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OZET X

Sisplatin kanser kemoterapisinde solid tlimdrlere karsi oldukea etkin ve genis kullanima
sahip olan bir antineoplastik ajandir. Nefrotoksisite, sisplatinin kullanimini kisitlayan en 6nemli
yan etkisidir. Bobrekte nekroz sonucu olusan ve renal hemodinamide degisikliklerle karekterize
sisplatin nefrotoksisitesinde baslica oksidatif stres olmak iizere, bir ¢gok mekanizmanin rol
oynadig1 bilinmektedir. Son yillarda antioksidan 6zelligi olan ilaglarla yapilan bir¢ok caligmada
sisplatin nefrotoksisitesi {izerine farkli mekanizmalar ile koruyucu etkilerin olustugu
bildirilmistir.

Bu ¢aligmada programli nekrotik hiicre 6liimii olan nekroptozisi RIPK-1’1 inhibe ederek
onleyen Necrostatin-1 ¢ in sisplatin ile olusan nefrotoksisite tizerine koruyucu etkileri arastirildi.
Bu amagla kullanilan erkek Spraque-Dawley ratlar dort gruba ayrildi.

1. Grup = Kontrol grubu

2. Grup = Tek doz sisplatin (5mg/kg.ip)

3. Grup = Tek doz sisplatin +Necrostatin-1 (5mg/kg. ip + 1,65 mg/kg/giin. i.p , 5 giin)

4. Grup = Necrostatin-1 (1,65mg/kg/glin,i.p,5 giin)

Biitlin gruplarda sisplatin ile olusturulan deneysel nefrotoksisite sonrasi, anestezi altinda,
bobrekler izole edildi. izole edilen bébreklerden biri renal arterden kaniile edilerek perfiizyon
sistemine takild1 ve peristaltik pompa yardimu ile 37 °C de 1sitilan, karbojen (%5 CO2 ve %95 02
karisimi) ile havalandirilan Krebs-Henseleit soliisyonu ile perfiize edildi. Bobrek perfiizyon
basinglari, serum tire, kreatinin ve doku MDA diizeyleri, histopatolojik degisiklikler, gruplar
arasinda karsilastirildi.

Tek doz sisplatin (5Smg/kg, i.p) verilen grupta, perfiizyon basinglarinda, doku MDA, serum {ire ve
kreatinin diizeylerinde kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artig oldugu goriildii(p<0.01).
Sisplatin grubunda meydana gelen bu artigin, sisplatin ile beraber necrostatin-1 verilen grupta
anlamli olarak azaldig1 gozlendi (p<0.05, p<0.01).

Histopatolojik olarak da sisplatin verilen grupta glomeriiler hasar ve tiibiiliislerde
dilatasyon gelistigi gozlendi. Buna karsilik, sisplatin ile birlikte Necrostatin-1 verilen grupta
tiibtiler dilatasyon ve glomeriiler hasarin, yalniz sisplatin verilen gruba gore anlamli bir sekilde
azaldig gozlendi.

Sonug olarak Necrostatin-1’in Sisplatin nefrotoksisitesi iizerine koruyucu etkisinin oldugu
kanaatine varildu.

Anahtar kelimeler ; Sisplatin, Nefrotoksisite, Izole perfiize bobrek, Necrostatin-1,

Nekroptozis
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ABSTRACT

Cisplatin is one of the most effective agent in cancer chemotherapy and being used to treat
various solid tumors. Nephrotoxicity is one of the major, dose-limiting side effects of cisplatin.

It has been known that different mechanisms contribute to nephrotoxicity of cisplatin and
oxidative stress is one of the foremost mechanisms of all. In recent years, studies performed with
antioxidant agents, has shown that nephrotoxic effects of cisplatin may be prevented by
antioxidants via different mechanims.

This study was performed to investigate the effect of Necrostatin-1-which supresses
necroptosis by inhibiting RIP-1kinase activity on cisplatin nephrotoxicity. Changes of, renal
perfusion pressures and morphologic structures of rat kidneys, compared with the group treated
with cisplatin, which is known by its nephrotoxic effects. For this purpose, male Sprague-Dawley
rats were divided into 4 groups (n=8):

1- Control

2- Cisplatin (a single dose of cisplatin; 5 mg/kg , i.p.)

3- Single dose of cisplatin (5 mg/kg, i.p.) + Nec-1 (1,65 mg/kg/day, i.p for 5 days),

4- Necrostatin-1 (1,65mg/kg/day, i.p. for 5 days).

After five days , all pretreated rats were operated under anesthesia and kidneys were
isolated. One of the isolated kidneys was set on the langendorff system via renal arthery and
perfused with Krebs-Henseleit solution which was heated (37 C°) and aerated with carbogen
(5%CO0; in O,), by a perfusion pump.Perfusion pressures, serum urea and creatinine levels, tissue
MDA levels and histopathological changes were compared in all groups.

In cisplatin group (a single dose 5 mg/kg, i.p) comparing with control group, perfusion
pressures, serum urea and creatinine levels and tissue MDA levels were increased significantly
(p<0.01). That increased parameters in cisplatin group were all significantly decreased in Cisplatin
+ Necrostatin-1 treated group (p<0.05, p<0.01).

Histopathologically, in cisplatin treated group glomeruler damage and dilatation of both
tubulus was observed. On contrary in cisplatin + Necrostatinl group less glomerular and tubular
damage was observed in glomerules and both tubules.

With our findings, it is concluded that necrostatin-1 has protective effects on cisplatin
induced nephrotoxicity.

Key words: Cisplatin, Nephrotoxicity, isolated perfused kidney, Necrostatin-1,

Necroptosis



1. GIRIS VE AMAC

Sisplatin 6nemli nefrotoksik yan etkisinden dolayi, yillardir deneysel ¢aligmalarda
nefrotoksisite modeli olugturmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu model kullanilarak ilacin
nefrotoksik etkisinin mekanizmalar1 arastirilmis ve bu etkiden sorumlu tutulan en 6nemli
mekanizmanin serbest oksijen radikallerinin neden oldugu doku hasar1 oldugu diisiiniilmektedir.

Sisplatin ile olusan nefrotoksisitede 6zellikle tiibiiler nekroz olusmasi, s6z konusu etkide
nekrotik hasarin aragtirilmasina neden olmustur.

Bu caligmada ratlarda sisplatin ile olusturulan deneysel nefrotoksik modelde programli
nekrotik hiicre 6liimii olan nekroptozisi RIPK-1’1 inhibe ederek dnleyen Necrostatin-1’in
koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla ratlarin bobrekleri izole edilerek in
vitro olarak perfiize edildi. Perfiize edilen bobreklerde bobrek perfiizyon basinglari ve renal
hemodinamigindeki degisiklikler karsilastirildi. Yapilan farmakolojik deneylere ilave olarak
biitlin gruplar histopatolojik ve biyokimyasal olarak da incelendi. Alinan kan 6rneklerinde serum
iire kreatinin ve bobrek dokusunda malondialdehit (MDA) diizeyleri 6l¢iildii.

Olusan oksidatif hasarlara kars1 koruyucu olarak kullanilan bir¢ok antioksidan ajan
kullanilmasina ragmen Necrostatin-1 ile ilgili yeterince ¢calisma bulunmamaktadir. Yapilan
caligmalar daha ¢ok, histopatolojik, biyokimyasal ve hiicre kiiltiirii ¢aligsmalaridir. Langendorff
sistemi kullanilarak yapilan bu ¢aligmada bobregin fizyolojik fonksiyonlari, perfiizyon basinglari,
renal hemodinamik degisimler kaydedilerek incelenmistir.

Elde edilen sonuglar daha sonra yapilacak ¢alismalara 151k tutacak ve klinikte sisplatin
kullanimina bagli olusan nefrotoksik yan etkiyi azaltmak amaci ile yeni ilag kombinasyonlarini

mumkin kilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. NEFROTOKSISITE

Yasayan organizmalarin ilaglara ve kimyasallara maruziyeti siklikla toksisite ile
sonuglanir. Her bilesigin viicudun tamamina toksik etkisi oldugu sdylense de; bir¢ok bilesigin
toksik etkisi baz1 organlar lizerine daha belirgindir ki bu organlara hedef organlar denir.

Bir bilesigin farmakokinetigi ve hedef organin toksik maddeye kars1 cevap verebilme
yetenegi, bir organin toksisiteye karsi duyarliligini belirleyen 6nemli faktorlerdir.

Bobrek gibi bazi organlar kimyasallar1 toksik ara iirtinlere metabolize ederler. Bu reaktif
ara Urtinler hiicresel makromolekiillere baglanarak ya da membranlar veya niikleik asitler gibi
fonksiyonel olarak 6nemli olan hiicresel yapilarin peroksidatif hasarina yol acan serbest oksijen
radikali (SOR) olusumuna yol agarak toksisiteyi baslatabilirler (1).

Bobrek dinamik bir organdir ve viicut homeostazinin korunmasinda, su, asit-baz ve
elektrolit dengesinde dnemli bir role sahiptir. Ayrica endojen artik iirlinlerin atilmasini saglar ve
endokrin fonksiyonlari da vardir. Viicut agirligiin %1° i kadar olmalarina karsilik; kardiyak

debinin %20’ sini alirlar (1,2).

Yiiksek kan akimui ile kargilagmasi, mediiller interstisyumda toksinleri konsantre etme
yetenegi ve tiibiiler epitelde spesifik tasiyicilara sahip olmasi nedeniyle nefronlar zedelenmeye
oldukga duyarhdir (2,3).

2.1.1. Nefrotoksisite A¢isindan Bébregin Yapisal ve Fizyolojik Ozellikleri

Diger organlarla karsilastirildiginda, bobregin bazi biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri
onu, iskemik ve toksik hasara kars1 daha hassas kilar. Nefronlar arasindaki anatomik, fonksiyonel
ve biyokimyasal farkliliklar toksik ajanlara veya iskemi ya da hipoksi gibi patolojik durumlara

verecekleri cevabin da farkli olmasina neden olur (2-4).

Nefron heterojenitesi nedeniyle bobregin bir boliimii bir ajana duyarli iken diger bir
boliimii direncli olabilmektedir. Proksimal nefron epitel hiicreleri ihtiva ettikleri fazla sayidaki

tastyici sistem nedeniyle, birgok nefrotoksik ajan i¢in hedef bolgedir (3,4).



2.1.2 Nefrotoksinler

Nefrotoksisite gelisiminde asil belirleyici olay toksik ajana yeterli derecede maruziyettir.
Bu toksik ajanlar genis bir yelpazede incelenebilir. Bazi antibiyotiklerin, analjeziklerin

immiinsiipresif ilaglarin ve diger bir¢ok ilacin nefrotoksik potansiyeli oldugu eskiden beri
bilinmektedir (5,6).

Radyokontrast maddeler gibi baz1 diyagnostik amagl kullanilan ajanlarin da nefrotoksik
oldugu bilinmektedir (7).

Alternatif tipta kullanilan bazi bitkisel ilaglar ve dogal iiriinler de nefrotoksisiteye neden
olabilen diger maddelerdir. Kadmiyum, bakir, uranyum ve bizmut gibi baz1 maddelere kars1
cevresel maruziyet de, nefrotoksisite agisindan bir sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Alternatif tipta
kullanilan ajanlar kendilerini daha ¢ok akut bobrek yetmezligi ile gosterirken, ilaglara ve gevresel
faktorlere diisiik dozda ve devamli maruziyet daha ¢ok kronik ve son donem bobrek yetmezligi ile

ortaya ¢ikmaktadir (8).
2.1.3. ilaca Bagh Nefrotoksisite:

[laglar, bobrek hastaliklarmimn énemli bir kismini olusturmaktadir (2,9). Yash insanlar
arasinda ilaca bagl nefrotoksisite insidans1 %60’larin iizerindedir. Insanlar gegmisle
karsilastirildiginda giiniimiizde, diyabet ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 yoniinden daha
fazla risk altindadir (9). Ilaglarin bdbrek fonksiyonlari iizerine olumsuz etkileri ¢ok ¢esitli olabilir
ve nefrotoksik etkiler bobrekle ilgili birgok sorunu taklit edebilir. Bu ylizden ayirici tanida ilag yan
etkileri de goz ontlinde bulundurulmalidir. Buna dikkat edilmez, ilag ya da ilaclara devam edilirse
bobrek hasari ilerleyebilir ve geri dontlisiimsiliz bobrek hasari gelisebilir.

[laglar bobrekte ii¢ ana yan etkiye neden olmaktadir (10).

» Akut bobrek yetmezligi (ABY)
* Kronik bobrek yetmezligi (KBY)

* Nefrotik sendrom
2.1.4. Nefrotoksik Ajanlar

2.1.4.1. Analjezikler

Aspirin ve diger nonsteroidal antienflamatuar ilaglar(NSAII), siklooksijenaz-2 (COX-2)

inhibitorleri ve asetaminofen (COX-3 inhibitorii), ti¢ onemli analjezik ilag sinifidir(11).



Bu ilaclarin toksik etkileri hem akut hem de kronik olabilir. NSAII’ larin ABY, nefrotik
sendrom, hipertansiyon ve papiller nekroza neden oldugu bilinmektedir. NSAII’ lerin ABY
yapmasindaki en 6nemli sebep bobrekte vazodilator prostaglandinlerin sentezinde azalmaya
neden olmalaridir. Konjestif kalp yetmezligi, hipovolemi, siroz, anestezi, ilerlemis yas ve bobrek
nakli, NSAII kaynakli prerenal ABY igin basta gelen risk faktorleridir. COX-2 inhibitorleri,
NSAII’lar kadar nefrotoksik olmasalar da; ¢alismalarda bobrek hasari yaptiklar1 gsterilmistir
(10,11).

Asetaminofene bagli gelisen ABY, akut tiibiiler nekroz (ATN) olusmasi ile karsimiza ¢ikar
(Tablo 1) ve yaptig1 azotemi geri doniisiimliidiir. Bobrek fonksiyonlarinda yavas bir bozulma
goriliir. Analjezik nefropatisinden siiphelenildiginde ilag hikayesi sorgulanmalidir. Anemi ve

steril piytiri goriilebilir. Tedavide ilk yapilacak is, ilacin birakilmasi ve palyatif tedavidir (10,11).
2.1.4.2. Antibiyotikler

Nefrotoksisiteye en sik yol acan ilaclar antibiyotiklerdir. Baz1 antibiyotikler asir
duyarliliga neden oldugu i¢in nefrotoksik olabilirken (penisilin, rifampisin, eritromisin,
vankomisin), bazilar1 direkt nefrotoksik etki gostermekte (aminoglikozidler, sefalosporinler,
amfoterisin B), bazilar1 da bobrekte ¢cokerek nefrotoksisiteye neden olmaktadir. Bu ilaglarin

kullanim1 sonucunda ATN veya akut interstisyel nefrit (AIN) kaynakli ABY gelisebilir (10,12).
2.1.4.3. Aminoglikozidler

ATN’ ye en fazla antibiyotikler yol agar. Igerisinde amikasin ve gentamin gibi sik
kullanilan ajanlart bulunduran, antimikrobiyal kemoterapide 6nemli bir yeri olan
aminoglikozidler, gram negatif sepsiste hayat kurtaricidir (12). Nefrotoksisite ve ototoksisite
hayvanlarda ve insanlarda aminoglikozidlerin baslica iki yan etkisidir (13). Nefrotoksik yan etkiler
biitiin hastalarda olusurken, sadece bobrek esiginin asildigr durumlarda klinik bulgu verir.
Aminoglikozid nefrotoksisitesi gesitli bobrek bulgularina neden olabilir. Proksimal tiibiiler
transportun bozulmasi nedeniyle glukoziiri, proteiniiri ve aminoasidiiri ortaya ¢ikabilir. Daha
sonra serum kreatinin (Cr) ve azot degerlerinde yiikselme goriilebilir. Bu grup ilaglar iginde
nefrotoksisitesi en yiiksek ila¢ neomisin iken gentamisin, amikasin ve kanamisin diger nefrotoksik

aminoglikozidlerdir (12,13).



2.1.4.4. Amfoterisin B

Hayat1 tehdit eden mantar sepsislerinde amfoterisin B, hala en etkili tedavi yontemidir.
Fakat amfoterisin B’ nin en ciddi toksik etkisi bobrekler iizerinde goriiliir. Amfoterisin B
uygulanan hastalarin biiylik cogunlugunda bobrekle ilgili bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
bozukluklar arasinda azotemi, tiibiiler nekroz, Glomeriiler Filtrasyon hizi(GFH)’nda azalma
sayilabilir (14) Amfoterisin B ile ilgili en 6nemli risk faktorlerinden biri ilacin dozudur. Doz
arttikca bobrek hasari da artmaktadir. Stvi replasmani, hasar1 azaltmada kullanilan 6nemli bir

yontemdir (10,14).

2.1.4.5. Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitorleri ve AT1 reseptor

blokorleri

ADE inhibitorleri; konjestif kalp yetmezliginde, diyabetik nefropati ve proteiniirik
nefropatilerde kullanilan bir bakima iki ucu keskin bicak gibidirler. Bobrek yetmezligi olan
hastalarda (iki tarafli renal arter stenozu, tek bobregi olup ayn1 zamanda renal arter stenozu,
diiiretiklere ya da diyareye bagl sivi kayiplari gibi durumlarda) bu ilaglar fonksiyonel ABY ne
neden olmaktadir. ADE inhibitorleri ile karsilagtirinca AT1 reseptor blokorlerinin genel yan
etkileri daha azdir. ADE inhibitérlerinin aksine, bradikininler veya ndrokininler gibi vazodilator
kinin peptitlerle etkilesmez. Bundan dolay1 ADE inhibitérlerinin nispeten sik goriilen 6kstiriik
yapici etkilerini gdstermemesi avantaj olarak kabul edilse de; ancak bu grup ilaglarin da 6zellikle

bobrek yetmezlikli hastalarda risk olusturdugunu unutmamak gerekir (15).

Diger risk faktorleri hipovolemi, beraberinde ditiretik kullanimi ve bobrek yetmezligidir.
Bu riskleri azaltmak i¢in hastalarin s1v1 kontrolleri diizenli yapilmalidir. Ilaca diisiik dozlarla

baslanilmali, kan basinci ve bobrek fonksiyonlarina bakilarak doz ayarlamalari yapilmalidir

(10,15).
2.1.4.6. Antineoplastikler

Kanser hastalarinda tedavi edici ajanlarin bulunmasi ve gelismesi ile mortalite ve
morbidite oranlar1 onemli 6l¢iide azalmistir. Ama kullanilan sitotoksik ilaclar nedeniyle ve bu
ilaglara bagl olarak artan yasam siireleri, hastalarin ilaglara bagl yan etkilerle daha fazla

kargilagsmalarini beraberinde getirmektedir (16,17).



2.2. ANTINEOPLASTIK iLACLAR

Kemoterapi ilaglar1 bobrekte baslica proksimal tiibiil, distal tiibiil ve glomeriil olmak {izere
nefronun {i¢ ana boliimiinde de hasara ve fonksiyon bozukluguna neden olur. Glomertiler
fonksiyon bozukluguna bagli GFH’ da azalma, serum Cr ve idrar protein/Cr oraninda artma
goriliir. Antineoplastik ilaca bagli toksik bilesiklerin notralize edilmesi ve hidrasyon gibi

destekleyici tedavilerle bobrek toksisitesi 6nlenebilir (6,16,17).

2.2.1. Antineoplastik ilaclar ve bobrek

Kanser kemoterapisinin esasi; hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden timor
hiicresinin biiyiimesini ve ¢ogalmasini1 durdurmak veya miimkiinse onlar1 yok etmektir. Ancak
antineoplastik Ilaglarin kanser hiicresine kars1 olan selektiflikleri, antibiyotiklerin bakteri
hiicresine kars1 olan selektifliklerinden daha azdir. Ciinkii malign hiicre ile normal insan hiicresi
arasinda kalitatif bakimdan fazla fark yoktur; mevcut fark daha ¢ok kantitatif yondedir.
Antineoplastik ilaglar viicutta patolojik bigimde ¢ogalmakta olan kanser hiicrelerini yok ettikleri
gibi, hizli bigcimde ¢ogalmakta olan normal hiicreleri de yok ederler. Bu nedenle ¢ogu kanser

ilacinin normal hiicre ve kan dokusu tizerine de yan etkileri vardir (16-19).

Bobrek hiicrelerinin bdliinme hizi yiiksek olmamasina ragmen, yliksek kan akimai ile
karsilasmasi, mediiller interstisyumda toksinleri konsantre etme yetenegi ve tiibiiler epitelde

spesifik tasiyicilara sahip olmasi nedeniyle toksik zedelenmeye olduk¢a duyarlidir(20).

Sitotoksik ilaglara bagli nefrotoksisite kemoterapinin en sik goriilen yan etkilerinden
birisidir (16). Antimetabolitler, alkilleyici ilaglar ve antrasiklinler, nefrotoksisiteye en sik neden
olan ilaglarin basinda gelirler. Sisplatin, siklofosfamid ve yiiksek doz sitozin arabinozidin,

nefrotoksik etkileri bilinmektedir (17-19).

Kanser ilaglarinin nefrotoksik etkisi; serum elektrolit diizensizligi, serum kreatinin artisi,
glomeriil filtrasyon hizinin (GFH) azalmasi ve kalic1 bobrek yetmezligine kadar ciddi boyutta
olabilir.Kemoterapi alan hastalarda nefrotoksisite derecesi (dialysis outcome quality index) DOQI

siniflamasina gore degerlendirilmektedir (20,21) (Tablo 1) .



Tablo 1. Kemoterapiye bagli nefrotoksisitenin DOQI (dialysis outcome quality index)’ e

gore siniflamasi.

Evre | Tanim GFH (ml/dk/1.73 m2)
1 Bobrek Hasari >90

2 Hafif GFH azalmasi 60-89

3 Orta Dlzeyde GFH azalmasi 30-59

4 Agir GFH azalmasi 15-29

5 Bobrek yetmezligi(veya diyaliz) | <15

2.2.2. Kanser Kemoterapisi ve Nefrotoksik Etki Mekanizmasi

Kanser hastalarinda antineoplastik kemoterapinin gelismesi ve destek tedavisi ile mortalite
ve morbidite oranlar1 6nemli dl¢iide azalmistir. Ancak yiiksek doz sitotoksik ilaglarin kullanilmast

ve kanser hastalarinin daha uzun siire yagamasi ilaglarin yan etkilerini de artirmistir(23).

Antineoplastik ilaglarin toksik bilesiklerinin notralize edilmesi ve hidrasyon gibi
destekleyici tedavilerle bobrek toksisitesi onlenebilir (21).

Kemoterapi ilaglar1 bobrekte baslica proksimal tiibiil, distal tiibiil ve glomertiller olmak
tizere nefronun ii¢ ana bolimiinde yapisal hasara ve fonksiyon bozukluguna neden olurlar
(16,17,22).

Glomertiler fonksiyon bozukluguna bagli GFH’ nda azalma, serum kreatinin ve idrar
protein/kreatin oraninda artma goriiliir. Proksimal tiibiiler fonksiyon bozukluguna bagli ise idrar
sodyumunda artma; serum sodyum, potasyum, klor, kalsiyum, magnezyum ve fosfat seviyesinde
azalma izlenir. Distal tiibiiler fonksiyon bozuklugunda, idrar pH’1 ve ozmolalitesi artar (22,24).

Kanser hastalarinda uygulanan kemoterapi ilaclarinin 6zelliklerine gére glomertiler
fonksiyonlarin yaninda tiibiiler fonksiyonlarin da bozuldugu bilinmektedir. Antineoplastik ilaglar
baslica; glomeriilii olusturan endotelyal hiicreler, podositler, mezengimal hiicreler ve glomertil
bazal membranina hasar verir. Endotelyal hiicreler ve podositler glomeriil bazal membraninin
yiiksek negatif ytlikiinden sorumlu olan siyaloglikoproteinden zengindir. Bu hiicrelerin hasar1
sonucunda glomeriil bazal membranin negatif elektrik yiikii bozulur. Ayrica bazi kemoterapi
ilaglar1 glomertiler podositlerin yerinden ayrilmasina neden olur. Podositlerin ayrilmasi ile

glomertil bazal membran bariyerinin boyutu degisir. Glomeriiler bazal membranin negatif elektrik



yiikiiniin ve bariyer boyutunun degismesi sonucunda glomertiler bazal membran gegirgenligi

degisir. Buna bagli olarak idrarda protein atilim1 artar ve GFH diismeye baslar (25,26).

Tavsanlar iizerinde yapilan deneysel ¢alismalarda, doksorubisinin glomeriiler
hasarlanmaya neden oldugu bulunmustur (27). Harmon ve ark. kemoterapiden sonraki 6 ile 12

aylar arasinda sisplatine bagli glomeriilopati (glomeriilosklerozis) rapor etmislerdir (28).

Nitroziireler doza bagimli olarak kronik intertisyel nefrit ve glomeriiloskleroz tarzi tutulum
ile kronik bobrek yetmezligi yapabilirler. Mitomisin C alan hastalarda da doza bagimli olarak
proteiniiri ve renal yetmezlik tespit edilmistir. Kanserli vakalardaki bobrek hasarindan immiin
komplekslerin sorumlu oldugu ve bunlarin glomeriillerde depolanmasinin doku hasarina neden
oldugu rapor edilmistir. Glomeriiler hastaliklarin en sik eslik ettigi kanser tiirleri akciger,
gastrointestinal sistem tiimorleri, lenfoma ve 16semilerdir. Karsinomalarda membranéz
glomertiilonefrit, lenfomalarda da minimal degisiklik hastaliginin daha sik goriildiigii bildirilmistir.
Kanser hastalarinda nefrotoksisite i¢in risk faktorleri; bu hastalarin ¢ogunun yasli olmasi,
oncesinde renal hastalik, hipovolemi, kombine kemoterapi almalari, tedavi sirasinda nefrotoksik
ajanlarla kombinasyon, hastalarin degerlendirme asamasinda radyokontrast maddeye maruz
kalmalaridir(29-31).

Akut bobrek yetmezligi (ABY) gelismesi antineoplastik kemoterapi alan hastalarda sik
gortilen bir olaydir. ABY, kemoterapinin, tiibiiller tizerine direk toksik etkisi ya da glomeriillerde
harabiyete yol agmasi sonucu olusur. Tek doz sisplatin sonrasinda bile akut bobrek yetmezligi

bildirilmistir (19,32).



2.3. SISPLATIN

C|//,, Pt\\\\ NH,
CI”  NH,

Sekil 1. Sisplatinin molekiiler yapisi

Yapist bakimindan diger antineoplastik ilaglara benzemeyen platin tiirevi ilaglardir. Bu
guruptaki ilaglardan tedaviye ilk giren sisplatin, diaminodikloriirdiir. Stv1 ortamda platin
elektrotlarinin olusturdugu elektriksel alanin E.coli ‘nin cogalmasi tizerindeki etkisini incelemek
iizere yapilan deneyler sirasinda elektrottan siviya gecen platin tiirevlerinin anti bakteriyel ve anti
neoplastik etki yaptiklari fark edilmis bu gézlem sayesinde sisplatin bulunmustur. Sisplatin 0.5
mg/ml, cis-diamindikloroplatinyum iceren inorganik agir metaldir. ilag, DNA zincirinde ¢apraz
baglar olusturarak DNA sentezini inhibe eder. Ayrica daha az bir oranda protein ve RNA sentezini
de inhibe etmektedir. Sisplatin ayrica immiinosupresif, radyasyona duyarlastirici ve antimikrobiyal
ozelliklere de sahiptir. Sisplatinin etkinligi hiicre Siklusuna spesifik goriinmemektedir ve onkolitik
ozellikleri acisindan alkilleyici ajanlara benzer. Sisplatin, sitotoksik etkisini biitiin DNA-bazlarina,
ozellikle guanin ve adeninin N-7-pozisyonuna baglanarak gosterir. Genis spektrumlu bir

antineoplastik ilagtir (33-35).

En 6nemli yan etkis nefrotoksisite olan sisplatin, testis, over, mesane, prostat, serviks,
0zofagus ve akciger kanserleri, bas ve boyun kanserleri, osteojenik osteosarkom ve noroblastoma
gibi solid tiimorlerin tedavisinde kulanilir. Miyelosupresif etkinligi orta derecede oldugu igin

kombinasyonlar i¢in elverisli bir ilagtir (18,19,35,36).
2.3.1. Sisplatin Farmakokinetigi

Intravendz uygulamadan sonra, sisplatin hizl1 bir sekilde tiim dokulara dagilir; karaciger,
bobrek ve prostat dokusunda yiliksek konsantrasyonlarda bulunurken, mesane, kaslar, testis,
pankreas ve dalakta daha diisiik ve barsak, adrenal, kalp, akciger, beyin ve beyincikte en diisiik

konsantrasyonlarda bulunur. Mide barsak kanalindan absorbe edilmez, sadece iv uygulanir (36).



Uygulamadan sonra 4 ay siire ile bobrek dokusunda platin saptanabilir. Eliminasyon 6mrii 60 saat
kadardir, uygulamadan iki saat sonra plazma sisplatininin %90’dan fazlasi muhtemelen irreversibl
bir sekilde proteinlere baglanir. Sisplatin non-lineer farmakokinetige sahiptir. Enzimatik olmayan
bir sekilde metabolitlerine dontistir. 50-100mg/m2 sisplatinin intravendz bolus seklinde

enjeksiyonundan sonra, plazma eliminasyonu bifaziktir.

Insanlarda bildirilen yarilanma dmiirleri; t1/2 (dagilim) 10-60 dakika ve t1/2 (terminal)
yaklagik 2-5giindiir. Toplam platinin proteinlere asir1 bir sekilde baglanmasi, uygulanan dozun
toplam olarak %27-45’inin 84-120 saatten fazla bir siirede, uzun siireli veya tam olmayan bir

kiimiilatif tiriner atilim ile sonuglanir. Fekal atilimi ¢ok azdir.

Plazma yar1 6mrii, azalmis bobrek fonksiyonu ile artar ve teorik olarak sisplatin plazma

proteinlerine yiliksek oranda baglanir ve bu sebepten karinda asit varliginda artabilir(35,36).

2.3.2.Sisplatin Etki Mekanizmasi ve Nefrotoksisite

Sisplatin (cis-diamindikloroplatinum, CDDP) DNA ¢ift zincirlerine zincir arasi ve zincir
ici capraz baglanir. Bu nedenle etki mekanizmasi bifonksiyonel alkilleyici ilaglara benzer.
DNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunu bozar. Doneme 6zgii olmayan bir ilagtir. Sisplatinin
nefrotoksik etkisinden, metaboliti sorumludur. Sisplatinin {i¢ boyutlu molekiiler yapisi toksik
potansiyelini belirler. Cis ve trans dikloridamin platinin, her ikisinin de renal platin konsantrasyon
miktarlar birbirine yakin olmasina ragmen trans izomeri nefrotoksisiteye yol agmaz. Nefrotoksik
etki olusumunda bu molekiillerin geometrik yapisi, platin atomunun varligindan daha kritik bir rol
oynamaktadir (37). Sisplatinin biyotransformasyonu da bobrek hasarinda rol oynar. In vitro
kosullarda kompleksin klor ligandlar1 sulu ortamda degisme egilimindedir. Sisplatin in vivo

kosullarda ekstraselliiler siv1 igerisinde ndtral kompleks halde bulunur.

Ekstraselliiler sividaki klor konsantrasyonunun yiiksek olmasi kompleksin hidrolizini
engeller. Klorun, intraselliiler konsantrasyonunun oldukga diisiik olmasi, su molekiilleri tarafinda
klorun yer degistirmesini kolaylastirarak, kompleksin hidrate ve hidroksile edilmesine neden olur.
Sisplatinin hidrasyonu sonucunda monokloromonoakuadiaminplatin veya diakuodiaminplatin

aciga cikar. Bu ajanlar niikleer materyallerin temeli olan piirin ve pirimidini alkiller (36,37).

Sisplatinin nefrotoksisitesinin bir bagka agiklamasi ise; reaktif metabolitlerinin doku

makromolekiillerine kovalent baglarla baglanmasidir. Nefrotoksik etkiler ayrica agir metallerin
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stilfidril gruplarina baglanmasi sonucunda olur. Ratlarda, renal fonksiyonlarin azalmasindan once
renal korteks hiicrelerindeki mitokondri ve sitozol igerisinde (platinin hiicre i¢inde en yiiksek
konsantrasyonda bulundugu bolgeler) siilfidril gruplarinin azaldigi gosterilmistir (38). Sisplatinin

klinik kullanimini sinirlandiran en 6nemli yan etkisi nefrotoksisitesidir (39).

Bobrek tutulumunun erken safhalarinda histolojik olarak 6zellikle distal ve toplayici
tiibiilleri etkileyen, tiibiillerde dilatasyon ve tortu olusumu ile giden fokal akut tiibiiler nekroz
olusur. Proksimal tiibiillerde ise, 6zellikle S3 segmentinde doza bagimli nefrotoksisite goriiliir
(40). Tek doz sisplatin uygulamasi sonrasi akut bobrek yetmezligi gozlenmistir (39). Dogal ilag
(%30) ve metabolitleri liriner yolla atilir. Sisplatin uygulamasindan sonra erken dénemde tiibiiler
disfonksiyon gelistigi gosterilmistir. Bir ¢alismada ilk tedavi kiirlinden sonra %25-35 akut tiibiiler
nekroz gelistigi ve doza bagimli kiimiilatif renal yetmezlik oraninin %20-25 oldugu bildirilmistir.
Sisplatin kullanim1 sirasinda gelisen akut bobrek yetmezligi, idrar konsantrasyon yeteneginin

erkenden bozulmasina bagli non-oligiiriktir(39,40).

Bir calismada, 4 saatin tizerinde ve 20 mg/m2 dozunda sisplatin alan hastalarda baslangigta
filtrasyon fraksiyonu artmis, sonradan renal vaskiiler direng artisina bagli GFH’nda azalma
saptanmustir (41). 12 aydan uzun siireli sisplatin tedavisinin kalici bobrek hasarina yol
acabilecegini bildiren ¢alismalar rapor edilmistir (40). Sisplatin ile tedavi edilen hastalarda
elektrolit bozuklugu sik goriiliir. En sik goriilen elektrolit bozukluklar1 hipomagnezemi,
hipokalsemi ve hipokalemidir. Cogu hastada serum magnezyum diizeyinin 1,4 mmol/l nin altina
diistiigli ciddi hipomagnezemi geligir. Hastalarin yartya yakininda sisplatin tedavisi kesildikten
sonra 20 aya kadar uzayan hipomagnezemi izlenmistir(42,43). Nefrotoksisitenin doz ile iliskisini
arastiran calismalarda 1mg/kg’dan az sisplatin kullanildiginda nefrotoksisitenin en az oranda

goriildiigl bildirilmistir.

Sisplatin alan hastalarda tedavinin 8-12 saat 6ncesinden tedavi bitiminden 6 saat sonraya
kadar serum fizyolojik ile hidrasyon (150-200 ml/saat) yapildiginda nefrotoksisite oranin belirgin
olarak azaldig1 gosterilmistir. Hidrasyonda amag en az saatte 125 cc idrar ¢ikisi saglamaktir.
Ayrica sisplatin toksisitesini azaltmak i¢in hipertonik salin inflizyonu, mannitol ve furasemid ile

ditirez yapilabilir (44).
2.3.3. Sisplatin’in Yan Etkileri

Sispilatinin Klinik kulanimini siniflandiran en 6nemli yanetkisi nefrotoksisitesidir. Sisplatin

kullanimina bagli nefrotoksisite ¢esitli sekillerde ortaya ¢ikabilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
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yasl hastalarda,kadinlarda,hipoalbuminemisi ve daha Once altta yatan renal yetmezligi olan
hastalarda nefrotoksisite riski daha yiiksek bulunmustur (39). Aminoglikozit ilaglar sisplatin
nefrotoksisitesini artirirlar (12). Bunun yanisira, sisplatin, ototoksiktir, periferik noropati
yapabilir, ates ve hemoliz gibi alerjik reaksiyonlara neden olabilir. Hipomagnezemi ve buna bagl
hipokalsemi yapabilir ve tetaniye yol agabilir. Hipomagnezemi ve hipokalsemi, i.v. magnezyum
stilfat solusyonu uygulanarak diizeltilir. Kemik iligi izerindeki baskilayici etkisi diger bir¢ok anti
neoplastik ilaca oranla diisiiktiir. Doza bagimli bulant1 ve kusma yapar. Antineoplastik ilaglar
icinde en ¢ok bulant1 ve kusma yapan ajanlardan biridir. Bu reaksiyon fenotiazin tiirevi anti
emetiklerle kontrol altina alinamayabilir. Yiiksek emetojenik ilaglar uygulandiginda hastalara,
ondansetron, granisetron gibi serotonin (5-HT3) reseptor antagonistleri, deksametazon ve birlikte
benzodiazepin tiirevi bir hipnosedatif verilmesi onerilir. Sisplatin, mutajenik teratojenik ve
olasilikla karsinojenik bir ilac¢tir(39,40,41).

2.4. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron tagiyan
molekiillerdir.Eslenmemis elektronlar stabil olmadigindan serbest radikaller bir baska molekiille
etkileserek kararli hale gelme egilimindedir (45). S6z konusu radikallerin baslicalar1 oksijeninin
dokularda belirli kosullarda indirgenmesi sonucu olusan ¢ok kisa dmiirlii ve gii¢lii oksitleyici

nitelikli oksijen metabolitleridir(46).
2.4.1.0rganizmada Olusan Serbest Radikaller
2.4.1.1.Hidroksil Radikali (OH ")

Bunlardan en reaktif ve sitotoksik olan1 OH radikalidir. OH™ olusum reaksiyonlarindan biri

serbest demir iyonunun katalizor etkisi altinda H,0,’ den OH™ olusumu reaksiyonudur (47).
Fenton Reaksiyonu
Fe** + H,0, — Fe** + HO ™ + OH’

Fe** + H,0;, — Fe** + HOO' + H*
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Stiperoksit anyonu ile H,O, etkilesmesi sonucu hidroksil radikali olusur.
Haber Weiss Reaksiyonu

Fe’* +.0, — Fe® + 0,

Fe®* + H,0;, — Fe** + OH ™+ .OH

Net reaksiyon (Haber Weiss) .0, + H,O, —.OH + OH™ + O,

Hidroksil radikali, ile reaksiyona girerek dokuda diger bir sitotoksik madde olan HOCI
(hipoklorik asid) olusumuna sebep olur. Siiperoksit anyonu damar endotelinde nitrik oksit (NO)

ile reaksiyona girerek daha fazla peroksinitrit ve sonrasi peroksinitréz asid olusur (46).
2.4.1.2. Siiperoksit Radikali (O;):

Aerobik organizmalarda O;’ nin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit anyon

radikali meydana gelir(69).
O,+e >.0y
Ayrica
.0, +H,0, -.OH + OH + O,
2.4.1.3. Hidrojen Peroksit Radikali (H,0,):

H,0,, membranlardan kolayca gecebilen uzun 6miirlii bir oksidandir. Biyolojik sistemlerde
H0, as1l liretimi siiperoksitin dismutasyonuyla olmaktadir. Bu reaksiyon siiperoksit (SOD)
enziminin katalizasyonu ile olusur. iki stiperoksit, iki proton olarak H202 ve molekiiler oksijeni

olustururlar.
20, + 2H" > 2H" > O, + H,0;

H,0; serbest radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri i¢inde yer alir. H,O, gecis
metalleri ile reaksiyona girerek daha giiclii oksidanlar olusturur. Ortamda fazla miktarda H,0,
bulunmasi durumunda proteine bagl ferrdz ( fe*?), ferrik (fe*®) haline déniisiir ve OH™ radikali

olusur. Olusan bu reaksiyona Fenton Reaksiyonu denir (47,48).

H20, biyolojik membranlar1 gecebildiginden intraseliiler olarak fosfolipitleri,

karbonhidratlari, proteinleri ve DNA’ y1 hasara ugratir (48,49).
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2.4.1.4.Singlet (tekli) Oksijen (Ox(a'Ag), O2")

Enerji absorbsiyonu ile uyarilan oksijen paylasilmamis dis elektronlar1 spinlerini
degistirerek ayr1 ayr1 ya da ayni orbitali isgal edebilirler. Bu iki forma singlet oksijen adi
verilmektedir. Gergekte ise Singlet oksijen bir serbest radikal degildir. Fakat serbest radikal
reaksiyonlar1 sirasinda tiretilmesinden dolay1 serbest oksijen radikalleriyle birlikte degerlendirilen

bir reaktif oksijen tirliniidiir.
2.4.1.5. Nitrik Oksit (NO)

Endotel kaynakli gevsetici faktdr olan NO insan viicudunda ¢ok cesitli hiicreler tarafindan

salgilanan en onemli fizyolojik transmitterlerden biridir.

NO, siklik guanozin monofosfat (cGMP) iizerinden etki gosteren potent bir periferik
vaskiiler diiz kas gevseticisi olarak 1979’da tanimlanmistir. NO hem hiicre i¢i hemde hiicre

disinda diizenleyici islev goren kii¢iik reaktif serbest radikal molekiiliidiir.

NO’ nun 6nemli fizyolojik hedefi soliibl guanil siklaz enziminin hem grubudur. Lipofilik
serbest radikal olan NO, damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligi ile
L-arjinin’ den hareketle sentezlenir. Diiz kas hiicresine gegen NO, guanilat siklazi uyararak
guanozin tri fosfatin (GTP), cGMP’ye doniigiimiinii saglar. Artan cGMP de protein kinazi ve iyon
kanallarin1 aktif hale getirir.Sekestrasyon ve hiicre digina ¢ikarilma yolu ile hiicre i¢i kalsiyum
azalir ve gevseme saglanir. cGMP nin fizyolojik etkisi 3’S baginin fosfadiesteraz enzimi

tarafindan hidrolize edilmesi ile saglanir (49).

NO ayn1 zamanda tiyol gruplarini S nitrolizasyonuna ugratarak protein reseptor
fonksiyonlarini da degistirir. NO olusmus serbest oksijen radikalleri ile reaksiyona girerek giiclii
bir oksidan olan peroksinitrit olusturmakta ve bunu da ileri dekompozisyonla OH" radikaline

dontigtiirmektedir (47).

Vurgulanmasi gereken bir nokta serbest oksijen radikallerinin hiicrelerde hiperoksi

olmaksizin da fizyolojik olaylar veya patolojik olaylar sonucu meydana gelmesidir.
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2.4.2.Serbest Radikallerin Etkileri

2.4.2.1. Proteinlere etkileri

Doymamisg bag ve siilfiir iceren molekiiller serbest radikallerle kolayca reaksiyona girdigi
i¢in triptofan, triozin, fenilalanin, histidin, metionin, sistein gibi aminoasitleri igeren proteinler
serbest radikallerden kolay etkilenir (50,51).

Glutatyon rediiktaz , gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz gibi reaktiviteleri igin
aminoasitlere bagimli enzimler serbest oksijen radikallerinin etkisiyle inhibe edilirler.

Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle proteinlerde fregmantasyon ve gapraz baglanmalar
meydana gelir. Bunlarda protein fonksiyonlarinda bozulmalara yol agabilecegi gibi immun sistemi

uyarabilecek antijenik degisiklikler meydana gelir.

2.4.2.2. Niikleik Asit ve DNA’ ya etkileri

DNA yapisinda oksidatif hasara yol acan pek ¢ok faktdr vardir. Tyonize radyasyon, gesitli
kimyasallar, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) meydana getirip DNA hasarina yol agarlar.

ROS lar DNA da tek veya cift bag kiriklarina yol agarak demir ve bakir ile reaksiyona
girerek OH" radikalini olusturur. Olusan OH" radikali, niikleik asitlerde kromozom degisikligine ve
hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur (52,53).

DNA hasar1 > hiicre disfonksiyonu > hiicre 6limii

2.4.2.3. Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli tiriinler meydana gelir ve bunlar
cesitli patolojik siireclerde 6nemli rol oynarlar. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu

hidrojen peroksit ve okzoaldehit meydana gelir (49).
2.4.2.4. Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Serbest radikallerin etkilerine en duyarli olan dokular lipidlerdir. Hiicre membrani serbest
radikaller i¢in kritik bir bariyerdir. Ciinkii serbest radikaller hiicre komponentleri ile etkilesim i¢in
bu bariyeri gegmek zorundadirlar. Membran yapisinda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglar1 serbest radikallerle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu olusturur.
Zincirleme reaksiyonlar sonucu oldukg¢a zararl iirtinler olusur ve olusan membran hasar1 geri

doniisiimsiizdiir.
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Doymamis yag asitlerinden bir hidrojen atomunun ¢ikmasiyla peroksidasyon baslar ve
lipid radikali olusur. Bu radikal ¢ift baglarin yerini degistirir ve oksijenle reaksiyona girerek lipid
peroksil radikaline dontigiir. Lipid peroksil radikali diger doymamis yag asitlerine de etki ederek
yeni radikaller olusturur. Hidrojen, ¢evreden atomlar1 alarak hidroperoksitlere doniistirler.
Hidroperoksitlerin pargalanmasi sonucu lipid alkoksi radikalleri agiga ¢ikar (47,49). Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan liriinlerin tiobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesi sonucu
Malondialdehit (MDA) ortaya ¢ikar. MDA 6lgiimii lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak

kullanilir.
2.4.3.ANTIOKSIDANLAR

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu onleyen ve geciktirebilen maddelere, antioksidanlar ve bu olaya
antioksidan savunma sistemi denir. Organizma siirekli olarak serbest oksijen radikallerine maruz
kalmasina ragmen, antioksidan savunma sistemleri aracig1 ile saglanan dinamik denge ile zararli

etkilerin olugumu engellenir.

Olusan oksidanlar1 inaktif hale getirmek amaci ile kullanilan antioksidanlar, dogal
(endojen kaynakli) ve ekzojen kaynakli antioksidanlar olmak {izere baslica 2 ana gruba
ayrilabilirler (54).

1- Endojen Antioksidanlar
a. Enzim yapisinda olan antioksidanlar
b. Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar

2- Eksojen Antioksidanlar

2.4.3.1.Endojen antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar 2 Boliimde incelenir(49,55).
2.4.3.1.1.Enzim Olan Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD):

SOD, siiperoksit serbest radikalinin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii

saglayan antioksidan enzimdir.
SOD un 3 tipi bulunmaktadir.
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1-

Exstraseliiler SOD
20, + 2H" > H,O,+ O,

Stiperoksit serbest radikalini H,O, ve O, ne doniistimiinii katalizleyen enzim ekstraseliiler

SOD’dur.

Cu-ZnSOD, Sitozolde bulunur. Dimerik yapidadir. Siyanidle inhibe edilir.
MnSOD, Mitokondride bulunur. Tetramerik yapidadir. Siyanidle inhibe olmaz (55).

Glutatyon peroksidaz (GSH.Px), Glutatyon S Transferaz(GST):

Glutatyon hiicre iginde bulunan ve hiicreleri oksidasyona karsi koruyan en 6nemli
antioksidan maddedir. Karaciger basta olmak {izere bir¢cok dokuda sentezlenir. Hemoglobinin
oksitlenmesini ve methemoglobine doniismesini engeller, proteinlerdeki siilfidril gruplarini
rediikte ederek oksidasyona karsi korur. Bu sayede fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin

inaktivasyonunu engeller.
Glutatyon Peroksidaz (GSH-PXx):

Hiperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu enzim. GSH-Px sitozolde bulunur. 4 selenyum

atomu igerir. Tetramerik yapidadir.

GSH-Px vasitasiyla, hiperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun

(GSSG), tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniistimiinii katalize eder (49).
Glutatyon S Transferazlar (GST):

Basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlerine karsi,
GST,selenyum bagimsiz, GSH-Px aktivitesi gostererek bir anti oksidan savunma mekanizmasi

olustururlar.
Katalaz (CAT):

Hidrojen peroksidi (H202) suya ve oksijene pargalarlar. Esas olarak peroksizomlarda,
daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Glikoprotein yapisinda bir

hemoproteindir. Eritrositler, karaciger ve bobrek yiiksek miktarda CAT igerirler (45,49).
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2.4.3.1.2.Enzim Olmayan Antioksidanlar
Albumin: Hipoklorik asit ve lipidhidroperoksit (LOOH) (46,49).

Vitamin E (Alfa- tokoferol): Miyokard ve mitokondri membraninda fazla miktarda
bulunur. Hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest
radikallerden korur. 02,0H,H202,Singlet oksijeni, Lipid peroksi radikalini ve diger radikalleri
indirger (49).

Karotenoidler: Beta-karoten, A vitamininin prekiirsoriidiir. H202 ve siiperoksit radikali

ile direkt etkilesir ve antioksidan etki gosterir.

Seruloplazmin: Ferroz demiri (Fe*?), ferrik demire (Fe*®) yiikselterek fenton reaksiyonu ve
serbest OH" radikali olusumunu inhibe eder (49,50).

Urik Asit: Piirin metabolizmasinda son iiriin olarak olusur. Singlet O, ve H,0, radikali

icin giiglii bir temizleyicidir (49,52).
Sistein: OH" ve O2 radikali toplayicisidir (53).
Transferin: Dolagimdaki serbest demiri baglar.

Vitamin C (Askorbik Asit): Giiglii indirgeyici aktivitesinden dolay1 giiglii bir
antioksidandir. Siiperoksit (¢O;") ve (OH") ile reaksiyona girerek inaktif hale gelir (55).

Glutatyon (GSH): Serbest radikaller ve peroksitler ile reaksiyona girer. Proteinlerdeki SH
gruplarini rediikte halde tutarak bu gruplari1 oksidasyona karsi korur. Fonksiyonel proteinlerin ve

enzimlerin inaktivasyonunu engeller (54).
2.4.3.2. Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar serbest radikallerin salinimini engelleyerek olusmus radikalleri

temizleyerek ve endojen antioksidan savunma sistemini giiclendirerek etki eder.

Allopiirinol, mannitol, melatonin, N asetil sistein, vitaminler ve pentoksifilin gibi ilaglarin

antioksidan etkileri goriilmiistiir (55,56).
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2.5. HUCRE OLUM YOLAKLARI

Hiicre oliimii, nekrozis, apoptozis ve nekroptozis olmak iizere {i¢ temel baslik altinda

incelenebilir (57).
2.5.1.Apoptozis

Ik defa 1972 yilinda, iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan daha farkl bir
hiicre oliimii gergeklestigi gosterilmis ve buna, aga¢ yapraklarinin gévdeden ayrilmasi anlamina
gelen “apoptozis’’ ad1 verilmistir (58).

Apoptozis; gelismis organizmalarda hiicreler arasi iligkilerin geregi olarak gereksinim
duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden programli 6liimiidiir.
Embriyo doneminden baslayarak tiim yasam boyunca apoptotik mekanizma ve programli hiicre
olimii vardir. Bazi hiicreler yillarca yasarken bir kismi1 sadece birkag saat yasar. Deri,
gastrointestinal sistem ve immiin sistem gibi pek ¢ok dokuda devamlilik apoptozis ve hiicre
yenilenmesine baglidir (57,58).

Apoptoziste ana morfolojik olay, niikleusun kondensasyonu ve daha sonra pargalara
ayrilmasidir.Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik
300 000 kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz.Apoptozisin erken evresinde hiicreler
birlesme bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde
biiziiliir, birkag dakikada hacimlerinin 1/3’iinii kaybederler. Bu goriiniim, muhtemelen plazma
membraninda bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baglidir.

Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde goriiliir, Daha sonra plazma
membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre, sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin par¢alarindan
olusan apoptotik cisimciklere pargalanir. Hiicre heniiz yasamaya devam etmektedir (58,59).
Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir. Apoptotik
hiicrelerin taninmasi,plazma membranindaki degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢
tabakasinda olan fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis ylizeyine
goc eder. Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidil serin ile
baglanir ve fagositozu uyarir (58,59,60).

Programl1 hiicre 6liimiinde birbirini izleyen basamaklarin neler oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya ¢evreden gelen
sinyallerle apoptozis baslamaktadir.Apoptozis dnceden hazir olan hiicrelerde (primer) baglatilabilir

ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisir (59,60).
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Hiicre dis1 uyaranlar tiimor nekroz faktorii (TNF), koloni stimiile edici faktorler (CSF),
noron biiyiime faktdrii (NGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), IL-2 gibi maddelerin
ortamda azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, ¢esitli antijenler gibi pozitif uyaranlar
olabilir (60,61).

2.5.2.Nekrozis

Bir diger hiicre 6liim sekli olan nekrozis ise hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi, enfeksiyon,
UV 1s1k gibi zararli hiicre dis1 uyaranlar, toksinler gibi sebepler nedeniyle, yasayan dokularin
otoliz yolu ile yikilmasina sebep olan, bir ¢esit hiicre hasar mekanizmasidir (62).

Hiicre plazma membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu hiicre igerigi ortama dokiiliir,
inflamatuar yanit olusur ve komsu hiicreler de etkilenir . Apoptozis temel olarak organizmaya
yararli olurken, nekrozis organizma i¢in zararli hatta 6liimciil olabilmektedir (61,62).

Disaridan gelen fiziksel ve kimyasal uyarilar hiicrenin iyon dengesini bozar. DNA
tamirinden sorumlu nuklear enzim PARP (Poli ADP-riboz polimeraz) NAD ™1 ikiye bolerek NAD
kaybina neden olur. Bu durumda ger¢eklesen ATP noksanligi, iyon pompasi yetersizligine yol
acar.Boylece hiicre siv1 alir ve organeller siser. Plasma membran biitiinliigii bozulur ve osmotik
basing nedeniyle hiicre patlar. Hiicre 6liimiinii takiben hiicre i¢eriginin hiicreler aras1 bogluga
salinmasi enflamasyon olayina sebep olur. Bu olayin karakteristik 6zelligi makrofaj ve
nétrofillerin nekrotik dokuya go¢ etmesidir. Go¢ eden bu hiicreler nekrotik dokuyu fagosite eder.
Bu nedenle enflamasyon nekrozun 6nemli bir isaretidir (63,64).

Fas, TNF reseptorlerinin aktivasyonu veya hiicresel stres sonucu RIP1 ve RIP3 (Receptor
interacting proteinler) aktive olur. RIP1 ve RIP3 mitokondriyonu ya direkt aktive eder ya da
NADPH oksidazin olusturdugu ROS ile indirekt olarak etkileyip nekrozu indiikler.

Nekrotik uyar1 ayrica PARP’1 aktive eder. PARP1 de kalpain aktivasyonu, RIP kinazlarin
aktivasyonu ya da PAR polimerazlar yoluyla nekroza neden olur (64,65,66). Kalpain, Ca++ ile
aktive olan kaspaz proteaz ailesi iliyesidir ve lizozomal enzim salinimina neden olan kathepsin
aktivasyonuna katkida bulunur. Kalsiyum, endoplazmik retikuluma yakin olan mitokondriyon
matriksine gecer ve mitokondriyal porlarin agilmasina neden olur. RIP kinazlar da ROS iiretimini
elektron transport zinciri yoluyla saglarlar(64,65,66).Asir1 Cat++ ve ROS artis1 mitokondryal
porlarin uzun siire agik kalmasina neden olur. Bu durumda hiicre oksidatif fosforilasyon yoluyla

ATP iiretmez hale gelir ve nekroz gergeklesir (65,66).
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2.5.3. Nekroptozis

Nekrotik hiicre 6liimiiniin biiytlik bir kism1 programlanmamis bir sekilde meydana gelirken,
yapilan son ¢alismalar nekrozisin de programli olabilecegini gostermistir ve bu olay nekroptozis
olarak tanimlanmistir(67). Nekroptozisin 6zellikle miyokard enfarktiisii (MI), kalp yetmezligi,
inme gibi durumlarda 6nemli rolii vardir. (68).

Son yillarda nekroptozis hiicre 6liim reseptdrleri araciligi ile ortaya ¢ikan kaspaz bagimsiz,
regiile edilen ve morfolojik olarak nekroza benzeyen bir 6liim sekli olarak tarif edilmektedir.
Nekroptozisin, otofajik hiicre 6liimii gibi temel apoptotik yolak defektif oldugunda hiicre 6liimii
icin ortaya ¢ikan bir destek sistemi oldugu ifade edilmistir. Nekroptozisin, ATP diizeylerinin
azalmas1 ve Ca’" diizeylerinin artis1 ile ortaya ¢iktigi, Ca’" artisinin kalpainleri aktive ederek
lizozomal pargalanmaya, katepsinler gibi protezlarin aktivasyonuna ve salinimina yol agararak
hiicrenin yok edildigi bildirilmistir. (69) .

Klinik olarak nekroptozis 6zellikle hasar gérmiis beyin hiicrelerinde olmak tizere iskemiye
giden tiim dokularda goriiliir. Nekroptoz 6zellikle, iskemik zedelenme, nérodejenerasyon ve viral
enfeksiyonlar gibi hastaliklarin patogenezinde rol alir. Nekroptozis, kaspazlardan bagimsiz olarak
tiimor nekrozis faktor reseptorii (TNFR) ve Fas ligand aktivasyonu ile baslar.Programli olarak
gerceklesir ancak morfolojik olarak nekroza benzer . TNFRI1 gibi 6liim reseptorleri; RIPK-1
(Receptor-interacting protein kinase 1) ve RIPK-3 (Receptor-interacting protein kinase 3)
kinazlarimin aktivitesine ihtiya¢ duyar.Mitokondriyal, lizozomal ve plazma membranlarinin

disintegrasyonu bu siireci aktive eder (69-72) .

2.5.3.1.Necrostatin-1

Necrostatin-1, nekroptozis olarak tanimlanan, timor nekrozis faktor alfa (TNF-a) ile
indiiklenmis, programli nekrotik hiicre 6liimiinii, RIPK1‘i inhibe ederek engelleyen bir
molekiildiir (69). Nekrostatin grubu molekiiller , 2005 yilinda Degretev ve ark. (2005) tarafindan
sentez edilmis ve bu molekiillerin RIP1°1 inhibe ederek iskemik beyin hasarina karsi koruyucu

etkinliginin bulundugu saptanmistir (70).

2.5.3.1.1.Necrostatin-1 etki mekanizmasi
Nekroptozis ilk defa, 2005 yilinda bulunan necrostatin molekiiliiniin RIPK 1’1 inhibe etmesi
vasitastyla, programlanmis hiicre 6liimiiniin engellenebileceginin bulunmasi ile ortaya atilmis ve

kabul gormiis bir kavramdir. Nekroptozis, farmakolojik veya genetik olarak kaspazin inhibe
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oldugu durumlarda, TNF-a nin aktive edilmesi ile olusan kontrollii nekrotik hiicre 6liim yolagidir
(70).

RIPK1, RIPK1 geni tarafindan kodlanan, nekroptozisi de igeren bir¢ok hiicresel olayda
gbrev alan serin/treonin kinaz ailesinin {iyesi olan bir enzimdir (71). RIPK 1, kendisinin homologu
olan RIPK3 ile fiziksel ve fonksiyonel olarak etkileserek, pronekrotik sinyalleri iletir ve
nekroptozisi baslatir (72-74). Nekroptozis sirasinda RIP3 aktive olarak, RIP1 i igeren ya da
icermeyen supramolekiiler kompleks (Kompleks 1Ib)’i olusturur (75,76). RIPK3 {in aktiflesmesini
saglayan bu kompleks, genellikle nekrozom olarak tanimlanir (77).

RIP1 ve RIP3, RHIM (RIP homotypic interaction motif) araciligiyla iletisim kurarlar,
ayrica, ZBP1 (Z-DNA binding protein 1) ve TICAML1 (Toll-like receptor(TLR) adaptor molecule
1) gibi RHIM igeren diger bazi molekiiller de RIP3 ile etkileserek, supramolekiiler kompleks
olusturabilirler. RHIM igeren bu iki proteinin nekroptozis ile iligkili oldugu kanitlanmis ve
RHIM’in nekrozomun aktivasyonu i¢in vazgecilmez oldugu saptanmistir (78,79). RIP1 ve RIP3,
kinaz kisimlar1 agisindan %33 benzerlik géstermelerine ragmen, Necrostatin-1, RIPK 1’ 1 inhibe

ederken, RIPK3 ile etkilesim gostermez (80-82).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gereg:

3.1.1.Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Biopac MP30 Ampllifikator (Dort kanalda birgok parametrenin kayit ve analizini yapar).
MAY WBC30-440C Organ Banyosu i¢in su sirkiilator cihazi
MAY FDT-10A Force Displacement Transducer cihazi
Langendorff Sistemi (MAY 0702)

Hassas Terazi (Sartorius BP 1215)

Santrifiij Cihaz1 (Janetzki T5)

UN-1208 Shimadzu Skeptrofotometre

Rotary Mikrotom (LeicaRM, Germany)

Homojenizator

Cerrahi alet seti

Bilgisayar

3.1.2. Kullanilan Deney Hayvanlari:

Calismada 27.03.2013 tarihli etik kurul onay1 ile Dicle Universitesi Saglik Bilimleri
Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUSAM) den temin edilen 32 adet Sprague-Dawley erkek rat
kullanildi. Calisma stiresince ‘Hayvan Haklarinin Korunmasi1’ hususundaki esaslara 6zenle
uyuldu.

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler:

Sisplatin (Kogak-farma)

Ketamin HCL (Ketalar 50 mg/ml,10ml flakon, Pfizer)

Ksilazin (Rompun %2, Bayer)

Heparin (Liquemine flakon 25.000 IU, Roche)

Krebs-Henseleit Solusyonu

Northwest Life Science (NWLLC) NWK-MDAO1 Kiti
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Tablo 2. Krebs Henseleit soliisyonu

NACI 6,9 gr/L

NAHCO3 2,1g/L
KCI 0,359/L
CaCl2 0,28 g/L
MgCI2 0,11 g/L
Na2HPO4 0,12g/L

Glukoz 29/L

3.2. Yontem:

Bu ¢alisgmada DUSAM’dan temin edilen Sprague-Dawley erkek ratlar kullanildi. Deneyler
Kontrol, Sisplatin (tek doz 5 mg/kg, i.p), Tek doz sisplatin (5mg/kg. ip) + Necrostatin-1 (1,65
mg/kg/giin. i.p, 5 giin) ve sadece Necrostatin-1 (1,65 mg/kg/giin. i.p, 5 giin) verilen grup olmak
tizere toplam dort grupta yapildi. Tek doz cisplatin verildikten bes giin sonra, anestezi altinda (100
mg/kg Ketamin + 15 mg/kg Ksilazin, i.m) ve cerrahi islemler sirasinda olusabilecek bir
koagulasyonu 6nlemek amaci ile heparinize edilen ratlarda orta hatta yapilan insizyon ile her iKi

bobrek ¢evre dokulardan temizlenerek izole edildi.

3.2.1. Farmakolojik Inceleme:

Izole edilen bdbreklerden biri renal arterden kaniile edilerek perfiizyon sistemine takildi ve
peristaltik pompa yardimu ile sabit hizda 37 °C’de 1sitilan % 5 CO, ve % 95 O, karigimu ile
havalandirilan Krebs Henseleit soliisyonu ile perfiize edildi.

Renal basing degisiklikleri bir basing transduceri ile MP30 sofware sistemi ile (Biopac
systems) kaydedildi. Perflizyon basinglarindaki deegisiklikler guruplar arasinda karsilastirildi.

Izole edilen ikinci bobrek ise biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler i¢in kullanildi.
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3.2.2.Biyokimyasal inceleme:

Biitiin guruplarda anestezi sonrasinda intrakardiyak olarak alinan kanlar, serumda iire ve
kreatinin diizeylerine bakilmak {izere ayrildi. Ayrica izole edilen diger bobregin bir kismi, doku
MDA (Malondialdehit) diizeyini 6l¢gmek amaci ile ayrildi. Dokular, Okhawa yontemi (83) ile UN-
1208 Shimadzu skeptrofotometresinde, Northwest Life Science (NWLLC) NWK-MDAO1 kiti ile,

532 nm’de kore kars1 okundu. Sonuglar nmol/gram doku olarak hesaplandi ve degerlendirildi.
3.2.3.Histopatolojik Inceleme:

Biitiin gruplarda izole edilen ikinci bobreklerin bir kismi1 histopatolojik olarak incelenmek
tizere %10’luk formol igerisine konuldu. Parafin bloklara gomiildi ve Rotary Mikrotom
(LeicaRM, Germany) yardimi ile 5 pm’lik kesitlere boliiniip, Hematoxylin-Eosin (H-E), Azan ve
Masson Trikrom boyalar1 ile boyandi ve 151k mikroskopu vasitasiyla incelenip, morfolojik ve

morfometrik acidan degerlendirildi (Bar:50 um, 20 pm).

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizda elde edilen veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.
Istatistiksel analizler SPSS 16.0 (Chicago, ill., USA) programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi
karsilastirma Kruskal Wallis varyans analizi, ikili gruplarin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U

testi kullanildi. Tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Biitiin gruplarda (n=8) sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma

olarak hesaplanmis ve tablo 3’ te toplu olarak gosterilmistir.

Tablo 3.Gruplara ait MDA, perfiizyon basinct, iire ve kreatinin verileri aritmetik ortalama +

standart sapma olarak verilmistir. (n=8) * p<0.01 Kruskal Wallis test sonucu, * p<0.01 kontrol
grubu ile karsilastirldiginda, ® p<0.05 Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda,’ p<0.01 Sisplatin
grubu ile karsilastirildiginda

Gruplar MDA* Perflizyon basincr* Ure* Kreatinin*
(nmol/gram doku) (mmHg) (mg/dl) (mg/dl)
Kontrol 27,59+2,63 73,98+15,32 41,30+4,27 0,43+0,05
Sisplatin 51,79+15,71° 155,68+13,47° | 117,88421,48% | 1,06+0,20°
Sisplatin+Necrostatin 37,96+ 7,74° 102,45+14,03° 59,23+20,06° 0,68+0,20°
Necrostatin 31,97+ 6,48 72,73+12,80 47,14+9.,65 0,41+0,03
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4.1.Farmakolojik Bulgular

Biitiin gruplarda (n=8) stabilizasyon siiresi sonunda bobrek perfiizyon basinglart mmH(g
olarak Olciilmiistiir ( tablo 3)(Sekil.2).

Tek doz (5 mg/kg, 1.p) Sisplatin verilen grupta perfiizyon basinci Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (p<0.01).

Sisplatin +Necrostatin-1 verilen grupta ise perfiizyon basinglar1 Sisplatin grubuna gore
anlamli olarak azalmistir (p<0.01). Sadece Necrostatin-1 verilen grup ile kontrol grubu arasinda

anlaml: bir fark bulunmamustir.

Perfilizyon basinci (mmHg)
180

160
140
120
100
80
60
40

20

Kontrol Sisplatin Sisplatin+Necrostatin Necrostatin

Sekil.2. Biitiin gruplarda Perfiizyon basinct (mmHg) (n=8)

4.2.Biyokimyasal Bulgular

Biitlin gruplarda (n=8) izole edilen bobreklerde, doku MDA diizeyleri nmol/gram doku
olarak hesaplanmistir.( tablo 3 ).(Sekil.3)
Kontrol grubuna gore Sisplatin verilen grupta MDA diizeyi istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmustir (p<0.01).
Sisplatin +Necrostatin-1 verilen grupta ises MDA diizeyi Sisplatin grubuna gore anlamli

olarak azalmistir (p<0.05).
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MDA (nmol/gram doku)
80

70
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40
30
20
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Kontrol Sisplatin Sisplatin+Necrostatin Necrostatin

Sekil.3. Biitiin gruplarda doku MDA diizeyleri ( nmol/gram doku) (n=8)

Biitiin gruplarda (n=8) serum f{ire ve kreatinin diizeyleri mg/dl olarak hesaplanmaistir.
(Tablo 3).(Sekil.4), (Sekil.5)
Kontrol grubuna gore Sisplatin verilen grupta iire ve kreatinin diizeyleri istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde artmustir (p<0.01).

Sisplatin +Necrostatin-1 verilen grupta Sisplatin grubuna gore tire ve kreatinin diizeyleri

anlamli olarak azalmistir (p<<0.01).
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Sekil.4. Biitiin gruplarda serum {ire diizeyleri (mg/dl) (n=8)
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Sisplatin Sisplatin+Necrostatin

Necrostatin

Sekil.5. Biitiin gruplarda serum kreatinin diizeyleri (mg/dl) (n=8)
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4.3.Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait bobrek kesitlerinde normal goriiniimde bobrek cisimcikleri, proksimal
ve distal tubiiller ile interstisyel doku gozlendi (Sekil.6-1). Bobrek cisimciklerinde glomeriiler
yumagin diizenli gériiniimiiniin yan1 sira glomeriiler bazal membranin normal kalinlikta oldugu
izlendi (Sekil.6-2).

Sisplatin grubunda bobrek korteksi incelendiginde, en ¢arpict morfolojik degisiklikler
bobrek cisimciklerinde gozlendi. Glomeriil yapisi kismen veya tamamen kalkmistir (Sekil.6-3).
Kortikomediiller bolgeden baslayip kortekse dogru uzanan, lumenleri ileri derecede dilate olmus
uzun veya spiral sekilli tiibiiller saptand1 (Sekil.6-4).

Sisplatin ile birlikte Necrostatin-1 verilen grupta bobrek cisimciklerinin ¢ogunun normal
sekil ve yapisin1 korudugu, buna karsin glomeriilii hasarlanmig bazi bobrek cisimciginin oldugu
gozlendi. Tubiiler dilatasyon ve tubiil hiicre hasarlarinin Sisplatin grubuna gore daha az oldugu ve
mononiikleer hiicre infiltrasyonu izlendi (Sekil.6-5,6).

Necrostatin-1 verilen grupta bobrek cisimcikleri, proksimal ve distal tubiiller normal
yapida izlendi (Sekil.6-7,8).
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Sekil.6.Biitiin gruplarin bobrek kesitlerine ait histolojik resimler ( H.E )

6-1,2 : Kontrol grubu (Bar:50 um, 20 um); 3,4: Sisplatin grubu (Bar:50 pm, 20 um); 5,6:
SIS+NEC grubu (Bar:50 um, 20 um); 7,8 : NEC grubu (Bar:50 um, 20 um)
G: Glomeriil, P: Proksimal tiibiil, d: Distal tiibiil, B : Bowman araligi, D : Tiibiil epitelinde

deskuamasyon, * : yaygin tubuler dilatasyon, 0 : glomerul yapisinin kismen ortadan kalkmasi
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5. TARTISMA

Testis, over, mesane, akciger gibi organlara ait bir¢cok kanser tiiriinlin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan oldukga etkili antineoplastik ilaglardan biri olan Sisplatin’in (18) kullanimini
kisitlayan en énemli yan etkisi nefrotoksisitedir.istenmeyen bu yan etkiye kars1 doz kisitlamasina
gidilmekte ve bu durum tedavide aksakliklara neden olmaktadir(19).Yaptigimiz bu ¢alismada
sisplatin nefrotoksisitesi {izerine Necrostatinl’in koruyucu etkisi arastirilmistir.

Sisplatinin  nefrotoksisitesinin hiicresel mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber
ozellikle oksidatif stresin 6nemli rolii oldugunu gosteren ¢aligsmalar bulunmaktadir. Sisplatin
kullanimu ile reaktif oksijen tiirlerinin arttig1 ve bu durumun DNA hasar1 ve membranlarda lipid
peroksidasyonuna yol agtig1 bildirilmistir.Membran biitlinliigiiniin bozulmasina bagli olarak ve
artan osmotik basing nedeniyle hiicrenin patlamasi ve hiicre igeriginin, hiicreler arast bosluga
salinmasi ile, enflamasyonla karakterize nekrotik hiicre 6liimiiniin meydana geldigi gosterilmistir
(84). Sisplatine bagli meydana gelen bu hiicresel hasar1 azaltma veya 6nlemek amaciyla
antioksidan 6zelligi oldugu bilinen birgok madde ile g¢alismalar yapilmistir (85-88).

Yaptigimiz bu ¢alismada ratlarda sisplatin verilerek deneysel olarak olusturulan
nefrotoksisite modeli kullanilmistir. Tek doz 5m/kg olarak verilen sisplatin grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak perfiizyon basin¢larinda ytlikselme oldugu goriilmiistiir.Bu da
meydana gelen glomeruler hasarda ortaya ¢ikan vazokonstriiksiyona bagli olarak renal arterden
yaptigimiz perfiizyona karsi direng olusmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Sisplatin verilen grupta ayn1 zamanda izole edilen bobreklerde doku MDA diizeylerinin de
anlamli olarak yiikseldigi goriilmiistiir.Bu sonuglar daha dnce yapilan ¢aligmalar ile uyumlu olarak
sisplatine bagli olarak olusan hiicre hasarinda olusan lipid peroksidasyonunun sonucu olarak
ortaya ¢cikmistir. Sisplatin grubunda serum iire ve kreatinin diizeylerinin anlamli olarak artmasi da
olusan hiicre hasarin1 gostermektedir.

Histopatolojik olarak incelendiginde Sisplatin grubunda glomeriil yapisinin kismen veya
tamamen bozuldugu, tubiiller dilatasyon ve tubiil hiicre hasarlarinin oldugu, kortikomediiller
bolgeden baslayip kortekse dogru uzanan lumenlerin ileri derecede dilate oldugu gézlenmistir.

Daha 6nce yapilan galismalarda sisplatin kullanimina bagli nefrotoksisitenin , bobrek

tutulumunun erken sathalarinda histolojik olarak 6zellikle Proksimal tiibiillerin S3 segmentinde
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dilatasyon ve glomeruler hasar ile karekterize akut tiibiiler nekroz seklinde oldugu gosterilmistir
(87-89). Yaptigimiz ¢aligmada sisplatine bagli olarak olusan morfolojik degisiklikler ile bu hasar
gbzlenmistir.

Olusan bu sisplatin nefrotoksisitesi lizerine Necrostatin 1’in etkisini gormek amaci ile
yaptigimiz bu ¢alismada sisplatin+Necrostatinl verilen grupta gerek perfiizyon basinglarindaki,
gerekse biyokimyasal sonuglardaki artiglarin, sisplatin verilen gruba gore anlamli bir sekilde
azaldig1 goriilmiistiir.Bu sonuglar Necrostatinl ’in sisplatine bagli olarak olusan hiicre hasarin
onledigini ve buna bagh olarak bobrek fonkiyonlarinda diizelme oldugunu gostermektedir.

Histopatolojik olarak da Necrostatinl’in bobrek morfolojisi iizerinde diizelme yaptigi ,
sisplatin ile birlikte Necrostatin-1 verilen grupta bobrek cisimciklerinin ¢ogunun normal sekil ve
yapisint korudugu, buna karsin glomeruler hasar ve tubular dilatasyonun azaldig1 gozlenmistir.
Elde ettigimiz bulgularin Necrostatin-1 ile yapilan ¢aligmalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Yapilan bir ¢aligmada farmakolojik ve genetik olarak kaspazin inhibe oldugu ve daha ¢ok
TNF-a nin aktive edilmesi ile olusan kontrollii nekrotik hiicre 6liim yolagi olan nekroptozisi
RIPK 1’1 inhibe ederek dnleyen Necrostatin 1’in iskemik beyin hasarina kars1 koruyucu
etkinliginin bulundugu bildirilmistir (70).

I/R hasari iizerine Necrostatin-1’in bir apoptozis inhibitorii ile birlikte etkisinin
arastirildigi diger bir ¢alismada , farelerde Necrostatin-1’in serebral arter okliizyonu ile olusan
hipoksi ve I/R hasart iizerine apoptozis inhibitorii olan humanin ile birlikte kullanildiginda
koruyucu etkisinin arttig1 gosterilmistir (82).

Kalpte yapilan bir bagka ¢alismada da Necrostatin-1’in myokardiyal infarktiise kars1
koruyucu oldugu ve morfolojik olarak iskemiye bagl gelisen hasari diizelttigi infarkt alam
azalttig1 bidirilmistir(90). Necrostatin-1’in, sisplatin {izerine etkisinin arastirildig: bir ¢alismada
borek tiibiil hiicre kiiltlirlinde, non-apoptotik mekanizma iizerinden koruyucu etkili oldugu-
nekroptozisi 6nledigi ve apoptozis inhibitorii bir ilag ile beraber kombine olarak verildiginde
olusan koruyucu etkinin daha da arttig1 gosterilmistir (91). Boylece Necrostatin-1’in bobrek tubiil
hiicre 6liimiinii inhibe ettigi ve akut bobrek hasarini 6nledigi, non-apoptotik mekanizma tizerinden
hiicre canliligint sagladigi, yapilan bu hiicre kiiltiirii ¢alismasi ile gosterilmistir(91).

Yaptigimiz bu ¢aligmada elde ettigimiz, morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik bulgularin
literatiir ile uyumlu oldugu , Necrostatin 1’in, programli nekrotik hiicre 6liimii olan nekroptozisi

onleyici etkisi oldugu gézlenmistir.
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SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, genis kullanima sahip bir antineoplastik ilag¢ olan
sisplatin ile birlikte nekroptotik hasar1 dnleyici etkisi olan Necrostatin-1 kullanildiginda
sisplatinin nefrotoksik etkisine bagli olarak bobreklerde olusan fizyolojik, morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklerin siddetinin 6nemli derecede azaldig1 gézlenmistir.

Bu bulgulara gore, sisplatin ile yapilan tedavilere Necrostatin-1 eklenmesi, ilacin
nefrotoksik yan etkisinin belirli 6l¢iide azaltilmasina bagl olarak klinik kullanim agisindan

daha yararli sonuglar olusturabilecektir.

34



KAYNAKLAR

1- Brady HR, Brenner BM. Acute Renal Failure. Harrison's Principles of Internal Medicine 13th
Ed. Vol.2, (Eds) Wilson JD, Braunwald E, Isselbacher KJ, et al. New York, St. Louis, San
Francisco, Colorado Springs, Auckland, Bogota.

2- Hoste EA, Kellum JA. Acute kidney injury: epidemiology and diagnostic criteria. Curr Opin
Crit Care 2006; 12: 531- 537.

3- Perazella MA. Renal Vulnerability to Drug Toxicity. Clin J Am Soc Nephrol 2009; 4: 1275—
1283.

4- Jones DP. Renal metabolism during normoxia, hypoxia and ischemic injury. Annu Rev Physiol
1988; 48: 33-50.

5- Elseviers MM, DeBroe ME. Analgesic nephropathy: Is it caused by multi-analgesic abuse or
single substance use? Drug Saf 1999; 20: 15-24.

6- Lamieire NH, Flombaum CD, Moreau D, et al. Acute renal failure in cancer patients. Ann of
Med 2005; 37: 13-25.

7- Briguori C, Colombo A, Airoldi F, et al. Nephrotoxicity of low-osmolality versus iso-
osmolality contrast agents: Impact of N-acetylcysteine. Kidney Int 2005; 68: 2250-2255.

8- Van Vleet TR, Schnellmann RG. Toxic nephropathy: Environmental chemicals. Semin Nephrol
2003; 23: 500- 508.

9- Leblanc M, Kellum JA, Gibney RT, et al. Risk factors for acute renal failure: inherent and
modifiable risks. Curr Opin Crit Care 2005; 11: 533-536.

10- Guo X, Nzerue C. How to prevent, recognize, and treat drug-induced nephrotoxicity. Cleve
Clin J Med 2002; 69: 289-90.

11- Buckalew VM. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs and the kidney. A Primer on Kidney
Diseases. San Diego, 1998.

12- Edson RS, Terrell CL.The aminoglycoisides: streptomycin,kanamycin, gentamicin,
tobramycin, amikacin, netilmicin and sisomicin.Mayo clin Proc.1987 oct;62(10): 916-20.

13- Hottendorf GH. Comparative ototoxicity (cats) and nephrotoxicity (rats) ofamikacin and
gentamicin. Am J Aled 1977; 61: 97-104.

14- Branch RA. Prevention of amphotericin B-induced renal impairment: a review on the use of
sodium supplementation. Arch Intern Med 1988; 148: 2389-2396.

15- Fraune C, Lange S, Krebs C, et al. AT1 antagonism and renin inhibition in mice: pivotal role

of targeting angiotensin Il in chronic kidney disease. Am J Physiol Renal

35



16- Kintzel PE. Anticancer drug-induced kidney disorders. Incidence, prevention and
management. Drug Safety 2001; 24:19-38.

17- Vogelzang NJ. Nephrotoxicity from chemotherapy: preventionand management. Oncology
(Huntingt) 1991;5:97.

18- Weiner, M.W and Jacobs, C.: Mechanism of cisplatin nephrotoxicity. Fed Proc ,1983,;
42:2974-2978.

19- Goldstein, RS and Mayor GH.:The nephrotoxicity of cisplatin.Life Sci ,1983;32:685-690.

20- Boogaard PJ, Nagelkerke JF, Mulder GJ: Renal proximal tubular cells in suspension or in
primary culture as in vitro models to study nephrotoxicity. Chem.Biol. Interact 1990; 76: 281-291
21- Fillastre JP, Godin M. Drug-induced nephropathies. In Davison AM, Cameron JS, Griinfeld
JP, et al. Oxford Textbook of Clinical Nephrology. New York: Oxford University Press 1998;
2645-2657.

22- lkarash1 Y, Kakihara Y, Imai1 C, et al. Glomerular dysfunction, independent of tubular
dysfunction, induced by antineoplastic chemotherapy in children. Pediatrics International 2004;
46: 570-575.

23- Meister LA, mcadows AT. Late effects of childhood cancer therapy. Curr Probl Prediatr
1993;23,102-131.

24- Fels LM, Bokemeyer C, van Rhe J. Evaluation of late nephrotoxicity in long-term survivors of
Hodgkin’s disease. Oncology,1996; 53:73-78.

25- Sciler MW, Rennka HG, Venatachalam MA, Cotran RS. Pathogenesis of polycation-induced
alteration’s “‘fusion’ of glomerular epithelium. Lab. Invest 1977; 36:48-61.

26- Watanabe A, Kakihara T, Hara Metal. Morphological differences between glomerular
epithelial cells (GEC) excreted during chemotherapy with antineoplastic drugs and GEC exreted
in renal discases. Pediatr. Int 2001; 43: 587-591.

27- Fajardo LF, Eltringham JR, Stewart JR, Klauber MR. Adriamycin nephrotoxicity. Lab. Invest
1980; 43:242-253.

28- Harmon WE, Cohen HJ, Scneeberger EE, Grupe WE. Chronic renal failure in children treated
with methyl CCNU NEJM 1979;300: 1200-1203.

29- Alpers C Cotran RS. Neoplasia and Glomerular injury. Kidney International 1986; 30: 465-
473.

30- Dabbs DJ, Striker LMM, Mignon F, Striker G. Glomeruler lesions in lymphomas and
leukemias. Am J Med 1986;80:63-7

36



31- Glassock RJ, Massry SG. Neoplasia Textbook of Nephrology-Glas RJ, Massry SG(eds).
Williams and Wilkins, Baltimore 1996: 1117-1123

32- Skinner R, Pearson AD, English MW, Cisplatin dose rate as a risk factor for nephrotoxicity in
children. Br J Cancer 1998; 77: 1677-1682.

33- Loehrer PJ, Einhom LH: Drugs five years later Cisplatin. Ann Intern Med 1984; 704-713.
34- Kayaalp O, Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji cilt 1 pelikan tip ve teknik
kitapcilik tic.ltd.sti. 323-333

35- Emmerson BT. Toxic Nephrophaty. Oxford Textbook of Medicine 3rd Ed. Vol.3 (Eds),
Wearherall, DJ, Ledingham, JGG, Warrell DA. Oxford, New York: Tokyo, Oxford University
Pres, 1996:3258-3267.

36- Links M. Lewis C: Chemoprotectants: A review of their clinical pharmacology and
therapeutic efficacy. Drugs 1999;57: 293-308.

37- Leonard BJ, Eccleston E, Jones D, Todd P, Walpoles A: Antileukemic and nephrotoxie
properties of platinum compounds. Nature 1971;234:43-45

38- Levi J, Jacobs C, Kalman SM: Mechanism of cis-platinum nephrotoxicity: I. Effects of
sulfhydryl groups in rat kidneys. J Pharmacol Exp Ther 1980;213:545-550.

39- Anand AJ, Basbey B. Newer insights intro cisplatin nephrotoxicity. Ann Pharmacother
1993;23:1519-1527.

40- Dentino M, Luft FC, Moo N Y, et al. Long term effect of cis-diamminedichloride platinum
(CDDP) on renal function and structure in man. Cancer 1978; 41:1247-1251.

41- Offerman, JJG. Acute effects of cis-diammine dich loroplatinum (CDDP) on renal function.
Cancer Chemother Pharmacol 1984; 12: 36-38.

42- Schilsky RI, Anderson T.Hypomagnesemia and renal magnesiuni wasting in patients receiving
cisplatin. Ann Intern Med 1979; 90: 929-931

43- Go R, Adjel A. Review of the comparative pharmacology and clinical activity of cisplatin and
carboplatin. J Clin Oncol 1999; 17: 409-422.

44- Goren MP, Wright RK, Horowitz ME, Pratt CB. Ifosphamide- induced subclinical
nephrotoxicity despite MESNA. Cancer Treat Rep 1987; 71: 127-130.

45- Reilly PM ,Schiller HJ,Bulkley GB.:Pharmacologic approach to tisue injury nedisted by free
radicals and other reactive oxyge metabolites.The Am.J.Of Surgery 1991; Vol161;April;488-503
46- Valko M, Leibfritz D, Moncol J, Cronin MT, Mazur M, Telser J . Free radicals and
antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int J Biochem Cell Biol 2007;
39: 44-84.

37



47- Li C, Jackson RM.: Reactive species mechanisms of cellular hypoxia reoxygenation injury.
Am J Physiol 2002; 28; Feb; C;227-241.

48- Emerit J, Beamont C, Trivin F.: Iron metabolism, free radicals ,and oxidative injury.Biomed
Pharmacother 2001; 55; 333-339.

49- Barber DA ,Harris SRE.: Oxygen free radicals and antioxidants: a review. Am Pharm. 1994;
Sep; NS; 34; 9; 26-35.

50- Mitchell JB, Russo A. The role of glutathione in radiation and drug induced cytotoxicity. Br J
Cancer. 1987,55:96-104.

51- Erden M, Bor NM. Changes of reduced glutathione, glutathione peroxidase after radiation In
guinea pigs. Biochemical Med. 1984,31:217-227.

52- Mason RP. Free radical reactions with DNA and its nucleotids. Basic LIFE Sci. 1990,52:1109.
53- Blakely WF. Hydrogen peroxide induced base damage in DNA. Radiat Res.1990,121:338-
343.

54- Cheeseman KH, Slater TF. An introduction to free radical biochemistry. Br. Med. Bull.
1993,49(3):479-480.

55- Clarkson PM, Thompson HS.: Antioxidants: what role do they play in physical activity and
health? Am J Clin Nutr. 2000; Aug;72;2 Suppl; 637-646.

56- Rodriguez C, Mayo JC, Sainz RM, Antolin I, Herrera F, Martin V, Reiter RJ. Regulation of
antioxidant enzymes: a significant role for melatonin. J Pineal Res. 2004;36: 1-9

57- Danian NN, Korsmeyer SJ. Cell death: Critical control points. Cell. 2004;116:205-219
58-Kerr JF, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon with wideranging
implications in tissue kinetics. Br J Cancer 1972; 26(4): 239-57.

59- Schwartzman RA, Cidlowski JA. Apoptosis:the biochemistry and molecular biology of
programmed cell death. Endocrine Review 1993; 14: 133-150.

60-Wyllie AH. What is apoptosis? Histopathology. 1986; 10: 995-8.

61- Searle J, Kerr JF, Bishop CJ. Necrosis and apoptosis distinct modes death with fundamentally
different significance. Pathol Annu. 1982; 17: 229-259.

62- Proskuryakov SY, Konoplyannikov AG, Gabai VL. Necrosis: a specific form of programmed
cell death. Exp. Cell Res. 2003; 283 (1): 1-16.

63- Golstein P, Kroemer G. Cell death by necrosis: towards a molecular definition. Trends
Biochem Sci 2007;32:37-43.

64- Nicotera P, Bernassola F, Melino G. Regulation of the apoptosis-necrosis switch. Oncogene
2004;23:2757-2765.

38



65- Baines CP. Role of the mitochondrion in programmed necrosis. Front Physiol. 2010 Nov
29;1:156.

66- Zong WX, Thompson CB. Necrotic death as a cell fate. Genes Dev. 2006 Jan 1;20(1):1-15.
67- Christofferson,D.E,Yuan,J. Necroptosis as an alternative form of programmed cell death .
Curr.Opin.Cell. 201022,263-268.

68-- Russell S. Whelan, Vladimir Kaplinskiy, Richard N. Kitsis. Cell death in the patogenesis of
heart disease: mechanisms and significance. Annu. Rev. Physol. 2010; 72:19-44.

69- Tian Xie, Wei Peng, Yexing Liu, Chuangye Yan, Jenny Maki, Alexei Degterev, Junying
Yuan and Yigong Shi. Structural Basis of RIP1 Inhibition by Necrostatins, Structure. 2013; 21,
493-499.

70- Degterev A, Huang Z, Boyce M, Li Y, Jagtap P, Mizushima N, et al. Chemicalinhibitor of
nonapoptotic cell death with therapeutic potential for ischemic brain injury. Nat Chem Biol.
2005;1:112-9.

71- Stanger BZ, Leder P, Lee TH, Kim E, Seed B. RIP: a novel protein containing a death domain
that interacts with Fas/APO-1 (CD95) in yeast and causes cell death. Cell. 1995; 513-23.

72- Cho YS, Challa S, Moquin D, Genga R, Ray TD, Guildford M, et al.Phosphorylation-driven
assembly of the RIP1-RIP3 complex regulates pro-grammed necrosis and virus-induced
inflammation. Cell. 2009;137:1112-23.

73- Zhang DW, Shao J, Lin J, Zhang N, Lu BJ, Lin SC, et al. RIP3, an energy
metabolismregulator that switches TNF-induced cell death from apoptosis to necrosis.Science
2009;325:332-6.

74- He S, Wang L, Miao L, Wang T, Du F, Zhao L, et al. Receptor interactingprotein kinase-3
determines cellular necrotic response to TNF-alpha. Cell. 2009;137:1100-11.

75 -Sun L, Wang H, Wang Z, He S, Chen S, Liao D, et al. Mixed lineage kinasedomain-like
protein mediates necrosis signaling downstream of RIP3 kinase.Cell. 2012;148:213-27.

76- Murphy JM, Czabotar PE, Hildebrand JM, Lucet IS, Zhang JG, Alvarez-Diaz S,et al. The
pseudokinase MLKL mediates necroptosis via a molecular switchmechanism. Immunity.
2013;39:443-53.

77- Vandenabeele P, Declercqg W, Van Herreweghe F, Vanden Berghe T. The role of the kinases
RIP1 and RIP3 in TNF-induced necrosis. Sci Signal 2010;3:re4.

78- Rebsamen M, Heinz LX, Meylan E, Michallet MC, Schroder K, Hofmann K, et al. DAI/ZBP1
recruits RIP1 and RIP3 through RIP homotypic interaction motifs toactivate NF-kappaB. EMBO
Rep. 2009;10:916-22.

39



79- He S, Liang Y, Shao F, Wang X. Toll-like receptors activate programmednecrosis in
macrophages through a receptor-interacting kinase-3-mediatedpathway. Proc Natl Acad Sci USA.
2011;108:20054-9.

80- Degterev A, Hitomi J, Germscheid M, Ch’en IL, Korkina O, Teng X, Abbott D, Cuny GD,
Yuan C, Wagner G et al. Identification of RIP1 kinase as a specific cellular target of necrostatins.
Nat Chem Biol. 2008, 4:313-321.

81- Cho YS, Challa S, Moquin D, Genga R, Ray TD, Guildford M, Chan FK. Phosphorylation-
driven assembly of the RIP1-RIP3 complex regulates programmed necrosis and virus-induced
inflammation. Cell. 2009; 137:1112-1123.

82- Xu X,Chua K-W,Chua CC,Synergistic protective effects of humanin and necrostatin-1 on
hypoxia and ischemia/reperfusion injury.Brain Res..2010;1355:189-94.

83- Ohkawa H, Oshishi N, Yagi K: Assay for lipid peroxides in animal tissues by thiobarbituric
acid reaction. Anal. Biochem 1979; 95: 351-358.

84- Leibbrandt ME, Wolfgang GH, Metz AL, Ozobia AA, Haskins JR: Critical subcellular targets
of cisplatin and related platinum analogs in rat renal proximal tubule cells. Kidney Int 1995; 48:
761-770.

85- Mishima K, Baba A, Matsuo M, Itoh Y, Qishi R.Protective effect of cyclic AMP against
cisplatininduced nephrotoxicity. Free Radic Biol Med.2006;40:1564-1577.

86- Mohan IK, Khan M, Shobha JC, Naidu MU, Prayag A, Kuppusamy P, Kutala VK. Protection
against cisplatin-induced nephrotoxicity by Spirulina in rats.Cancer Chemother Pharmacol.
2006;58:802-808.

87- Fatima S, Arivarasu NA, Mahmood R. Vitamin Cattenuates cisplatin-induced alterations in
renal brush border membrane enzymes and phosphate transport.Hum Exp Toxicol. 2007; 26:419-
426.

88-Fujieda M, Naruse K, Hamauzu T, Miyazaki E,Hayashi Y, Enomoto R, Lee E, Ohta K,
WakiguchiH, Enzan H. Effect of selenium on Cisplatin-induced nephrotoxicity in rats. Nephron
Exp Nephrol.2006;104:112-122.

89- Taguchi T, Nazneen A, Ruhul-Abid M, Razzaque MS: Cisplatin-associated nephrotoxicity and
pathological events.Contrib Nephrol 2005; 148: 107-121.

90- Chua BHL,Gao J,Wang H.Necrostatin-1 is a novel protector of myocardial infarction.
Circulation, 2006;114:11-212.

91- Tristao VR, Gongalves PF, Dalboni MA et al., Nec-1 Protects against Nonapoptotic Cell
Death in Cisplatin-Induced Kidney Injury. Renal Failure, 2012, 34(3): 373-377

40



OZGECMIS

1966 yil1 Konya dogumluyum. ilkokul &grenimimi Sirnak ve Konya’da, orta ve lise
ogrenimimi ise Ankara Atatiirk Lisesin’de okudum. 1988 yilinda Ankara Gazi Universitesi
Eczacilik Fakiiltesin’den mezun oldum. 1988-1989 Yillarin’da Ankara Topraklik Dis Tedavi
Merkezi, 1989-1997 Yillarin’da SSK Diyarbakir Bolge Hastanesin’de ¢alistim. 1997 yilindan

itibaren serbest eczacilik yapmaktayim.

41



