina TA uygulamasinin ise Lcn2’de oldugu gibi
genin ifadesinde 6nemli bir degisiklige neden olmadig tespit edilmistir. DOX ile birlikte TA
uygulanan kombine (DOX+TA) grupta ise Kim-1’in agresif artig1 yeniden baskilanabilmistir
(Sekil 27).
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Sekil 27. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki Kim-/ mRNA
ekspresyon seviyesi

Top2b goreceli mRNA ekspresyon seviyesinde, tek basina TA uygulanan grup kontrole
gore kiyaslandiginda anlamh bir degisiklik olmadigi gézlenmistir. Ancak DOX uygulanan
grupta ise gen ifade seviyesinde anlamli bir artis oldugu bulunmustur. Yalnizca DOX
uygulanan gruba kiyasla DOX+TA uygulanan grupta asir1 gen ifadesinde anlamli diizeyde bir
azalma meydana geldigi bulunmustur (Sekil 28).
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Sekil 28. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bdbrek dokularindaki Top2bh mRNA
ekspresyon seviyesi

Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, tek basina TA uygulamasi yapilan grupta Cox-2
mRNA ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark meydana gelmedigi gézlenmistir. Ancak

DOX uygulanan grupta ise Cox-2 ifadesinde kontrol grubuna kiyasla anlaml1 derecede bir artis
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oldugu tespit edilmistir. DOX ile es zamanli TA uygulanan kombine grupta (DOX+TA) ise
genin ekspresyon seviyesinin azalarak yeniden kontrol grubu seviyelerine indirgendigi
gozlenmistir. Cox-2 gen ifadesindeki bu azalisin tek bagina DOX uygulanan gruba kiyasla

istatistiki a¢idan olduk¢a 6nemli ve anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 29).
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Sekil 29. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki Cox-2 mRNA
ekspresyon seviyesi

Casp3 geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, TA uygulanan grupta kontrol
grubuna gore bir degisiklik olmadig1 gozlenmistir. Ancak, tek basina DOX uygulamasi yapilan
grup ve DOX ile birlikte TA seklinde kombine uygulanan grupta ise kontrol grubuna kiyasla
onemli bir artis oldugu bulunmustur. Ayrica DOX uygulanan gruba gore DOX ve TA
kombinasyonu uygulanan grupta Casp3 mRNA seviyesinde istatistiki agidan oldukc¢a 6nemli

bir azalmanin meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bdbrek dokularindaki Casp-3 mRNA
ekspresyon seviyesi

Casp9 geninin mRNA ekspresyon seviyesi incelendiginde, tek basina TA uygulanan
grupta gen ifadesinde anlamli bir degisiklik bulunmamistir. Ancak, DOX uygulanan grupta ise
goreceli Casp9 miktarinda 6nemli derecede artis oldugu tespit edilmistir. DOX ile birlikte TA
uygulanan grupta ise gen ifadesi oldukea fazla artig gostermekle birlikte bu artisin TA destegi
ile 6nemli seviyede baskilandig1 tespit edilmistir (Sekil 31).
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Sekil 31. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican bobrek dokularindaki Casp9 mRNA
ekspresyon seviyesi
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Elde edilen sonuglara gore, Foxol geninin mRNA ekspresyon seviyesinde, DOX
uygulanan ve DOX+TA (kombine) uygulanan gruplarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana geldigi goriilmiistiir. Ancak tek basina TA
uygulanan grupta, kontrole kiyasla anlamli bir degisim bulunmamistir. DOX ve DOX+TA
(kombine) uygulanan gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda, DOX uygulanan gruba gore
kombine uygulama grubunda Foxo! ifadesinde istatistiksel olarak dnemli derecede bir azalma

oldugu tespit edilmistir (Sekil 32).
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Sekil 32. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan bobrek dokularindaki Foxol mRNA
ekspresyon seviyesi

Sonuglar gz oniine alindiginda, Foxo3 geninin mRNA seviyesinin, TA ve DOX+TA
(kombine) uygulanan gruplarda 6nemli seviyede azalmadigl gozlenmistir. Ancak DOX ile
muamele edilen grup kontrole gore kiyaslandiginda gen ifadesinde anlamli bir azalma oldugu
goriilmiistiir. DOX ve DOX+TA (kombine) uygulanan gruplar birbiri ile kiyaslandiginda ise
DOX uygulanan gruba gore kombine grupta istatistiksel olarak 6nemli derecede bir artis oldugu

gorilmistiir (Sekil 33).
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Sekil 33. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan bobrek dokularindaki Foxo3 mRNA
ekspresyon seviyesi

Proinflamatuar Sitokin Genlerinin Ekspresyon Sonuclari

Tnfa geninin mRNA ekspresyon seviyesi incelendiginde, TA ve DOX+TA (kombine)
uygulanan gruplarda goreceli Tnfa ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik olmadig1 gozlenmistir. Ancak, kontrol grubuna kiyasla DOX uygulanan grupta ise
anlaml bir artis oldugu tespit edilmistir. DOX uygulanan gruba gore kiyaslandiginda kombine
uygulama yapilan grupta anlamli bir azalma oldugu tespit edildi (Sekil 34).
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Sekil 34. Kontrol ve uygulama gruplarma ait sican bobrek dokularindaki 7nfa mRNA
ekspresyon seviyesi
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Kontrole gore kiyaslandiginda, //-6 geninin mRNA ekspresyon seviyesinde TA ve
DOX+TA (kombine) uygulanan gruplarda 6nemli derecede bir fark gdzlenmemistir. Kontrol
grubuna kiyasla DOX uygulanan grupta ise istatistiksel olarak Onemli bir artis oldugu
bulunmustur. DOX uygulanan grup, kombine uygulama grubuna kiyaslandiginda 1/-6

ifadesinde istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma oldugu bulunmustur (Sekil 35).
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Sekil 35. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan bobrek dokularindaki 7/-6 mRNA
ekspresyon seviyesi

Antikanser tedavisi her ne kadar hizli biiylime potansiyeline sahip kanser hiicrelerine
yonelik olsa da kullanilan kemoterapotik ilaglar viicutta dolagim gosterebildikleri i¢in diger
hizl1 biiyiiyen saglikli ve normal hiicrelere de zarar verebilmektedirler (Corrie, 2011). Bu durum
kagiilmaz olarak hemostazi bozdugu i¢in istenmeyen fizyolojik sonuglara neden olabilmekte
ve bir¢ok organi olumsuz etkileyebilmektedir (Ayla ve ark. 2011). Dolayist ile tedavi sirasinda
veya sonrasinda olusabilecek yan etkiler canli fizyolojisini her zaman en kotli senaryoya
stiriklemese de kanser tedavisine bakista endiselere neden olmaktadir (So ef al. 2019). Bu
nedenle sadece hedef odakli terapotiklerin gelistirilmesi ve/veya tedavi etkinligini
degistirmeden kullanilan ilacin meydana getirdigi yikici toksisiteyi minimize edebilecek
yardimci1 ajanlarin tespit edilerek koruyucu mekanizmalarimin aydinlatilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.

Basta kardiyak, hepatik ve nefrotik toksisite olmak iizere kemoterapi kaynakli organ ve
doku toksisitesi terapi etkinligini sinirlandiran temel olgulardir (Goel and Aggarwal 2010).
Nefrotoksisite, antikanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan DOX'un bilinen 6nemli olumsuz

etkilerinden olup nefropati, proteiniiri, glomeriiler filtrasyon bariyeri ve glomeriiler endotel
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hiicre gbzenek boyut bozuklugu gibi patolojik ¢iktilarla karakterize edilmektedir (Troxell et al.
2016). Literatiirdeki mevcut ¢aligmalar incelendiginde DOX uygulamasindan kaynaklanan
nefrotoksisitenin altinda ¢ogunlukla bozulan antioksidan sistem cevabinin 6n plana ¢ikarildigi,
ancak s6z konusu sistem bilesenlerinin diizenleyicisi olarak fonksiyon gosteren faktorler ile
hiicre canliligin1 diizenleyen diger mekanizma iiyeleri goz ardi edildigi goriilmektedir (Torres
and Simic 2012). DOX baglantili nefrotoksisiteyi daha iyi anlayabilmek i¢in yapilan mevcut
tez calismasi kapsaminda; DOX uygulanarak olusturulan deneysel modellerde maruziyet
sonucu olusan toksisite molekiiler bobrek hasar markerlarinin, antioksidan sistem
bilesenlerinin, kritik rejenerasyon ve transkripsiyon faktorlerinin, major inflamatuar ve
apoptotik sistem {iiyelerinin incelenmesi ile degerlendirildi. Ek olarak incelenen parametreler

aracilig1 ile TA nin protektif mekanizmasi aydinlatilmaya calisildi.

Hiicresel homeostaz Okaryotik genom bilesenlerinin  koordineli bir sekilde
diizenlenmesi ile saglanmaktadir (Barrett ef al. 2012). Diizenlemenin ilk sathasinda ¢esitli i¢ ve
dis uyaranlara kars1 gecici ancak ¢ok hizli bir sekilde aktive olabilen "ani-erken genler (IEGs)"
yer almaktadir (Jiang et al. 2001). Bu genlerin transkripsiyonel sinyalleri uyaran etken
karsisinda yeni protein sentezinden dnce aktive olarak koruma mekanizmasinin baslatilmasini
saglamaktadir. Bu grupta yer alan COX-2 (Cyclooxygenase-2), tiim hiicrelerde ifade edilen
"housekeeping" bir gendir (Guo et al. 2021). Hiicreyi tehdit eden herhangi bir uyaran
bulunmadigi normal sartlarda Cox-2 ifadesi sinirlidir ve temel seviyede gerceklesmektedir
(Tiwari et al. 2019). Ancak inflamasyon gibi siireclerde s6z konusu genin ifadesi keskin bir
sekilde yukar1 yonlii degismektedir (Gomez-Valenzuela et al. 2021). In vivo ve in vitro
caligmalar proinflamatuvar sitokinlerin uyarimi ile Cox-2 ifadesinde 6nemli artis meydana
geldigini gostermektedir. Yang ve ark. (2021) yaptig1 ¢alisma TNF sinyalizasyonunun FoxO
transkripyon faktorleri tizerinden Cox-2 ifadesini diizenledigini géstermistir. Bu arastirmacilar
insan kardiyak fibroblast hiicrelerinde FoxO1 inhibitorii ve Foxol siRNA'sinin varliginda TNF
aracili Cox-2 ifadesinin baskilandigini kanitlamiglardir (Yang et al. 2021). Calismamizdan elde
edilen bulgular bu farkli bilgilerle uyum i¢indedir. Sonuglar, DOX maruziyeti sonucunda Cox-
2 ifadesinin uygulama yapilmayan gruplara kiyasla yiiksek oranda arttigin1 gostermektedir
(Sekil 29). Ek olarak Cox-2 ifadesinde diizenleyici rolleri olan Foxol (Sekil 32) ve Tnf-a’nin
(Sekil 34) ifadelerinin de artig gosterdigi goriilmiistiir. Ancak s6z konusu genlerdeki bu agresif
artis TA uygulamasi ile dnemli 6l¢lide azalmistir (Sekil 29, 32 ve 34). Bu bulgular, DOX ile

bozulan hiicresel isleyisin TA ile onarilabilecegini kanitlamaktadir.

LCN2 (Lipocalin-2), apoptosis, inflamasyon ve immiin cevap gibi énemli fizyolojik

stireglerde rol alan pleiotropic bir molekiil olarak bilinmektedir (Olson ef al. 2021). Oldukca
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sik1 diizenlenen bir ifade mekanizmasina sahip olan LCN2'nin akut bobrek hasarinda yiiksek
oranda ve kolayca indiiklendigi, yapilan farkl: hiicre kiiltiirii ve model organizma c¢aligsmalari
ile tespit edilmistir. Bu nedenle KIM-1 (Kidney injury molecule-1; Bobrek hasar molekiilii-1)
ile birlikte bobrek hasari tespitinde giivenilir bir marker olarak kabul gérmektedir (Bonnard ef
al. 2021). Timo6r mikro ¢evresinden salinan interlokin ve tiimor nekrozis faktor gibi sitokinler
onemli transkirpsiyon faktorlerinin aktivasyonunu ve Lcn2 promotor bolgesine baglanmasini
tetikleyerek genin transkripsiyonunu uyarirlar (Karlsen et al. 2010). Yapilan farkli ¢aligmalar
LCN2'nin agir1 ifadesinin kanser hiicrelerinin gog¢ ve istilasini kolaylastirdigini gostermektedir
(Yang et al. 2009; Tung et al. 2013; Ding et al. 2015). Tiim bu bilgiler g6z Oniinde
bulunduruldugunda DOX'un inflamatuvar sistem uyarimi iizerinden saglikli hiicrelerde de
apoptoz yolaginin aktiflestirerek doku hasar1 olusturabilecegi hipotezinin ortaya ¢ikmasina yol
acmaktadir (Xu et al. 2012). Nitekim mevcut ¢calismadan elde edilen sonuglar DOX maruziyeti
sonucunda //-6 ve Tnf-a’nin ifadesinin arttigini (Sekil 34 ve 35), bu inflamatuvar faktorlerin
aracilifiyla da Len2 aktivasyonu (Sekil 26) lizerinden Casp3 ve Casp9’un asirt ifade edilerek
(Sekil 30 ve 31) kanserlesme mekanizmasinin tetiklendigini gostermektedir. Ek olarak DOX
ile birlikte TA uygulamasinin so6z konusu gen ifadelerinin 6nemli 6lgiide azalarak kontrol
seviyelerine yaklastig1r dolayisi ile bozulan hiicresel dengenin yeniden normallesebilecegi

kanitlanmistir.

DOX kaynakli metabolik deregiilasyonun énemli nedenlerinden digeri de antioksidan
sistemin baskilanarak uyaran karsisinda hiicresel koruma cevabinin yetersiz kalmasidir (Qi et
al. 2020). DOX kaynakli nefrotoksisitenin temelinde oksidatif hasarin yer aldigi
vurgulanmaktadir (Su et al. 2015). Antioksidan sistemde yer alan protein ve metabolitler
oksidatif stresin yol actig1 hiicresel ve dokusal hasar1 Onleyerek fizyolojik dengeyi
korumaktadir (Pisoschi and Pop 2015). Cevresel maruziyet sonucu alinan mikrobesleyiciler
veya terapi amacli kullanilan ajanlar redoks reaksiyonlarini katalize ederek ROS olusumuna
neden olurlar (Zhang et al. 2021). Hiicresel redoks dengesi basta CAT, SOD ve GPx olmak
tizere farkli enzimler aracilifiyla saglanmaktadir. Dolayisi ile bu enzimlerin gen ifadelerinde
ve biyolojik aktivitelerinde meydana gelen bir azalma hiicreyi oksidatif hasara karsi korumasiz
hale getirmektedir (Rahman ef al. 2012). Hayvan modelleri ile yapilan ¢aligmalar bu faktoérlerin
fonksiyonlarimi tam olarak yerine getiremediklerinde ndrodejenerasyon, kanser, inflamasyon
ve yaslanma gibi 6nemli sorunlarin meydana geldigini gostermektedir (Liguori et al. 2018;
Ceylan ve ark. 2019; Hayes et al. 2020). Hiicrede meydana gelen oksidan molekiiller GST
enziminin aracilik ettigi detoksifikasyon reaksiyonlar1 ile de giderilmektedir (Kalyanaraman,
2013). GST, toksik zenobiyotikleri ve serbest radikalleri indirgenmis GSH’1 bir substrat olarak
kullanarak detoksifiye etmektedir (Enayati ef al. 2005). Dolayisi ile azalan GSH bu metabolitle
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dogrudan etkilesime giren ve hiicresel detoksifikasyonun esansiyel bilensenleri olan GST ve
GPx’in etkinligini sinirlandirir (Harris and DeNicola 2020). Yapilan birgok bagimsiz ¢aligma
GSH miktan ile oksidatif hasar arasindaki ters iligkiyi kanitlamaktadir (Sastre et al. 2003;
Frisard and Ravussin 2006; Rains and Jain 2011). Oksidatif hasarin bir diger belirteci ise artan
lipid peroksidasyonu olup bu siire¢ hiicresel ve dokusal hasarla sonuglanmaktadir (Gallelli et
al. 2018). Bu ¢alismada DOX uygulanan canlilarin bobrek dokularinda CAT, SOD, GPx ve
GST enzimlerinin biyolojik aktivitelerinde ve GSH seviyelerinde 6nemli oranda azalis oldugu
saptanmustir (Sekil 20, 21, 22, 23 ve 24). Lipid peroksidasyon belirteci olan MDA seviyeleri
ise DOX uygulanan grupta artis gostermistir (Sekil 25). TA uygulamasinin s6z konusu
bilesenlerin DOX karsisinda verdigi tepkileri tamamen ters yonde degistirerek antioksidan
savunma sistemini yeniden giiglendirmistir. Elde edilen bu bulgular DOX ile bozulan hiicresel

antioksidan sisteminin TA ile onarilabilecegini kanitlamaktadir.

Genom kompleksligi goz onlinde bulunduruldugunda belirli sartlar altinda sadece
gerekli genlerin ifade edilerek hizli yanit olusturulmasi oldukg¢a karmasik bir siirectir. Bu siire¢
DNA zincirinde ilgili genin diizenleyici sekanslarina baglanarak hedef genin ifadesini modiile
edebilen ve transkripsiyon faktorleri olarak bilinen proteinler araciligi ile yonetilmekte ve
hiicrenin maruz kaldig1 c¢evresel etmenlere cevap olarak bir genin transkripsiyonu arttirilip
(aktivator) veya engellenebilmektedir (represor) (Schroder et al. 2004). Dolayisi ile bu
faktorlerin ifadelerinin kontroli ilgili olduklar1 yolaklar1 anlama ve kontrol etme agisindan
olduk¢a etkili bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Uzerinde en c¢ok ¢alisma yapilan
transkripsiyon faktorlerinden olan ve FoxO ailesinin bir {iyesi olan FOXO3 (forkhead box 3),
ailenin diger liyelerinden FOXO4 ve 6 ile birlikte her yerde ifade edilmektedir (Lee and Dong
2017; Tia et al. 2018). Mitokondriyal gen ifadesinin diizenlenmesi gibi bir¢ok 6nemli sinyal
yolaginda rol alan FOXO3 otofaji sitimiilasyonu, hiicre dongiisii diizenlenmesi ve oksidatif
stresin azaltilmasinda onemli etkilere sahiptir (Ponugoti et al. 2012; Farhan et al. 2017). Son
caligmalar, FOXO3'iin ROS eliminasyonunda aktif rol alan MnSOD ve CAT ifadesi iizerinde
dogrudan etkili olarak stres uyaranlarina karsi sensor ve diizenleyici fonksiyona sahip oldugunu
gostermektedir (Vurusaner et al. 2012; Lu et al. 2018; Hu et al. 2019). Bu nedenle FOXO3
ifadesinin kontrol edilmesi hiicresel stres metabolizmasinin sagligi icin oldukca onemlidir
(Salminen et al. 2013). Caligmamizdan elde edilen bulgular DOX enjekte edilen canlilarda
Foxo3 mRNA seviyesinin ciddi oranda azaldigim1 ve buna paralel olarak SOD ve CAT
aktiviteleri ile ilgili proteinlerin gen ifadelerinin 6nemli 6l¢iide azaldigini gostermektedir.
Ancak, DOX ile birlikte TA uygulandigi zaman Foxo3 ile bu transkripsiyon faktoriiniin
diizenlemesine tabi olan Sod ve Cat genlerinin ifadelerinin tek bagina DOX uygulamasina gore

onemli Olgiide artisa gectigini gostermektedir (Sekil 16 ve 17). Bu veriler, DOX ile bozulan
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redoks dengesinin TA aracili Foxo3 manipiilasyonu iizerinden antioksidan enzim genlerinin

uyarilmasi ile giderilebilecegini kanitlamaktadir.

Oksidatif strese ek olarak doksorubisinin kanser hiicrelerini oldiirmede ana etki
mekanizmalarindan birisi de DNA'nin replikasyonu, tamiri ve kromatinlerin yeniden
sekillenmesi gibi temel hiicresel siireglerde rol alan topoizomerazlarin inhibisyonudur (Zhu et
al. 2016; Marinello ef al. 2018). DNA topoizomeraz II beta, insanlarda 7TOP2B geni tarafindan
kodlanan bir topoizomeraz ailesi iiyesidir (Austin et al. 2018). Onceki ¢alismalar, kardiyak
hiicrelerde antrasiklin aracili DNA hasarina cevap olarak meydana gelen p53 aktivasyonu i¢in
Top2b gereksinimine vurgu yapmaktadir (Tocchetti et al. 2018). Top2b™¥1°% fare modeli ile
yapilan caligmalar DOX'un hiicre 6liim siirecini tetikleyen Top2-doksorubisin-DNA ti¢lii
yapisini olusturdugunu kanitlamistir (Zhang et al. 2012). Elde edilen bulgular 7Top2b geni
silinen hiicrelerde DOX aracili ¢ift zincir kiriklarinin olusmadigr ve ROS iiretimi ile iliskili
transkriptomda herhangi degisiklik ger¢eklesmedigini gostermistir. Ek olarak, 7Top2b
delesyonunun ilerleyici kalp hasarmmi da engelledigi ve dolayisi ile DOX kaynakli
kardiyotoksisiteye esasen topoizomeraz II beta'nin aracilik ettigi kabul edilmektedir. Mevcut
bulgular dogrultusunda Top2b ifadesi yiiksek olan hastalarin DOX kaynakl1 organ toksisitesine
daha duyarli ve/veya yatkin olabilecegi diisiiniilmektedir. Dolayis1 ile ozellikle saglikli
hiicrelerde Top2b ifadesini kontrol edebilmek DOX’un neden oldugu 7op2b aracili olumsuz
klinik ¢iktilar1 minimize edebilmek adina oldukca onemlidir. Calismamizdan elde edilen
sonuglar DOX ile birlikte saglikli bobrek dokusunda 7op2b mRNA seviyesinin kontrol grubuna
gore istatistiki acidan onemli derecede arttigini, TA ile birlikte DOX uygulanan grupta ise

Top2b’nin kontrol seviyesine indirgendigi goriilmektedir (Sekil 28).
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SONUC VE ONERILER

Hiicresel metabolizmada meydana gelen biyolojik fonksiyonlarin temel aktorleri
siiphesiz proteinlerdir (Tu and McKnight 2006). Bu makromolekiiller izole formlarinda
bulunmayip ¢ogunlukla Dbirbirleriyle ve hiicredeki diger molekiillerle etkilesim
gostermektedirler (Barabasi and Oltvai 2004). Bu nedenle hiicre isleyisi, hastalik mekanizmasi
ve ila¢ etki mekanizmasi gibi kompleks siirecleri anlayabilmek i¢in ilgili proteinlerin bir arada
degerlendirilmeleri gerekmektedir (Kann, 2007). Gilinlimiizde -omik teknolojilerinin sagladigt
kazanimlar sayesinde hiicresel siirecleri kimliklendirmek adina biyolojik aglarin olusturulmasi
miimkiin olabilmektedir (Vernon et al. 2018). Protein-protein etkilesimi (PPI) aglar1 bu amag
icin siklikla kullanilan ve karmasik mekanizmalar1 anlamlandirmaya yardimci olmada aracilik
eden biyoinformatik tabanli bir aragtir (Safari-Alighiarloo et al. 2014). Bu nedenle STRING
online veritabani (Jensen et al. 2009) kullanilarak mevcut ¢calismada hedeflenen genler i¢in bir
PPI ag1 olusturulmustur. PPI ag analizi sonuglar1 calismada incelenen genlerin tamaminin bir
arada bulundugunu ve birbirleriyle etkilesim igerisinde oldugunu gdstermistir (Sekil 36). Bu
sonu¢ da yine DOX'un manipiile ettigi tiim bu kritik faktorlerin tek basina TA ile manipiile
edilebilecegini, yani TA'in DOX toksisitesine karsi biitlinciil bir koruyuculuk saglayabilecegini

kanitlamaktadir.

Sekil 36. STRING veri tabani araciligr ile olusturulan ve calismada incelenen hedeflerin
iliskisini gosteren PPI ag1.
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Sonug olarak, bu ¢alisma, kiimiilatif DOX uygulamasinin siganlarin bobrek dokularinda
antioksidan, inflamatuvar ve apoptotik sistem tizerinden hasara yol actigini gostermektedir. Ek
olarak, TA'nin DOX ile birlikte kullanimimin DOX kaynakli bobrek hasarina karsi koruma
sagladig1 ortaya konulmustur. Bu baglamda, DOX'un neden oldugu patolojik olgularin altinda
yatan mekanizmalarin kesin olarak anlasilmasina yonelik ¢alismalar devam etse de, TA
uygulamasinin klinikte kullanilan ilacin terapdtik etkinligini degistirmeden kemoterapi
kaynakli nefrotoksisiteyi hafifletmede alternatif, ¢cok yonlii ve etkin bir yaklasim olarak kabul

edilebilecedi diisiiniilmektedir.
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