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OZET

Sisplatin (CDDP) nefrotoksisitesi bobrekte oksidatif strese neden olur ve
CDDP’nin klinik kullanimini kisitlar. Sesamol (5-hidroksi-1,3-benzodioksol veya
3,4- metilendioksifenol) susam yagnin suda ¢oziinen ve antioksidan 6zellikleri olan
en 6nemli bilesiklerinden biridir. Bu ¢alismada; CDDP’nin neden oldugu nefrotoksite
ve lipid peroksidasyonuna Sesamol’lin etkisi deneysel olarak arastirildi.

Bu calismada 4 gruba (n=7) ayrilarak toplam 28 adet erkek Wistar rat
kullanild1. (1) Kontrol grubu, (i1) sesamol (8 mg/kg/giin) grubu, (ii1) sisplatin (7 mg/kg
1.p, tek doz), (iv) sisplatin grubu (7 mg/kg i.p, tek doz) + sesamol (8 mg/kg/giin)
grubu. Sisplatin uygulanan grupta kontrol grubuna gore iire (P<0.05) ve kreatin
(p<0.05) degerleri belirgin olarak yiiksek bulundu. Sisplatin + sesamol grubunda {ire
ve kreatin diizeyleri sisplatin grubuna gore anlamli bir sekilde diisiik bulundu
(p<0.05). Sisplatin verilen ratlarda doku malondialdehid (MDA) diizeylerinde
belirgin artig gozlendi (p<0.05). Sesamol MDA’ y1 anlamli olarak diisiirdii (p<0.05).
Calismada sisplatin uygulanan grupta kontrol grubuna gére NF-xB diizeyleri artig
gosterdi (p<0.001). Sisplatin + sesamol grubunda sisplatin uygulanan gruba gore NF-
kB diizeyleri anlaml 6lgiide azaldi (p<0.001). Sisplatin uygulanan grupta kontrol
grubuna gore Nrf2 diizeylerinde azalma izlendi (p<0.001). Sisplatin + sesamol
grubunda sisplatin uygulanan gruba gore Nrf2 diizeyleri anlamh dl¢iide artis gosterdi
(p<0.01). Sisplatin uygulanan grupta kontrol grubuna gére HO-1 diizeylerinde azalma
izlendi (p<0.001). Sisplatin + sesamol grubunda sisplatin uygulanan gruba gére HO-1
diizeyleri anlaml 6lgiide artis gosterdi (p<0.001). Sisplatin ile olusan histopatolojik
degisikliklerin sesamol ile azaldig1 gozlendi.

Elde ettigimiz veriler sisplatinin oksidatif strese ve bobrek hasarina neden
oldugunu gosterir. Sonu¢ olarak sesamol tedavisinin lipid peroksidasyonunu
azalttigini, proinflamatuvar sitokinlerin expresyonunda rolii olan NF-kB diizeyini
azaltarak ani-inflamatuvar etki gosterdigini, Nrf2 ve HO-1 diizeyini artirarak
antioksidan etki gosterdigini saptanildi.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, sesamol, NF-kB, Nrf2, HO-1
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SESAMOL ON RATS WITH
CISPLATIN INDUCED NEPHROTOXICITY

Nephrotoxicity of cisplatin (CDDP) causes oxidative stress in kidney and this
restricts its clinical usage. Sesamol (5-hydroxy-1, 3- benzodioxole or 3, 4-
methylenedioxyphenol) is one of the major component of sesame oil and soluble in
water. In this study we investigated the effects of sesamol on CDDP induced
nephrotoxicity and lipid peroxidation, experimentally.

We used 28 male Wistar rats and formed the 4 groups each including 7 rarts
(n=7); (1) the control group, (ii) the sesamol (8 mg/kg/giin) group, (ii1) the cisplatin
(7 mg/kg 1.p, single dose) and (iv) the cisplatin (7 mg/kg 1.p, single dose) + sesamol
(8 mg/kg/glin) group respectively. Urea (p<0.05) and creatinine (p<0.05) levels were
significantly higher in the cisplatin group vs the control group. In cisplatin +
sesamol group; urea and creatinine levels were significantly lower than those of the
cisplatin group (p<0.05). Tissue malondialdehyde (MDA) level increased in the
cisplatin group (p<0.05). Sesamol decreased tissue MDA level significantly
(p<0.05). NF-xB level increased in the cisplatin group vs the control group
(p<0.001). NF-«B level decreased significantly in the cisplatin + sesamol group vs
the cisplatin group (p<0.001). Nrf2 level decreased in the cisplatin group vs the
control group (p<0.001) and on the other hand Nrf2 level increased in the cisplatin +
sesamol group vs the cisplatin group (p<0.01). HO-1 level decrased in the cisplatin
group vs the control group (p<0.001) and increased in the cisplatin + sesamol group
(p<0.001). Histopathologic changes that cisplatin induced were reversed after
sesamol administration.

According to the result of this study cisplatin causes oxidative stress and renal
injury. In conclusion in this study that sesamol reduces lipid peroxidation, induces
antiinflammatory effects by reducing NF-kB level which has role on the expression
of proinflammatory cytokines and has antioxidant properties by increasing the Nrf2
and HO-1 levels was determined.

Key words: Cisplatin, sesamol, NF-xB, Nrf2, HO-1
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1. GIRIS

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II) énemli bir sitotoksik maddedir
ve insanlarda bas, boyun, akciger, testis, over, bobrek gibi birgok solid tiimorde etkili
bir antikarsinojenik olarak siklikla kullanilmaktadir. Ototoksisite, gastrotoksisite,
myelosiipresyon ve alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir (1, 2). Sisplatinin doz
siirlayict ana yan etkisi nefrotoksisitedir (3).

Sisplatin nefrotoksisitesinin etyolojisinde birden fazla faktoriin rolii s6z
konusudur. Bunlardan baslicalari; renal kan akiminda azalma, artmis renal vaskuler
rezistans, ilacin tiibiiler hiicre DNA’s1 ile etkilesimi ve bunun sonucunda gelisen
tiibiiler disfonksiyon (6zellikle proksimal tiibiillerde), tiibiiler hiicrelerdeki Na-K
ATP’az aktivitesinin inhibisyonu, mitokondriyal bozukluklar, oksidan stres,
peroksidasyona kars1 koruyucu enzim aktivitelerinde azalmalar ve renin-anjiotensin-
aldesteron sistemindeki degisikliklerdir. Nefrotoksisitenin erken donemlerinde
tiibiiler hasar 6n plandadir, buna bagh olarak Na, K, Ca ve Mg atiliminda artis
goriiliir. Bu dénemde hiponatremi, hipokalemi ve hipomagnezemi goriilebilir. Uriner
albumin atillminda arti, serum iire degerindeki artiy ve kreatinin klirensi
degerlerindeki diisme egilimi, genellikle daha sonra gelisen glomeruler fonksiyon
bozukluklarina isaret etmektedir. Yapilan calismalarda Sisplatin verilmesini takiben
ilk 3 saat icinde renal kan akiminda azalma g6zlenmistir. 48-72 saat sonra proksimal
tiibiiler disfonksiyon ve renal vaskiiler direngte artis goriiliir. 72-96 saat sonra ise
GFR’ de azalma ortaya cikar. Tedavi sonras1 1-2 hafta icinde hastalarin %25’ inde
geri donebilen azotemi gozlenmektedir (4). GFR’ deki azalma uzun vadede stabil
kalma egilimindedir ve genellikle klinik olarak progresyon gostermez. Birgok
arastirmact GFR’ deki bu akut diisiislerin tedavinin tamamlanmasindan sonraki aylar
ve vyillar i¢inde koétilesmedigini bildirmislerdir; bununla beraber uzun siireli
subklinik bozukluk siklikla mevcuttur ve yliksek dozlarda ve multipl uygulamalarla
tedavi edilen hastalarda nadir de olsa kalic1 renal yetersizlik ortaya ¢ikabilir (5).

Susam yag1 ateroskleroz ve hipertansiyon gibi hastaliklara karsi etkili ve anti
aging Ozellikleri de olan bitkisel bir yagdir (6). Sesamol (5-hidroksi-1,3-
benzodioksol veya 3,4- metilendioksifenol) susam yagmnin suda ¢oOzlinen ve
antioksidan ozellikleri olan en 6nemli bilesiklerinden biridir (7, 8). Sesamol’lin
sepsise bagh gelisen oksidatif stresi azalttigi ve organ hasarmi 6nledigi gosterilmistir

(9). Yakin zamanda sesamol’iin noroprotektif, hepatoprotektif ve anti aging



ozellikleri oldugu cesitli aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir (7, 10, 11). Diger bir
deneysel ¢alismada sesamoliin rat karaciger ve bobreginde lipit peroksidasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir (12). Deneysel diyabetik nefropati modelinde sesamoliin
renoinflamatuar kaskad1 azalttig1 gosterilmistir (13).

Niikleer faktor eritroid 2-Related Faktor 2 (Nrf2) hiicresel stres cevabinda
anahtar rol oynayan transkripsiyon faktorlerinden biridir. Nrf2’nin sisplatin
sitotoksisitesinde ve bu ilaca karsi olan diren¢ durumunda potansiyel role sahip
oldugu ileri siirtilmektedir (14, 15).

Transkripsiyon faktor niikleer faktor kappa B (NF-kB) apopitozis ve
inflamasyon gibi patolojik olaylarda genlerin regiilasyonu ile ilgili olan dimerik
transkripsiyon faktdriidiir (16, 17). Insan ve deneysel bobrek hastaliklarinda NF-
kB’deki niikleer translokasyon artis1 gosterilmistir (18, 19). NF-kB’nin kronik
nefropatideki rolii lizerine bir¢ok calisma yapilmistir (20).

Antioksidan etkili hem oksijenaz (HO) enzim sisteminin oksidatif strese kars1
endotelyumu koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir (21). HO’nun izoformu olan
HO-1"1n oksidatif strese bagl olarak ciddi sekilde indiiklenmesi bu enzimin oksidatif
hasara kars1 hiicreyi korudugu gercegini ortaya koymaktadir (22).

Bu c¢alismada antioksidan ve antiinflamatuar etkileri oldugu bilinen
sesamoliin  sisplatin  nefrotoksisitesi olusturulan ratlarda koryucu etkileri
incelenmistir.

1.1.Sisplatin

Sisplatin ilk defa 1847°de tanimland1 ve Peyron kloridi olarak biliniyordu.
1960’larda Rosenberg bakteri boliinmesini inhibe ettigini kesfettikten sonra sisplatin
potansiyel kemoterapi ajani olarak kabul gordii. Sisplatin 1971 yilinda faz 1 klinik
calismalarina girdi ve 1978 yilinda over ve testikiiler kanserlerin tedavisi i¢in
onaylandi. Sisplatin genellikle akciger, bas, boyun, over, mesane, testikiiler kanserler
gibi epitelyal malignansilerin tedavisinde kullanilir (23). Sisplatin (cis-
diamminedichloroplatinum(ll) =CDDP) platin kompleksi igeren, genis spektrumlu ve
doneme 0zgili olmayan platin tlirevi organik bir kemoterapotik ajandir (Sekil 1).
Santraldeki platin atomunun cis pozisyonunda klor ve amonyum molekiili
bulunmaktadir (24, 25). Sisplatin piirinlerin N7 pozisyonu ile kolayca reaksiyona
girer. Terapotik etkisini de DNA c¢ift zincirler arasinda ve zincir i¢inde ¢apraz baglar

yaparak gosterir. Sisplatin-DNA etkilesimi ile d(GpG)Pt, d(ApG)Pt ve d(GpNpG)pt
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zincir i¢1 baglantilar olusur (26). Bu etki hiicresel toksisite i¢in olduk¢a dnemlidir.
Sisplatinin gastrointestinal sistem, hematopoetik sistem ve periferik sinir sistemi
iizerine yan etkileri vardir. Fakat doz sinirlayici baslica yan etkileri ototoksisite ve
nefrotoksisitedir (25).

NH;3
|
cl — Pt — I
|
NH;

Sekil 1. Sisplatinin molekiiler yapisi. CI; klor, NH3; amonyum

1.1.1.Sisplatinin Farmakokinetik Yapisi

Sisplatin gastrointestinal sistemden emilmedigi i¢in sadece intravendz olarak
kullanilabilmektedir.Plazma proteinlerine yaklasik %90 oraninda baglanabilmektedir
ve kullanimindan 4 ay sonra bile bobrek dokusunda platine rastlandig: bildirilmistir
(27). Sisplatinin yar1 dmrii 43 dakikadir, yaklasik %41 ilk 24 saat igerisinde elimine
edilir (renal klerensi %90°dir) (28).

Sisplatin sabit olmayan bir bilesik olup klorid iyonu icermeyen soliisyonlarla
dilue edildiginde daha toksik olabilmektedir. Bu nedenle kloriir konsantrasyonu
yiiksek olan serum fizyolojik ile diliie edilmelidir. Klorid konsantrasyonunun rélatif
olarak yiliksek oldugu bir ortamda (6r: izotonik serum/plazma) sisplatin dogal
yapisint  korur ve hiicre membranint gegebilir. Hiicre igerisinde klorid
konsantrasyonu daha diisiiktiir ve klorid gruplar1 hidroksil gruplar1 ile ya da su ile yer
degistirir. Bu durumda DNA ile reaksiyona giren daha reaktif pozitif yiiklii iirlinlerin
olugsmasima neden olur (29-33).

Sisplatinin yaklasik % 90’1 idrarla, %10’u safra yolu ile atilmaktadir. Ilacin
biiylik bir kismi ilk birka¢ saat iginde idrar yoluyla atilmakla birlikte giinler/
haftalarca idrarda tespit edilebilmektedir (29, 31).

1.1.2. Sisplatinin Yan Etkileri ve Nefrotoksisite

Nefrotoksisite sisplatinin en 6nemli doz smirlayici yan etkisidir (3, 34, 35).
Bobrek tutulumunun erken sathalarinda histolojik olarak 6zellikle distal ve toplayict
tiibiilleri etkileyen, tiibiillerde dilatasyon ve tortu olusumu ile giden fokal akut
tiibiiler nekroz olusur. Proksimal tiibiillerde ise Ozellikle S3 segmentinde doza

bagimli nefrotoksisite goriiliir (36). Tek doz sisplatin sonrasi akut bobrek yetmezligi



gozlenmistir (37). Dogal ilag (%30) ve metabolitleri iiriner yolla atilir. Sisplatin
uygulamasindan sonra erken donemde tiibiiler disfonksiyon gelistigi gdsterilmistir.
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 bozulmasma bagli nonoligiiriktir (38). Bir calismada 4 saatin iizerinde ve
20 mg/m2 dozunda sisplatin alan hastalarda baslangigta filtrasyon fraksiyonu artmus,
sonradan renal vaskiiler diren¢ artisma bagli GFR’nda azalma saptanmistir (39).
Sisplatin tedavisinin oniki aydan uzun siireli kullaniminin kalic1 bobrek hasarma yol
acabilecegini bildiren calismalar rapor edilmistir (37). 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/I'nin altina diistiigi ciddi hipomagnezemi gelisir. Hastalarin
yartya yakminda sisplatin tedavisi kesildikten sonra 20 aya kadar uzayan
hipomagnezemi izlenmistir (40). Nefrotoksisitenin doz ile iliskisini arastiran
calismalarda Img/kg’dan az sisplatin kullanildiginda nefrotoksisitenin en az oranda
goriildigli bildirilmistir. Sisplatin alan hastalarda tedavinin 8-12 saat Oncesinden
tedavi bitiminden 6 saat sonraya kadar serum fizyolojik ile hidrasyon (150-200
ml/saat) yapildiginda nefrotoksisite oranin belirgin olarak azaldig: gosterilmistir (41).
Ayrica sisplatin toksisitesini azaltmak i¢in hipertonik salin inflizyonu, mannitol ve
furasemid ile diiirez yapilabilir (42).

Sisplatinin nefrotoksik etkisinden metaboliti sorumludur. Sisplatinin ¢
boyutlu molekiiler yapis1 toksik potansiyelini belirler. Cis ve trans dikloridamin
platinin, her ikisinin de renal platin konsantrasyon miktarlar1 birbirine yakin
olmasina ragmen trans izomeri nefrotoksisiteye yol agmaz. Sadece cis izomeri
sitotoksiktir. Nefrotoksik etki olusumunda bu molekiillerin geometrik yapisi, platin
atomunun varligindan daha kritik bir rol oynamaktadir (43, 44). Sisplatin, 6zellikle,
hiicre i¢1 sivi gibi, kloriir icerigi diisiik ortamlarda nefrotoksik etki kazanir.
Nefrotoksisitenin, diisiik kloriir igeren ortamda “cis” pozisyonundaki kloriir
molekiiliiniin su ile yer degistirmesi ve bunu takiben sitokrom P450 enzimlerinin
etkisiyle, DNA {izerindeki niikleofilik bolgelere baglanarak hasara yol acan, ¢ok
reaktif  hidroksil radikallerinin aci8a c¢ikmasi sonucunda  gerceklestigi

disiiniilmektedir (45, 46).



Sisplatin toksisitesinden sorumlu birden fazla mekanizmanm oldugu
disiiniilmektedir. Hiicre igerisine diflizyon yoluyla giren Sisplatin, antitlimoral ve
hatta nefrotoksik etkisini, hiicre i¢inde reaktif platin tiirlerine hidrolize olarak gdsterir
(47). Sisplatin DNA ile etkileserek, zincir i¢i ve zincirler arasi c¢apraz baglar
olusturur. Bu baglarin ortaya ¢ikis1 ise DNA transkripsiyon ve replikasyonunu inhibe
eder. Sisplatinin modifiye ettigi DNA, yeterince yenilenemediginden, ortaya ¢ikan
DNA hasar1 apoptozisi baglatir. Bu hasar onarillamayacak boyutta ise, hiicre
tarafindan tolere edilemez ve hiicrenin 6liimiine neden olur (48). Bunun yani sira
bircok calismada, sisplatin nefrotoksisitesinin patofizyolojisinde oksidatif stresin
onemli rol oynadig1 goriilmiistiir. Sisplatinden kaynaklanan nefrotoksisite, bobrek
dokusunda ortaya cikan lipid peroksidasyon artistyla iliskilidir (49-53). Sisplatin,
gerek siiperoksit iyonlar1 gerekse hidroksil radikalleri gibi aktif oksijen tiirlerini
iiretebilir, normal dokudaki antioksidan enzimleri inhibe edebilir (54-57).

1.1.3. Patogenez

1.1.3.1. Hiicresel toksisite

Sisplatin  hiicrede en fazla sitozolde, mitokondride, niikleusta ve
mikrozomlarda bulunur (58). Hiicresel hasar i¢in sisplatinin proksimal tiibiil
hiicresinde nefrotoksik bir molekiile doniismesi gerekmektedir. Sisplatin glutatyona
konjuge edilir ve daha sonra y- glutamil transpeptidaz ile metabolize olur. Daha
sonra ise sistein S-konjugat B-lyase bagimli yolak ile potent bir nefrotoksin olan
reaktif tiyole cevrilir. Her iki enzimin inhibisyonu sisplatinin hiicreye gecisini
etkilemez iken nefrotoksisiteyi azaltir (59). Sisplatin ayrica hidrolitik reaksiyonlar
sonucunda monohidrat kompleksleri olusturur. Olusan monohidrat kompleksleri
hiicreye sisplatinden daha toksik etki yapar ancak toksisite bobrege spesifik degildir.
Diisiik intraseliiler klor konsantrasyonu bu formlarin olusumunu kolaylastirir.
Sisplatin nefrotoksisitesinde de kullanilan hipertonik tuz solusyonlar1 monohidrat
komplekslerin olusumunu azaltarak toksisiteyi azaltiyor olabilir (60).

1.1.3.2. Proinflamatuar etkiler

Yapilan son caligmalar sisplatine bagli bobrek hasarinda inflamasyonun
onemli bir rolii oldugunu gostermislerdir. Sisplatin, TNF-a’nin renal ekspresyonunu
artticrr. ‘Transcribing growth factor-f’ (TGF-B), ‘monocyte chemoattractant protein-
1’ (MCP-1), ‘intercelluler adhesion molecule’ (ICAM), hemoksijenaz-1, Timor
nekroz faktor reseptorii -1 (TNFR1) ve Tiimor nekroz faktor reseptorii -2 (TNFR2)
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gibi sitokinler de bobreklerde artmis olarak bulunurlar. TNF-a renal hasarda da
merkezi bir rol oynar; apoptozu indiikler, Reaktif oksijen tiirevleri (ROT) iiretimine
katkida bulunur, bobrekte bir¢ok kemokin ve sitokinin aktivasyonunu koordine eder.
Calismalar TNF-a inhibitorlerinin sisplatine bagli renal disfonksiyonu %50 oraninda
diizelttigi ve yapisal hasar1 azalttigin1 gostermistir (4). TNF-a bulunmayan farelerin
sisplatin nefrotoksisitesinden biiyiik oranda korundugu gozlenmistir (61).

1.1.3.3. Proksimal tiibiildeki etkiler

Sisplatinden proksimal tiibiil hiicreleri selektif olarak etkilenirler. Bu hem
nekroz hem de apoptozis ile gosterildigi gibi, prolifere olmayan hiicreler DNA’ya
hasar veren ajanlarin toksisitesine genellikle daha az duyarhdirlar (62). Yiiksek doz
sisplatin konsantrasyonunun proksimal tiibiil hiicrelerinde nekroza yol agarken daha
diisiik konsantrasyonlarin kaspaz 9 bagimli yolak ile apoptoza yol actiklari
gosterilmistir (63).

1.1.4. Sisplatin Nefrotoksisitesinin Klinik Yansimasi

Sisplatin nefrotoksisitesinde goriilen proksimal tiibiiler disfonksiyon renal
hemodinamide degisimlere neden olur. Sisplatin uygulamasindan 48-72 saat sonra
proksimal ve distal tiibiiler reabsorpsiyonda bozulma ve vaskiiler direngte artis
goriiliir (64). Sisplatin uygulamasi tiibiiler reabsorpsiyonda bozulma ve idrar
konsantrasyonunda azalmaya neden olur. Proksimal tiibiilde sodyum reabsorpsiyonu,
distal tiibiilde de su ve sodyum reabsorpsiyonu artigi ile su ve sodyum atilimi
artmustir. Poliiir1 genellikle sisplatin uygulamasi ile birlikte goriiliir ve iki farkl fazda
goriiliir. Birinci faz ilacin uygulanmasmdan 24-48 saat sonra gerceklesir. Idrar
ozmolalitesi azalr ancak GFR’de degisiklik goriilmez. Bu fazin prostoglandin
araciligi ile oldugu diisiiniilmektedir; vazopressin ve aspirin ile engellenebilir. Erken
fazda poliiiri kendiliginden diizelir. Ikinci faz ise ila¢g uygulamasindan 72-96 saat
sonra gerceklesir ve GFR’de azalma ile karakterizedir. Bu fazda mediiller tonisitede
azalma, proksimal tiibiill ve henle kulpunun c¢ikan kolunda NaCl transportunda
bozulma goriiliir. Bu faz herhangi bir ilagla engellenemez. Bir¢ok hasta idrarla
sodyum, potasyum, magnezyum ve kalsiyum kaybeder ve bazilarinda ortostatik
hipotansiyon goriiliir (4).

Sisplatin ve bleomisinin birlikte kullanildiginda hemolitik iiremik sendrom
veya trombotik trombositopenik purpura Ozelliklerine benzer bir trombotik

mikroanjiyopati gelisebilir (65). Boyle bir durumda gelisen bobrek yetmezligi



tablosu ani ve dikkat cekici olabilecegi gibi, sessiz ve az belirtili de olabilir.
Mikroanjiyopatik hemolitik anemi ve trombositopeni birlikteliginde trombotik
mikroanjiyopati olasiligini akla getirmek gerekir.

Sisplatinin myelosiipresif etkilerinin bir sonucu olarak anemi olusur. Insan ve
hayvan ¢alismalarinda, olusan renal hasarin eritropoetin eksikligine yol agtigi ve bu
sekilde aneminin derinlesmesine yol actig1 bildirilmektedir (66).

1.2. Oksidatif Sistem

Oksijen dogada dioksijen olarak bulunan kararsiz bir elementtir. Bu kararsiz
yapisint giderebilmek i¢in bagka bir oksijen atomunun dis yoriingesindeki iki
elektronu ortaklasa kullanarak “Oksijen Radikalleri’ni olusturur (67).

Serbest oksijen radikalleri yapisal ozellikleri nedeni ile lipid, protein ve
niikleik asit gibi hiicre bilesenlerini okside etme kapasitesine sahiptir. Ozellikle hiicre
membraninda bulunan doymamis yag asitleri oksidasyona duyarlidir ve bunlarin
oksidasyonu lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarinin bagslamasina neden olur. Bir
reaksiyon zincirinin baglamasi, diger reaksiyon =zincirlerinin baslamasma ve
siddetlenmesine neden olur ve bunun sonucunda yaygin peroksidasyon, membran
lipid tabakasinin yapisal biitiinliiglinde bozulma, membran geg¢irgenliginde artis, iyon
transportunda bozulma ve son olarak lizis ortaya ¢ikar. Hiicre 6liimiine kadar giden
bir siire¢ bu sekilde sonuglanir. ROT bilesiklerinin neden oldugu oksidan stresin
kanser, diyabet, ateroskleroz, ilaclara bagli nefrotoksisite gibi bir¢ok olaymn
patogenezinde ve komplikasyonlarin gelismesinde ©onemli rol oynadigi kabul
edilmektedir (68). Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden
olusan radikallerdir. Oksijenin dis yoriingesine, bir veya daha fazla eslesmemis
elektron eklenmesiyle, bu molekiil giiclii bir toksine yani bir serbest oksijen
radikaline doniisiir. Bu bilesikler de son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron
icerdikleri i¢in kolayca diger molekiillerle reaksiyona girerek onlar1 tahrip edebilen
bilesikler olustururlar ve organizmada ¢ok etkili bir hasar olusturur. Olusan bu toksik
driinler ¢esitli mekanizmalar ile ortadan kaldirilmaya calisilir. Bu ydntemler
koruyucu, tamir edici, fiziksel ve antioksidan defans mekanizmalaridir (69).

1.2.1. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikallerin etkisiyle ortaya ¢ikan bozukluklarin basinda cesitli
zarlardaki lipid peroksidasyonu (LPO) gelmektedir. LPO, serbest radikaller



tarafindan baglatilan ve zarlarin yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna
neden olan kimyasal bir olay olarak tanimlanmaktadir (70).

Lipid peroksidasyonun en énemli iiriinii malondialdehid (MDA)’dir. Ug ya da
daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit meydana
gelir. Olusan malondialdehid, hiicre membranlarindan iyon alig-verisine etki ederek
membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar, iyon gegirgenliginin ve
enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonucglara neden olur. MDA bu 6zelligi
nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolay1
mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (69-71).

1.2.2. Biyolojik Sistemlerde Lipid Peroksidasyonun Sonuclar

Lipit peroksitleri hiicre zarlarmin 6nemli bir komponentidir ve Fe, Cu gibi
gecis metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini verirler. Bu nedenle Fe
veya Cu tuzlar1 lipit peroksidasyonunun hizini arttirirlar. Sonugta hiicre zarmnin
akiskanligini ve permabilitesini azaltarak zar biitiinliigliniin bozulmasina yol agarlar.
Lizozomal membranlarin tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraselliiler
sindirime neden olur. Biriken hidroperoksitler direkt olarak toksik etki gostermenin
yanisira duyarli aminoasit kalmtilarini1 (methionin, histin, sistein, lizin) okside eder
veya zincir polimerizasyon reaksiyonlariyla enzimleri inaktive edebilirler (72-74).

Yag asidi hidroperoksitlerinin baska bir toksik etkisi de arasidonik asit
metabolizmasinda gozlenmektedir. Yiiksek lipid peroksid seviyeleri prostasiklin
sentezini glicli bir sekilde inhibe edeceginden arasidonik asit metabolizmasi
tromboksan sentezine dogru yeniden diizenlenecek, nihayetinde notrofil
stimiilasyonu, siiperoksit anyon iiretimi ve trombosit agregasyonu tekrar modiile
olacaktir (75).

1.2.3. Serbest Oksijen Radikalleri ve Bobrek

Son yillarda yapilan hayvan c¢alismalarinda serbest oksijen radikallerinin
akut-kronik ve/veya immiin ve immiin olmayan bobrek hastalarinda patofizyolojik
onemi saptanmistir. Tablo 1°de patogenezde serbest oksijen radikallerinin rolii

gosterilmis bobrek hastaliklar1 yer almaktadir (76).



Tablo 1. Patogenezinde serbest oksijen radikallerinin rolii oldugu diisiiniilen bobrek

hastaliklar1

Glomeriiler hastalik

* Minimal degisim hastalig1

* Membrandz glomeriilopati

» Notrofil bagimli hasar, antiglomeriiler bazal membran nefriti
Akut bobrek yetmezligi

* Postiskemik

» Toksik: Sisplatin, gentamisin, vankomisin, amikasin
 Kontrast nefropati, miyoglobiniiri’/hemoglobiniiri, radyasyon
Obstruktif nefropati

Pyelonefrit

ilerleyici bobrek yetmezligi

Onceki calismalarda bobrek dokusu veya idrarda artmms oksidan hasar
iirlinlerinin saptanmasi ve/veya serbest oksijen radikalleri inhibitorleri verilmesi ile
koruyuculugun deneysel olarak gosterilmesi ile serbest oksijen radikallerinin
nefropati patogenezinde rolii oldugu gosterilmistir. Cesitli iskemi ve inflamasyon
modellerinde reaktif oksijen partikiillerinin glomeriiler hasara neden oldugu
bilinmektedir (76).

1.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasar1
sinirlandirmak  i¢in  viicutta  birgok  savunma  mekanizmast  gelismistir.
Bunlar,“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca ‘“antioksidanlar” olarak
bilinirler. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya
reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu baskilarlar (77, 78).

1.3.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidan maddeler endojen, eksojen ve gida kaynakli antioksidanlar olarak
3 grupta toplanrrlar (79). Tablo.2’de antioksidan maddelerin smiflamasi

gosterilmistir.



Tablo 2. Antioksidan Maddelerin Siniflandirilmasi

[-Endojen antioksidanlar
1-Enzim olanlar
a-Mitokontrial sitokrom oksidaz sistemi
b-Siiperoksid dismutaz
c-Katalaz
d-Glutatyon peroksidaz, Glutatyon —S-transferaz
e-Hidroperoksidaz
2-Enzim olmayanlar
a-Lipid fazda bulunanlar
i - a-tokoferol (E vitamini)
ii - B- karoten
b-Siv1 fazda bulunanlar: Askorbik asit, melatonin, {irat, sistein, seruloplazmin,
transferin, laktoferin, myoglobin, hemoglobin, ferritin, metionin, albumin,
bilirubin, glutatyon
II- Eksojen Antioksidanlar (ilaglar)
1- Ksantinoksidaz Inhibitérleri: Tungsten, allopurinol, oksipurinol, folik asit
2- NADPH Oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestetikler
3- Rekombinant Siiperoksid Dismutaz
4- Endojen antioksidan aktiviteyi arttiran maddeler: Ebselen, asetilsistein
5- Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol, albumin
6- Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri: Desferroksamin, seruloplazmin
7- Sitokinler: Tiimér nekroz factor (TNF), IL-1
8- Demir selatorleri
III- Gida antioksidanlar1
1- Butylated Hydroxytoluen(BHT)
2- Butylated Hydroxyanisone (BHA)
3- Sodyum Benzoat
4- Fe-Siiperoksid Dismutaz

1.3.2. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalan

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:
1) Reaktif oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile cevirme toplayict etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve
kii¢iik molekiiller bu tip etki gosterirler.
2) Reaktif oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastirici etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu

tarz bir etkiye sahiptirler.
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3) Reaktif oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kiricr etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir
kiric1 etki gosterirler.
4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir (80).

1.3.3. Endojen Antioksidanlar

1.3.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

1. Siiperoksid Dismutaz (SOD): Siiperoksit dismutaz, ¢ok etkili bir hiicre i¢1
enzimatik antioksidandir. Bu enzim siiperoksit radikallerinin daha az toksik etkili

hidrojen peroksite doniismesini katalize etmektedir (81).

SOD
02+02+2H —3202+02

Stiperoksid dismutaz enziminin fizyolojik islevi, oksijeni katabolize eden
hiicreleri siiperoksit serbest radikalinin zararl etkilerine kars1 korumaktir. Boylece,
lipit peroksidasyonunu baskilar (82). SOD aktivitesi, yliksek oksijen kullanimi olan
dokularda fazladir ve doku PO2 artis1 ile artar. Normal metabolizma sirasinda
hiicreler tarafindan yiiksek oranda siliperoksit iiretimi olmasina ragmen, hiicre ici
stiperoksit diizeyleri diisiik tutulur. SOD'nin hiicre dis1 aktivitesi ise ¢cok
dusiiktiir (83).

2. Katalaz (KAT): Katalaz, tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda
bulunan dort tane hem grubu iceren bir hemoproteindir. Daha ¢ok peroksizomlarda
lokalizedir. KAT’m indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ile metil, etil
hidroperoksitleri gibi kiiciik molekiillere karsidir. Biiyilkk molekiillii lipid
hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar, karaciger ve
bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir (84, 85).

3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): GSH-Px tetramerik yapili, dort
selenyum atomu igeren, sitozolik bir enzim olup hidrojen peroksidlerin
indirgenmesini saglar (86). Rediikte hidroperoksid etkisiyle olusan {iriinler glutatyon
rediiktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar glutatyona doniisiir. Fosfolipid
hidroperoksid glutatyon peroksidaz monomerik, selenyum atomu ihtiva eden
sitozolik bir enzim olup membran fosfolipid hidroperoksidlerini, alkollere
indirgemektedir. Membrana bagli en Onemli antioksidan olan vitamin E

yetersizliginde, membranin peroksidasyona karsi korunmasini saglar (87, 88).
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Glutatyon Peroksidaz aktivitesi yaslilarin 16kositlerinde diisiik, eritrositlerinde
yiiksek, esansiyel hipertansiyonlu hastalarin lokositlerinde diisiik bulunmustur.
Ayrica, eritrositlerde GSH-Px aktivitesi prematiirelerde diisiikk, Down sendromunda
yiiksek bulunmustur (89, 90).

4. Glutatyon S-Transferaz (GST): “Selenyuma baglh olmayan GSH-Px”
olarak adlandirilir. Membran LPO’nu yalnizca fosfolipaz A2’nin varliginda inhibe
eder. Oncelikle arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak {izere lipid
peroksitlerine kars1 Se bagimsiz GSH peroksidaz gibi aktivite gostererek antioksidan
etki gosterir (91) .

5. Glutatyon Rediiktaz (GSSG-R) : Hidroperoksitlerin rediikte olmasi
esnasinda meydana gelen okside glutatyon (GSSG), GSSG-R’mn katalizledigi
reaksiyonla tekrar rediikte hale (GSH) doniisiir. Reaksiyonun gerceklesmesi icin

NADPH a ihtiya¢ vardir (92).

GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADP"

6. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz: Solunum zincirinin son enzimi olan

sitokrom oksidaz siiperoksidi detoksifiye eder.

402" +4H +4e¢ — 2H20

Fizyolojik kosullarda siirekli cereyan eden bu reaksiyonla yakit maddelerinin
oksidasyonu tamamlanir ve enerji liretimi saglanir (93).

1.3.3.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

1- C vitamini: Askorbik asit, suda ¢oziinme 6zelligi gosteren bir vitamin
olmasma karsm lipit peroksidasyonunu baglatan radikallerin etkilerini yok ederek,
lipitleri oksidasyona kars1 korur. Antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive
olmasint engeller. E vitaminin rejenerasyonunda gorev alarak tokoferoksil
radikalinin a-tokoferole indirgenmesini saglar ve boylece E vitamini ile birlikte LDL
oksidasyonunu etkili bir sekilde engeller. Askorbik asit fagositoz i¢in de gereklidir.
Bu vitaminin kemotaktik cevabi artirdig1 saptanmistir (94).

Plazma lipitleri ile yapilan incelemeler, peroksil radikali olusmasini tesvik

eden maddelerin yaptig1 lipid peroksidasyonunu baskilayan en O6nemli plazma
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komponentinin askorbik asit oldugunu goéstermistir. Boylece biyomembranlar1 ve
DNA’y1 peroksidatif zedelenmeden koruyabilir (95).

2- E Vitamini (a-tokoferol ): E vitamini dokularda en 6nemli zincir kirici
antioksidandir ve lipid peroksidasyonuna kars1 ilk siradaki korunma mekanizmasidir.
Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest radikallere kars1 birbirlerini tamamlayict
etki gosterirler. Enzim, olusmus olan peroksitleri ortadan kaldirirken E vitamini
peroksitlerin sentezini engeller (92, 96). Selliller ve subselliiler membran
fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonuna karsi ilk
savunma hattin1 olusturdugu ve bu nedenle bu bolgelerde yogunlastigi
disiiniilmektedir (96).

Tokoferoliin antioksidan etkisi yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda fazla
oldugundan oksijen konsantrasyonunun yiiksek oldugu sistemler olan eritrosit ve
solunum sistemi membranlarinda belirgindir (97).

3- B —Karoten: A vitamininin 6nciil molekiilii olan B-karoten yagda ¢oziinen
bir antioksidan olarak serbest radikalleri biyolojik hedeflerle reaksiyona girmeden
direkt olarak onlar1 yakalayabilir. Ayn1 zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak
etki ederek de peroksit radikallerin olusumunu engeller (98).

4- Bilirubin: Hem proteinlerinin yikim iiriinii olan bilirubin ayn1 zamanda
cok efektif bir lipid antioksidandir. Bilirubin mikromolar konsantrasyonlarda dahi
peroksil radikalini yakalayip zincir kiran antioksidan olarak davranir (99, 100).

1.3.3.3. Diger Nonenzimatik Endojen Antioksidanlar

Transferrin, seruloplazmin, {irik asit, albumin, sistin, ferritin, kreatinin,
ostrojenler ve laktoferrin gibi molekiillerde serbest radikallere karsi koruyucu rol
oynarlar.

1.3.4. Eksojen Antioksidanlar

1.3.4.1.Besinlerdeki dogal antioksidanlar: Vitamin C, A, E ve p —Karoten

1.3.4. 2. Besinlere eklenen antioksidanlar

1.4. Sesamol

1.4.1. Susam Yag

Susam (sesamum indicume L.), diinyada yagi elde edilmek i¢in en ¢ok
kullanilan tohumlardandir (101). Yag ve protein icerigi yiikksek oldugu igin
yiizyillardir 6zellikle Asya ve Afrika’da kullanilmaktadir (102). Ayn1 zamanda saglik
icin faydali olduguna inanilir (103).
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Susam yagmin igerigi;

1. Doymus yag asitleri: palmitik asit

2. Doymamis yag asitleri: linoleik asit, oleik asit.

3. 7-tokoferol: a-tolkoferoliin 1/10’u oraninda antioksidatif aktiviteye

sahiptir.

4. Lignanlar: Sesamolin, sesamol, sesamolinol, sesaminol, pinoresinol,

sesamin (104).

Susam yag1 bilesenleri Ostrejenik aktivite, anti-inflamatuvar etki gosterme,
kan lipid ve arasidonik asit diizeylerini diislirme, antioksidatif aktiviteyi ve v-
tocopherol biyoyararlanimini artrma gibi ¢ok sayida fizyololjik 0Ozellik
gostermektedir (105-109). Susam yag1 sesamin, sesamolin, sesamol ve y-tocopherol
gibi lignan ad1 verilen bilesikler sayesinde oksidasyona dayaniklidir (110). Insanlar
tarafindan yillardir tiiketilen susam yagma antioksidan Ozellikleri nedeniyle ilgi
giderek artmaktadir (111). Susam yag1 ¢cok miktarda sesamin, sesamolin, sesaminol
gibi lignan icermektedir. Sesamin ve sesamolin ve sonradan bulunan sesaminol
susam yag1 igerigindeki en 6nemli lignanlardir (112, 113).

1.4.2. Sesamol

Sesamol (5-hidroksi-1, 3-benzodioksol veya 3, 4- metilendioksifenol) susam
yaginin suda ¢oziinen ve antioksidan 6zellikleri olan en 6nemli bilesiklerinden biridir
(7, 8). Sesamol sesamolinin hidroksilasyonuyla olusur. Ham susam yagmin sesamol
icerigi azdir (114).

Sesamol molekiiler yapisinda bir fenolik ve bir benzodioksol grubu igerir.
Molekiillerin fenolik gruplar1 ¢ogu dogal {irliniin antioksidan aktivitelerinden
sorumludur (115-118). Diger taraftan benzodioksol deriveleri dogada yaygin olarak
bulunurlar ve antitiimdr, antioksidan ve diger bir¢cok biyolojik aktivitelere sahiptirler
(119-122). Bu aktivitelerin ¢esitli enzimlerin reaktif oksijen tiirlerini temizlemesine
bagl oldugu diisiiniiliir. Sesamol glial astrositlerdeki Nitrik Oksit (NO) ve hidrojen
peroksit liretimini artirir ve monoamin oksidaz aktivitesini azaltir (119).

Yapilan bir ¢alismada sesamoliin oral biyoyararlanimi %35.5 £+ 8.5 olarak
saptanmistir. Sesamoliin kan beyin bariyerini gectigi ve hepatobiliyer atilima
ugradigi tespit edilmistir. Sesamol bagli metabolitler en fazla karaciger ve bobrekler;

en az beyine olmak tizere bircok dokuya dagilirlar. Sesamol ilk 6nce karacigere gelir
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daha sonra akciger, bobrek ve beyin gibi diger dokulara dagilir. Sesamoliin akciger

ve bobrege dagilim gosteren ana metabolitleri glukronid ve siilfattir (123).

0O OH
<V
@)

Sekil 2. Sesamoliin yapis1

Sesamoliin gii¢lii bir antioksidan oldugu ve noroprotektif, hepatoprotektif,
anti-inflamatuvar, kemopreventif ve yaslanmayr Onleyici etkileri oldugu
gosterilmistir (124-126). Antioksidan 6zelliklerinden dolay1 serebral iskemiye karsi
onleyici etkileri vardir (127). Yaki zamanda sesamoliin kanser hiicrelerinde ve kalp
hiicrelerinde biliylimeyi Onledigi ve apoptozisi artirdigi gosterilmistir (128). Ayni
zamanda sesamoliin plazminojen aktivatoriiniin gen regiilasyonunu saglayarak ve
endotelyal hiicrelerde NO salinimini artwrarak vaskiiler fibrinolitik kapasiteyi
diizenledigi gosterilmistir. Sesamoliin insan umblikal ven hiicrelerinde nitrikoksit
salinimin1 artirdig bildirilmistir (129, 130).

Sesamol hidroksil ve lipid peroksil radikallerini temizler ve radyasyona bagh
olusan deoksiriboz yikilimini azaltir (131). Ayn1 zamanda y-radyasyona baglh tek
sarmal DNA kiriklarinin  olusumunu azaltir (132). Sesamoliin neoplazi ve
mutagenezis olusumunda bazi basamaklari inhibe ettigi gosterilmistir (133). Bir
calismada sesamoliin lipid peroksidasyonunu, TNF-a, TGF-B ve NFk-B diizeyini
azaltarak deneysel diyabetik nefropatiye karsi koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir
(13).

Giclii bir antioksidan olan sesamoliin siganlarin  beyninde UV ve
Fe’*/askorbata bagli olusturulan lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
(132). Bir calismada sesamoliin diklofenaka bagli olusan gastrik mukozal hasar1
onledigi gosterilmistir (134). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada sesamoliin ferrik
nitrilotriasetat ile olusturulmus renal hasar1 azalttigi gosterilmistir (135). Yapilan bir
calismada sesamoliin N-asetilsisteine benzer sekilde glutatyon diizeyini artirarak ve
lipid peroksidasyonunu azaltarak parasetamole bagli karaciger hasarmi onledigi
gosterilmistir (136).

Sesamoliin siganlarda diyabetik durumu ve diyabet iligkili noropatik agriy1
oksidatif ve nitrozatif stresi ve inflamasyonu azaltarak tersine ¢evirdigi belirtilmistir
(125). Ayrica son zamanlarda yapilan g¢alismalar sesamoliin NFkb ve IkB kinaz
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aktivasyonunu azalttig1 ve fosfotidilinozitol 3 —kinaz/Akt/ endotelyal nitrik oksit
sentaz yolaklarmi aktive ettigi tespit edilmistir (137, 138).

Alzheimer ve inme gibi yasa bagli ndrodejeneratif hastaliklarin gelisimi ile
monoamino oksidaz aktivitesinin iligkisi belirlendiginde sesamol bu tip hastaliklarda
koruyucu rol oynayabilir (139-141).

1.4.3. Sesamin

Susam yag1 yaklasik % 0. 4 oraninda sesamin igermektedir (142). Sesamin
yapisinda serbest fenol grubu icermez ve in vitro testlerde ¢ok diisiik antioksdian
aktiveye sahip oldugu gosterilmistir. Ancak in vivo c¢alismalarda sesaminin
antioksidan etkisine bagli oldugu diisiiniilen belirgin fizyolojik aktivite gdsterdigi
belirtilmistir. Bu tutarsizligi agiklamak i¢in sesamindeki metabolik degisiklikler in
vivo ve in vitro olarak incelendi. In vitro calismada oral verildikten sonra karaciger
homojenatinda sesaminin serbest radikalleri ortadan kaldiran iki ayri alt tipe ayrildig:
tespit edildi. Boylece sesaminin sindirildikten sonra karacigerde gii¢lii antioksidan
aktiviteye sahip metabolitlerine ayrildig tespit edildi (143).

1.4.4. Sesamolin

Susam yaginda % 0.3 oraninda bulunur (142). Susam yaginin igerdigi ikinci
onemli lignandir in vitro testlerde belirgin antioksidan aktivite gdstermedigi tespit
edilmistir. Ancak in vivo caligmalarda lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve 8-
hidroksi-2-deoksiguanozininidrarda atilimin1 artirdig1 tespit edildi. Sonu¢ olarak
sesamin gibi sesamolin de metabolik degisiklikler sonras1 gii¢lii antioksidan aktivite
kazanmaktadir (12).

1.4.5. Sesaminol

Bu yeni bulunan lignan yapisinda sesamol igermektedir ve sesamolden ¢ok
daha gii¢lii aktioksidan aktivite gostermektedir (110). Susam tohumunda serbest
formu az bulunurken, di- ve tri-glukozid formu susam tohumu, susam unu ve yagsiz

yemekte daha fazla bulunmaktadir (144).
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Sekil 3. Susam lignanlar1 ve kimyasal yapilar1 (145)

1.5. Niikleer Faktor Eritroid 2 - Related Faktor 2 (Nrf2)

Niikleer faktor eritroid 2-Related Faktor 2 (Nrf2) hiicresel stres cevabinda
anahtar rol oynayan transkripsiyon faktorlerinden biridir. Nrf2’nin sisplatin
sitotoksisitesinde ve bu ilaca karsi olan diren¢ durumunda potansiyel role sahip
oldugu ileri siirtilmektedir (14,15).

Niikleer Faktor Eritroid 2 - Related Faktor 2 rutin olarak detoksifikasyonun
oldugu bobrek, barsaklar ve karacigerde bolca eksprese edilir. Yeni olarak, Nrf2 ve
bunun down regiilatuar effektdrlerinin intraseliiler redoks durumunun regiilasyonu ile
akciger ve karacigerin oksidativ stres ve kimyasal hasardan hiicreleri korumada kritik
olarak oOnemli regiilatorler oldugu gosterilmistir (146, 147). ROT seviyesinin
regililasyonundaki roliiniin yaninda, yeni yapilan degisik caligmalar Nrf2 yolunun
immiin ve inflamatuar prosesleri diizenledigini gostermislerdir (148).

Renal inflamasyon esnasinda bobrekte hiicre hasarmi veya 6liimii engelleyen
15d-PGJ2 (15-deoksi-prostoglandin-j2)’nin Nrf2’yi aktive ettigi gosterilmistir (149).
Bu sonu¢ renal inflamasyonda 15d-PGJ2’nin sitoprotektif roliinde Nrf2’nin
varliginin 6nemli bir faktér oldugunu ileri siirmektedir. Yine renal parankim
tiibiillerde yapilan inlamasyon ¢alismalarinda, egzersiz sonrasi antiinflamatuar 1L-10

geninin ekspresyonu ile birlikte Nrf2 aktivitesinin arttig1 gésterilmistir (150).
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1.6. Hem oksijenaz-1 (HO-1)

Hem oksijenaz-1 (HO-1) biiyiik oranda eritrositlerin pargalandigi organ olan
dalakta bulunur. Ayrica karaciger retikiiloendotelyal hiicrelerinde ve kemik iliginde
de eksprese olmaktadir (151, 152).

Bobrek dokusu oksidasyon isleminin en yogun oldugu organlardan biri
olmas1 nedeniyle oksidatif hasara kars1 da son derece duyarl bir organdir. Yapilan
calismalar oksidatif stres sirasinda HO enziminin indiiklendigini gostermistir. Hem
oksijenaz enzimi toksik olan hem proteinini pargalayarak koruyucu etki
gosterebilmektedir. Bu reaksiyon sirasinda ortaya ¢ikan biliverdin ve karbon
monoksitin hiicreler iizerinde koruyucu etkileri vardir. Bobrek dokusuna has bir
sekilde HO-1 enzimin indiikleyen kalay kloriir (SnCI2) verilerek yapilan
deneylerdehiicre hasarmmin daha az oldugu ve serum kreatinin diizeylerinin de daha
diisiik oldugu saptanmistir (153). Ayrica HO-1 tarafindan iiretilen karbon monoksit
endotel hiicrelerinde apoptozisi onlemektedir (154).

Hem, kadmium, kobalt kloriir, arsenit, prostaglandinler, kurkumin ve daha
bir¢ok elektrofilik bilesik ile olusan HO-1 cevab1 Nrf-2 proteini ile iligkilidir (155-
158). Bazal kosullarda sitoplazmik faktor keap-1, Nrf-2’nin negatif regiilator amino
grubuna baglanir. Bagh halde bulunan Nrf-2 sitoplazmada tutularak proteozomlar
tarafindan parcalanir (159). Oksidasyona duyarli tiyol (-SH) gruplar1 igeren keap-1,
oksidatif modifikasyona maruz kalinca Nrf-2 serbestleserek niikleusa gecer ve HO-1
gen promotdr bolgesinde bulunan antioksidan cevap elementine (Antioxidant
response element) baglanarak HO-1 genini indiikler. HO-1 baskilayicis1 olarak
bilinen Bach proteinleri ise Nrf-2’den farkli olarak transaktivasyon bolgesi
icermezler (160). Hem molekiili bach-1 molekiilini HO-1 promotdrden
uzaklastirarak HO-1 genini indiikler (161).

1.7. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)

Transkripsiyon faktor niikleer faktor kappa B (NF-xB) hiicre biiyiimesi,
diferansiyasyonu, apopitozisin regiilasyonu, sitokin prodiiksiyonu ve neoplastik
transformasyondan sorumlu ¢ok sayida gen ekspresyonunu kontrol etmektedir (162,
163). Transkripsiyon faktorii NF-xB, karaciger de dahil olmak iizere her yerde
eksprese edilir ve inflamasyonla iligkili genlerin transkripsiyonel regiilasyonunda ¢ok
onemli rol oynar (164). NF-«B aktivasyonu hiicredeki immiin ve inflamatuar yanitin

amplifikasyonu ve diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. NF-kB aktivasyonundaki
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artis1, inflamasyondaki sitokin ve diger kemotaktik faktorlerin salinimindaki artis
takip eder (165). Sitokinlerin biiyiik bir bolimii NF-xB yi aktive eder. Boylelikle
ROT iiretimini artirarak bir kisir dongili olusturular (166). Oksidatif stresin NF-xB
aktivasyonunu artirdig1 gosterilmistir (167-170).

Sisplatinin indiikledigi ve bobrek hasarina neden olan bir seri inflamatuar
degisiklik vardwr. Yakin zamanda yapilan calismalar sisplatinin indiikledigi renal
hasar olusumunda inflamasyonun 6énemli bir rolii oldugunu gdstermektedir. Sisplatin
zaman bagimli bir etki ile inhibitor of kB (IkB) yikimmi artirmakta ve niikleer
faktor-«B (NF-kB) baglanma aktivitesini artirmaktadir. Bu olaylar renal TNF-a
aktivitesini artirmaktadir. TNF-a renal hasar olusumunda merkezi bir role sahiptir.
Apoptozisi indiiklemekte, reaktif oksijen molekiillerinin olusumuna neden olmakta,
kemokin ve sitokinler arasindaki yollar1 koordineli bir sekilde aktive etmektedir
(171).

Insan ve deneysel bobrek hastaliklarinda NF-«xB’deki niikleer translokasyon
artist gosterilmistir (18, 19). NF-kB’nin kronik nefropatideki rolii lizerine bir¢ok
calisma yapilmistir (20). Aktive olmus NF-«B inflamasyon ile ilgili bir sira genin
ekspresyonuna neden olur. Bu genler sitokin ve adezyon molekiilleri ile iligkilidir.

Tim bu olaylar bobrek hastaliklarinin patogenezinde 6nemli bir role sahiptir (172).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden (FUDAM)
temin edilen ve agirliklar1 200-250 g arasinda degisen erkek Wistar albino cinsi ratlar
kullanild1 (n=28,10 haftalik) Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan
(FUHADEK), onay alindiktan sonra, calisma standart deneysel hayvan calismalar
etik kurallarina uygun olarak yapildi. Yemler, 6zel ¢elik kaplarda ve su da paslanmaz
celik bilyeli biberonlarda normal musluk suyu olarak verildi. Deney hayvanlar1 Elaz1g
Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelet yemle beslendi. Deney siiresince
hayvanlara yem ve su ad libidum olarak verildi. Ratlara verilen yemin bilesimi Tablo
5’de gosterilmistir.

Tablo 3. Arastirmada kullanilan diyetin bilesimi

Yem ham maddeleri %
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
E-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmasi: Deney hayvanlarma verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1, B2, B6, B12 vitaminleri ile
nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.

**Mineral karmas1: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan olusmustur.

2.2. Deneme Diizeni

Deneysel c¢alismalara baslamadan Once, cikabilecek aksakliklarin asgariye
indirilmesi amaciyla 6n c¢alisma yapildi. Deney hayvanlarmm bulunduklari
ortamsicakligr 22+2 °C ve 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde takip
edildi. Hayvanlara yem ve su ad libitum olarak verildi.

Bir defalik intraperitoneal (i.p.) CDDP enjeksiyonu ile nefrotoksisite
olusturuldu. CDDP (Sigma Chemical Co, USA), % 0.9 salin (1 ml/100 gr/kg i.p.)
icinde 7 mg/kg olacak sekilde i.p. enjeksiyon yoluyla arastirmanin 4. giiniinde tek

dozda uygulandi.
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Ratlar rastgele asagidaki sekilde gruplandirildi:

. Kontrol Grubu (n=7): CDDP uygulanmayan, 4. Giin i.p. olarak sisplatinle
esit hacimde izotonik salin solusyonu (I ml/kg/giin) uygulanan ve bazal
diyetle beslenen grup.

Sesamol Grubu (n=7): CDDP uygulanmayan, 4. Giin i.p. olarak sisplatinle
esit hacimde izotonik salin solusyonu (1 ml/kg/giin) uygulanan ve sisplatin
uygulamasindan 3 giin 6nce baslanip 10 giin siireyle Sesamol (8 mg/kg)
verilen grup

. CDDP (Sisplatin) grubu (n=7): CDDP (CDDP; Sigma Chemical Co, USA),
% 0.9 salin (1 ml/100 gr/kg i.p.) i¢inde (7 mg/kg) uygulanan ratlar

Sesamol + CDDP grubu (n=7): CDDP uygulanan ve Sisplatin
uygulamasindan 3 giin 6nce baslanip 10 giin siireyle Sesamol (8 mg/kg)
verilen ratlar.

Sesamol gavaj yolu ile 8 mg/kg dozda fizyolojik salinde sulandiririlarak

(Sesamol % 98 Sigma Aldrich, GERMANY ) (9), CDDP uygulmasindan 3 giin dnce

baslanip 10 gilin siireyle ve giinde 1 kez olacak sekilde uygulandi. Sisplatin

uygulamasindan 6 giin sonra ratlar hayvanlar anestezi altinda dekapite edilerek

histopatolojik ve western blot analizleri icin doku Ornekleri alinmis ve western

analizleri yapilincaya kadar —80 °C’ de saklanmistir. Bobrekler fosfat tamponlu

soliisyon ile (PBS; 0.15 M NaCl ve 0.01 M sodyum fosfat tamponu, ph 7.4) aorta

yoluyla perfiize edilerek histolojik inceleme icin ¢ikarildi. Serum iire-azotu ve

kreatinin 6l¢timleri i¢in kan alind1.

2.3. Laboratuar Analizi

Kan ornekleri 300 g’de 10 dk siireyle santrifiije edildi ve serumlar1 ayrild.

Serum iire nitrojeni ve kreatinini biyokimyasal analizor ile (Olympus AU-660,

Japonya) Olgiildii. Doku malondialdehit (MDA) seviyeleri, Karatepe’den (173)

modifiye edilerek yiiksek basingli sivi kromatografisiyle (HPLC, Shimadzu, Tokyo,

Japan) analiz edildi.
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HPLC icin Doku Homojenizasyonu:
o Her deney gurubundan 150’ser mg beyin dokusu alindi.
o Uzerine 450 ul deiyonize su ve 50 ul butilat hidroksitoluen (BHT) eklenerek
cam homojenizatdrde doku parcalandi.
o 0.5 M’lik HCIO4” den 500 pl ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii.
o Karisim 4500 devir/dk hizla sogutmali santrifiijde 5 dk boyunca santrifiijlendi.
o Supernatant kisimlar alinarak dikkatlice alinarak HPLC viallerine dizildi.
. Tim islemlerde homojenatlar ve kimyasallar 1s1ktan korundu ve soguk zincire
riayet edildi.
HPLC’ de MDA Analizi:
o Hareketli faz olarak 30 mM KH,PO4-metanol (%82.5-17.5; pH: 4) kullanild1.
. 250 nm'de Inertsil Sp C-18 (15 cm x 4,6 mm) kolonu kullanildi.
o Akis hiz1 1 mL/dakika olarak belirlendi.
o MDA i¢in geri kazanim % 98.8 olarak bulundu.
2.3.1. Western Blot Analizi ile Protein Ekspresyonunun Olciimii
Bobrek dokusu 1:10 (w/v) ‘luk tampon [10 mM Tris-HCI, ph 7.4, 0.1 mM
NaCl, 0.1 mM fenilmetilsulfonil fuloriir (PMSF), tripsin inhibit6rii olarak, 5 uM soya
(solubl toz; Sigma, St. Luis, MO, USA)] i¢inde homojenize edildi. Doku
homojenatlar1 15.000 x g at 4°C de 30 dk siireyle santrifiije edildi. Siipernatanlar yeni
tiiplere alindi. Protein konsantrasyonu Lowry prosediiriine uygun sekilde protein
Olciim kiti kullanilarak (Sigma, St. Luis, MO, USA) 6lciildii. Siipernatanlara, % 2’lik
B-merkaptoetanol igeren sodyum dodecyl siilfat poliakrilamid jel (SDS-PAGE)
elektroforezi tamponu eklendi. SDS-PAGE jel i¢cinde esit mikterlarda (20 pg) protein,
elektroforez i¢in kullanildi. Arkasindan nitroselliiléz membranlara (Schleicher and
Schuell Inc, Keene, NH, USA) aktarild1 (174). Nitroselliiloz blotlar PBS i¢inde 5 dk
sireyle 2 kez yikandi ve %1’lik sigr serum albiimini ile primer antikor
uygulamasindan once 1 saat bekletildi. Primer antikor (Anti-Nrf2 antikoru, Anti-NF-
kB p65 antikoru, Anti Heme Oxygenase 1 antikoru (abcam, Cambridge, UK) % 0.05
Tween-20 iceren ayni tampon iginde 1:1000 oraninda diliie edildi. Nitroselliloz
membran gece boyunca 4°C’de protein antikorlari ile inkiibe edildi.Blotlar yikandi ve
horseradish peroksidaz-conjugated goat anti rabbit veya anti-mause IgG (Santa Cruz
Biotechnology Inc, CA, USA) ile inkiibe edildi. Spesifik baglanma, diaminobenzidin
ve H,0O, substratlar1 kullanilarak tespit edildi. Protein yiikleme [B-aktin antikora
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(A5316; Sigma) karst monoklonal bir mause antikoru kullanilarak kontrol edildi.
Protein diizeyleri bir goriintii analiz sistemi (Image J; National Institute of Health,
Bethesda, USA) ile dansitometrik olarak analiz edildi.

2.4. Histopatolojik Degerlendirme

Her bir rattan alinan sol bobrek histolojik inceleme i¢in hemen %20’lik notral
tamponlu formalin soliisyonu ile fikse edildi. Daha sonra yavas yavas dehidrate edilip
parafine gomiildii. Parafin bloklar standart islemlere uygun olarak SuM’lik kesitler
halinde kesilerek hematoksilen- eosin boyasi ile boyandi (175). Her bir bobrek lami
icin minimun 10 alan incelendi. Vakiioler dejeneration, tiibiiler atrofi ve dilatasyon,
tiibiiler nekroz, interstisyel 6dem ve inflamasyon tedavi gruplarindan haberdar
olmayan bir patolog tarafindan semikantitatif olarak degerlendirildi. Degisimin
siddetini belirlemede kullanilan derecelendirme sistemi: (-): yok, (+): hafif derece
hasar, (++): orta derece hasar, (+++): siddetli hasar olarak belirlendi.

2.5. Istatistiksel analizleri

Istatistik metodu olarak Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) kullanildi.
Gruplarm ¢oklu ikili karsilastiriimasinda Duncan post hoc testi uygulandi. Istatistiksel

anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Ure Diizeyleri
Gruplardaki tire degerlerine bakildiginda kontrol grubu ile sesamol grubu
arasinda anlamh fark gozlenmedi. Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda sisplatin +
sesamol grubu iire diizeyleri dnemli bir diisiis gdstermistir (p<0.05). Ure diizeyleri
sisplatin + sesamol grubunda kontrol ve sesamol grubuna gore yiiksek, sisplatin
grubuna gore ise diisiik bulundu (p<0.05) (Tablo 4).
Tablo 4. Sisplatin nefrotoksisitesi uygulanan ratlarda sesamol katkisinin serum iire ve

kreatin diizeyi lizerine etkisi (n=7).

Gruplar

Parametreler

Kontrol Sesamol Sisplatin Sesamol+Sisplatin
Ure

49.43+1.94° 44.43+1.54¢ 327.00+438.96" 220.71+40.40°
(mg/dl)
Kreatin b

0.280+0.015°¢ 0.281+0.014¢ 3.517+0.739* 1.830+0.509
(mg/dl)

Degerler ortalama ve stansart hata olarak sunulmustur.
a-c: Ayni satirda farkli harfi tasiyan gruplar i¢in fark istatistiki olarak anlamlidir.

P<0.05.

Serum Ure, mg/dL
)
o
<

I I
Kontrol Sesamol Sisplatin Sisplatin +
Sesamol

Sekil 4. Sisplatin nefrotoksisitesi uygulanan ratlarda sesamol katkisinin serum {ire

diizeyi ilizerine etkisi
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3.2. Kreatinin Diizeyleri

Gruplardaki kreatin degerlerine bakildiginda kontrol grubu ile sesamol grubu
arasinda anlamh fark gozlenmedi. Sisplatin grubu ile karsilastirildiginda sisplatin +
sesamol grubu kreatin diizeyleri 6nemli bir diisiis gostermistir (p<0.05). Kreatin
diizeyleri sisplatin + sesamol grubunda kontrol ve sesamol grubuna gore yiiksek,

sisplatin grubuna gore ise diisiik bulundu (p<0.05) (Tablo 4).

B

Serum Kreatin, mg/d|
N @ T

-
1

o
1

Kontrol Sesamol Sisplatin Sis+Ses

Sekil 5. Sisplatin nefrotoksisitesi uygulanan ratlarda sesamol katkisinin serum

kreatin diizeyi lizerine etkisi

3.3. Doku MDA Diizeyleri

Sisplatin grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda doku MDA diizeylerinde
anlamlh artis izlendi (p<0.05). Sisplatin + sesamol gubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli olarak artis goriiliircken (p< 0.05), sisplatin grubu ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamh diisiis izlendi (p<0.05) (Tablo 5).
Tablo S. Sisplatin nefrotoksisitesi uygulanan ratlarda sesamol katkisinin MDA, NF-
kB, Nrf2 ve HO-1 diizeyi {izerine etkisi (n=7).

Gruplar
Parametreler

Kontrol Sesamol Sisplatin Sesamol+Sisplatin
MDA (umol/L)  0.337+0.028° 0.302+0.015° 1.938+0.203" 1.3194+0.094°
NF-xB 100+10.96° 103.13£13.74° 223.66+11.13" 168.18+4.41°
Nrf2 100+5.90° 96.93+5.43" 34.45+3 .40° 54.45+5.07°
HO-1 100+0.43* 97.63+£2.72° 69.50+2.94° 83.8242.56"

NF-«B, Nrf2, HO-1 kontroliin %’si olarak belirtilmistir
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Sekil 6. Sisplatin nefrotoksisitesi uygulanan ratlarda sesamol katkisiin doku MDA

diizeyi tlizerine etkisi

3.4. Bobrek Dokusundaki Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) Proteini
Ekspresyonu

Bu calismada hazirlanan bobrek orneklerindeki NF-kB diizeyleri Western
blot yontemi ile analiz edilmistir. NF-kB diizeylerine bakildiginda kontrol grubu ile
sesamol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p>0.05). Sisplatin
grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda sisplatin grubunda kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli artis izlendi (p<0.001). Sisplatin + sesamol gubu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak artis goriiliirken (p< 0.001), sisplatin
grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli diisiis izlendi (p<0.001)
(Tablo 5).

250 - a

200

mAr
i

% Kontroli

50 -

Kontrol Sesamol Sisplatin Sesamol +
Sisplatin

Sekil 7. Sisplatin nefrotoksisitesi uygulanan ratlarda sesamol katkisinin serum NF-

kB diizeyi lizerine etkisi.
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3.5. Bobrek Dokusundaki Niikleer Faktor Eritroid 2 - Related Faktor 2
(Nrf2) Ekspresyonu

Bu calismada bobrek dokusundaki Nrf2 ekspresyonunu nasil etkiledigi
arastirilmistir. Calismada kontrol grubu ile sesamol grubu arasinda istatiksel olarak
anlamli fark izlenmedi (p>0.05). Sisplatin grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda
sisplatin grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli diisiis izlendi
(p<0.001). Sisplatin + sesamol gubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli
olarak diisiis goriiliirken (p< 0.001), sisplatin grubu ile karsilastirildiginda istatiksel
olarak anlamli artis izlendi (p<0.01) (Tablo 5).

Sekil 8. Sisplatin nefrotoksisitesi uygulanan ratlarda sesamol katkisinin serumNrf2
diizeyi {lizerine etkisi

3.6. Hem oksijenaz-1 (HO-1)

Hem oksijenaz-1 diizeylerine bakildiginda kontrol grubu ile sesamol grubu
arasinda istatiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p>0.05).Sisplatin grubu ile kontrol
grubu karsilastirildiginda sisplatin grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamh disiis izlendi (p<0.001). Sisplatintsesamol gubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamh olarak diisiis goriliirken (p< 0.001), sisplatin grubu ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli artis izlendi (p<<0.001) (Tablo 5).

27



150 -

100 -
©
|
g
S
N 50 -
=
0
Kontrol sesamol Sisplatin sesamol +
Sisplatin

Sekil 9. Sisplatin nefrotoksisitesi uygulanan ratlarda sesamol katkisinin serum HO-1
diizeyi {izerine etkisi

3.7. Histopatolojik Sonuclar

Bu ¢aligmda kontrol ve sesamol grubundaki ratlardan alman bobreklerde hafif
diizeyde interstisyel 6dem gorildii. Sisplatin grubunda hafif diizeyde vakuolizasyon,
interstisyel 6dem ve interstisyel inflamasyon goriiliirken, orta diizeyde tiibiiler atrofi
ve tiibiiler nekroz goriildii. Sesamol ile tedavi edilen sisplatin + sesamol grubunda ise
tiibiiler nekroz, tiibiiler atrofi, vakuolizasyon ve interstisyel inflamasyonun azaldigi
gorildii (Tablo 6, Sekil 10, 11, 12, 13).
Tablo 6. Sisplatin nefrotoksisitesinde sesamol uygulamasmin rat bobrek dokusunda

morfolojik degisiklikler lizerine etkisi

.. e Gruplar
Morfolojik Degisiklikler
Kontrol Sesamol Sisplatin Sesamol+Sisplatin

Vakuolizasyon - - + -
interstisyel 6dem + + + +

Tiibiilar nekroz - - ++ -/+

Tubuler atrofi - - +/++ -+
interstisyel inflamasyon - - + -

—: Yok, + : hafif, ++ : orta, +++ : ssiddetli.
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Sekil 11. Sésamol grubu (HE, x200): Normale yakin béﬁrek histolojisi |
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Sekil 12. Sisplatin grubu (HE, x200): Hafif diizeyde vakuolizasyon, interstisyel
0dem ve interstisyel inflamasyon goriiliirken, orta diizeyde tiibiiler atrofi ve tiibiiler

nekroz goriildii.

9

vakuolizasyon ve interstisyel inflamasyonda azalma goriildii.
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4. TARTISMA

Antineoplastik ilaglarin kemoterapide kullanilmalar1 sonucu 6zellikle hizli bir
bicimde ¢ogalmakta olan gastrointestinal, hematopoetik sistem hiicreleri ve testiste
onemli toksik etkilerin olustugu bilinmektedir. Bunun yan1 sira sisplatin gibi bazi
antineoplastik ilaclar, bobrek ve sinir dokusu gibi hiicre proliferasyonunun dnemsiz
oldugu organlar1 da etkileyebilir (176). Onkolojik hastaliklarin tedavisinde
antineoplastik ilaglara bagl olarak gelisen bobrek yetmezligi 6nemli bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Zaman zaman kemoterapiye bagli akut bobrek yetmezligi
olusmasma karsin kronik bobrek yetmezligine de seyrek olarak rastlandigi
bilinmektedir. Nefrotoksik 6zelligi olan antineoplastik ilaglarin tiimor tedavisinde
kullanilmalar1 ile kemoterapiye bagli kronik bobrek yetmezligi daha sik goriilmeye
baslanmustir (177).

Sisplatin yiiksek antitiimoral aktivite gosteren ve oldukca genis kullanim
alanina sahip antineoplastik bir ajandir. Basta testis ve over kanserleri olmak iizere,
mesane, prostat, bag ve boyun kanserleri, osteojenik sarkom ve noroblastoma gibi
solid tiimorlerin tedavisinde siklikla kullamilir (49, 178). Ancak doza baglh olarak
ortaya ¢ikan nefrotoksik etkisi kullanim alanini smirlamaktadir (179, 180).

Sisplatin ~ nefrotoksisitesinin ~ hiicresel =~ mekanizmast  tam  olarak
bilinmemektedir (181, 182). Bu nedenle toksisite mekanizmasini anlamak amaciyla,
sisplatinin etkisi ¢esitli hayvan modelleri iizerinde ¢alisilmistir (50, 183, 184).

Sisplatin toksisitesinden sorumlu birden fazla mekanizmanin oldugu
diistiniilmektedir. Hiicre icerisine diflizyon yoluyla giren sisplatin, antitiimoral ve
hatta nefrotoksik etkisini, hiicre i¢inde reaktif platin tiirlerine hidrolize olarak gdsterir
(47). Sisplatin DNA ile etkileserek, zincir i¢i ve zincirler arasi c¢apraz baglar
olusturur. Bu baglarin ortaya ¢ikis1 ise DNA transkripsiyon ve replikasyonunu inhibe
eder. Sisplatinin modifiye ettigi DNA, yeterince yenilenemediginden, ortaya ¢ikan
DNA hasar1 apoptozisi baglatir. Bu hasar onarilamayacak boyutta ise, hiicre
tarafindan tolere edilemez ve hiicrenin 6liimiine neden olur (48).

Sisplatin nefrotoksisitesinin etyolojisinde birden fazla faktoriin rolii soz
konusudur. Bunlardan baslicalari; renal kan akiminda azalma, artmis renal vaskiiler
rezistans, ilacin tiibiiler hiicre DNA’ s1 ile etkilesimi ve bunun sonucunda gelisen
tiibiiler disfonksiyon (ozellikle proksimal tiibiillerde), tiibiiler hiicrelerdeki Na-K

ATP’az aktivitesinin inhibisyonu, mitokondriyal bozukluklar, oksidatif stres,
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peroksidasyona kars1 koruyucu enzim aktivitelerinde azalmalar ve renin-anjiotensin-
aldesteron sistemindeki degisikliklerdir. Nefrotoksisitenin erken donemlerinde
tiibiiler hasar 6n plandadir. Buna bagh olarak Na, K, Ca ve Mg atiliminda artis
goriiliir. Bu dénemde hiponatremi, hipokalemi ve hipomagnezemi goriilebilir. Uriner
albumin atilminda arti, serum iire degerindeki artiy ve kreatinin klirensi
degerlerindeki diisme egilimi, genellikle daha sonra gelisen glomertiler fonksiyon
bozukluklarina isaret etmektedir. Yapilan ¢aligsmalarda sisplatin verilmesini takiben
ilk 3 saat icinde renal kan akiminda azalma gozlenmistir. 48-72 saat sonra proksimal
tiibiiler disfonksiyon ve renal vaskiiler direngte artis goriiliir. 72-96 saat sonra ise
GFR’ de azalma ortaya ¢ikar. Tedavi sonras1 1-2 hafta icinde hastalarin % 25’ inde
geri donebilen azotemi gozlenmektedir (4).

Sisplatin tedavisi alan hastalarm % 25’inde GFR’ndaki azalma ile birlikte
serum Cr ve BUN diizeylerinde artis gorilebilmektedir. Serum Cr ve BUN
seviyelerindeki yiikselmeler hafif diizeyde olabilecegi gibi akut bobrek yetmezligi
tablosu da gelisebilmektedir (185-187). Yapilan caligmalarin ¢ogunda sisplatin
tedavisi alan hastalarda GFR’nin % 2040 arasinda azaldig1 gosterilmistir. Her doz
sisplatin uygulamasi1 sonrasinda doza bagli olarak GFR’nin distiigli tahmin
edilmektedir. Toplam 800 mg altinda sisplatin alan hastalarda % 9 oraninda hippiiran
klirensinde azalma gosterilmis iken 800 mg {istiinde sisplatin dozu ile tedavi edilmis
hastalarda bes yillik izlem sonrasinda GFR’larinin ortalama % 80 oraninda diistiigii
saptanmistir. Sisplatin uygulamasi sonrasinda akut donemde gelisen glomeriiler
fonksiyon bozukluklar1 ve onun gostergesi olan GFR’ daki diisme, serum Cr ve BUN
diizeylerindeki yiikselmelerin ge¢ donemdeki takiplerinde tamamen diizelme
olabilecegi gibi bu fonksiyon bozukluklari sabit olarak kalabilmekte ya da daha da
bozulabilmektedir (188-192).

Oksidatif stres hasar1 sisplatine bagli akut bobrek hasarinda aktif olarak rol
alir. Oksidatif streste hiicrelerde ksantin-ksantin oksidaz, mitokondri ve nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) tarafindan reaktif oksijen tiirleri
iiretilir. Sisplatin varhiginda ROT tiim bu yolaklarca iiretilir. Olusan bu oksidan
molekiiller dogrudan lipid, protein ve DNA gibi hiicre komponentleri iizerinde etki
gosterir ve yapilarim bozar (193). Sisplatin Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve
heksokinaz aktivasyonu yolu ile de serbest radikal {iiretiminin artmasma ve

antioksidan liretiminin azalmasina neden olur (194). Sisplatin intraseliiler kalsiyum
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seviyesini arttirarak NADPH oksidaz1 aktive eder ve hasar gdérmiis mitokondri
tarafindan ROT {iretimini uyarir (193). Siiperoksid anyon, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikal sisplatinle tedavi edilmis bobreklerde artmis olarak bulunmustur
(195-197). Bu serbest radikaller peroksidasyon ile hiicre membraninin lipid
yapilarina zarar verirler, proteinleri denatiire ederek enzimatik inaktivasyona yol
acarlar. Serbest radikaller ayn1 zamanda mitokondriyal disfonksiyona da yol acarlar
(194). Antioksidan enzimler sisplatin tarafindan inhibe edilirler ve siiperoksid
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazin renal aktiviteleri 6nemli 6l¢iide azalir
(198, 50). Antioksidan sistemlerin hasar gérmesi sonucunda lipid peroksidasyon
driini  olan  malondialdehidin ~ (MDA) arttig1  gozlenmistir.  Sisplatin
nefrotoksisitesinde lipid peroksidasyonun sonucu olarak bdbrek dokusunda
MDA’ ’nin arttig1 gosterilmistir (199, 200). Sisplatinle olusturulan nefrotoksisiteyi
azaltmak i¢in selenyum, SOD, ginko alkaloidleri, C vitamini, flavonidler,
asetilsalisilik asit, dietil ditiyokarbamates ebselen, curcumin, taurine, mizoprostol,
bixin, lipoik asit, erdosteine, kafeik asit fenetil ester (CAPE) ve Nigella sativa
ekstraktr gibi cesitli antioksidan maddelerin deney hayvanlarinda koruyucu rolleri
calisilmistir (201-203).

Caligmamizda; birgok sisplatin model ¢alismasinda oldugu gibi sisplatin
verilen ratlarda basarili bir sekilde nefrotoksisite gelistigi gézlendi. Tek doz halinde
1.p olarak 7 mg/kg sisplatin verilen ratlarda kontrol grubu ve sadece sesamol verilen
grupla karsilastirildiginda serum iire (p<0.05) ve kreatinin (p<0.05) degerlerinde
istatistiksel olarak anlaml artis goriildii. Histopatolojik incelemede sisplatin verilen
grupta belirgin olarak renal hasarin olustugu goriildii. Sisplatin uygulanan ratlarda
lipid peroksidasyonu son liriinii olan MDA ve transkripsiyon faktor NF-xB degerinde
anlaml artis saptandi. Nrf2 ve HO-1 diizeylerinde anlamli diisiis olustu.

Kuhad ve ark. (13) sesamoliin deneysel diabet modelinde koruyucu etkisiyle
ilgili yaptiklar1 calismada 8 hafta 2, 4 ve 8 mg/kg dozlarinda sesamol tedavisinin
bobrek koruyucu erkilerini aragtirmislar. Streptozosine ek olarak verilen sesamoliin
iic dozda da sadece streptozosin verilen grupla karsilastirildiginda serum iire ve
creatinin degerlerini anlamli olarak diisiirdiigiinii gozlemlemislerdir. Benzer sekilde
Gupta ve ark. (204) sesamoliin Ferrik Nitrilotriasetat ile indiiklenmis nefrotoksisteye
kars1 koruyucu etkisini arastirdiklar1 deneysel bir calismada Ferrik Nitrilotriasetat

+sesamol (2, 4 ve 8 mg/kg dozlarinda) verilen ratlarda sadece Ferrik Nitrilotriasetat
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verilen ratlarla karsilastiridiginda serum iire ve creatinin degerlerini anlamli bir
bicimde diisiirdiiklerini tespit etmislerdir. Hsu ve ark. (135) sesamoliin Ferrik
Nitrilotriasetat ile indiiklenmis akut renal yetmezlige karsi koruyucu etkisini
arastirdiklar1 deneysel bir calismada sesamoliin renal hasar1 azalttig1 ve sesamol+
Ferrik Nitrilotriasetat verilen grupta {ire ve creatinin degerlerini Ferrik Nitrilotriasetat
verilen grupla karsilastirildiginda anlamli derecede azalttigini belirtmisledir. Hsu ve
ark. (9) sesamoliin endotoksinle olusturulan multiorgan yetmezligine kars1 koruyucu
etkilerini arastirdiklar1 deneysel bir ¢calismada sesamoliin 10 mg/kg dozunda bobrek
ve karaciger hasarmni azalttigi, lire ve kreatinin degerlerinde artis1 anlamli sekilde
onledigini gostermiglerdir. Bizim ¢alismamizda sisplatine ek olarak sesamol verilen
ratlarda serum {iire ve kreatin degerleri sadece sisplatin verilen ratlara gére anlamli
olarak daha diisilk saptandi (p<0.05). Calismamizda siplatin verilen grupla
karsilastirildiginda sisplatint+sesamol verilen grupta doku MDA diizeyinde anlamli
diisiis tespit ettik (p<0.05). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda sisplatin grubunda
(p<0.05) ve sisplatintsesamol grubunda (p<0.05) doku MDA diizeyleri daha
yiliksekti. Chandrasekaran ve ark. (136) sesamoliin acetaminofenle olusturulan
hepatotoksisiteye karsi koruyucu etkisini arastirdiklar1 deneysel bir ¢alismada
Sesamoliin lipid peroksidasyonunu azalttigin1 N-asetilsisteine benzer oranda
hepatoprotektif etki gosterdigini tespit etmislerdir. Caligmalarinda sadece
asetaminofen verilen grupla karsilastirildiginda asetaminfen+sesamol verilen grupta
doku MDA diizeylerini anlamli olarak daha diisiik saptamislardir. Chu ve ark. (205)
sesamoliin seruleinle indiiklenmis akut pankreatitte oksidatif stress tiizerindeki
etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada sesamol+serulein verilen grupta tek basina
serulein verilen grupla karsilastirildiginda lipid peroksidasyonunda anlamli azalma
tespit etmislerdir. Kuhad ve ark. (206) sesamoliin diyabetik farelerde kognitif
gerileme iizerindeki koruyucu etkilerini arastirdiklart1 deneysel bir ¢alismada
sesamol+sptreptozosin ~ verilen grupta sadece streptozosin verilen grupla
karsilastirildiginda beyin dokusunda MDA diizeyinde anlamli diislis saptamiglardir.
Calismamizda elde ettigimiz veriler literatiir verileri ile uyumlu niteliktedir.
Sesamoliin  sisplatin  nefrotoksisitesine  karsi  koruyucu etkisinde lipid
peroksidasyonunu inhibe etmesinin 6nemli rol oynadigi kanaatine varilmistir.
Sisplatin nefrotoksisitesinde sug¢lanan cesitli mekanizmalarin sonucu gelisen

lipid peroksidasyonu tiibiil hiicrelerinde ¢esitli yapisal ve fonksiyonel degisikliklere
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yol a¢gmakta ve biitiin bu degisikliklerin klinige yansimasi ile bobrek fonksiyon
bozuklugu ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif hasar, organizmanm antioksidan
kapasitesinin lizerinde SOR {liretimi veya antioksidan mekanizmalarin yetersizliginde
olusur. Sisplatin nefrotoksisitesinde oksidatif hasarin rolii ¢esitli yaymlarda
bildirilmektedir (207-209). Daha 6nce yapilmis olan caligmalarda sisplatinin reaktif
oksijen radikallerinin olusumunu artirdig1, antioksidan enzim diizeylerini azalttig1 ve
apoptozisi indiikledigi belirtilmistir (171, 210). Yapilan bir caligmada sisplatine bagl
olusan serbest oksijen radikkalerinin NF-kB olusumunda artisa yol agtigi
belirtilmistir. Cesitli fizyolojik ve ROT gibi patolojik uyaranlarla aktiflesen NF-xB
inflamasyon, embriyonik gelisim, lenfoid diferansiasyon, onkogenez ve apoptozisde
rol oynayan birgok genin expresyonunu saglar (211). Caligmamizda kontrol grubu ve
sadece sesamol verilen grupla karsilastirildiginda sisplatin verilen grupta NF-kB
diizeyinde anlamli derecede artis tespit ettik (p<0.001). Sisplatin+sesamol verilen
grupta tek basina sisplatin verilen grupla karsilastirildiginda doku NF-«B diizeyinde
anlamli derecede diisiis tespit ettik (p<0.001). Literatiirde sesamoliin NF-xB ile
iligkisinin arastirtirildigi birgok ¢alismada benzer sonuglar elde edilmistir. Kuhad ve
ark. Deneysel diyabetik nefropati modelinde sesamoliin koruyucu etkisini
arastirdiklar1 calismada sesamoliin diyabetik nefropati olusturulan farelerde NF-«B
diizeyini istatistiksel olarak anlamli oranda diislirdiigiinii nefropati gelisimine kars1
onleyici etki gosterdigini bildirmislerdir (13). Sharma ve ark. (212) sesamoliin
kardiyometabolik sendrom {iizerinde koruyucu etkisini arastirdiklar1 deneysel bir
calisamada sesamol + yagdan zengin diyet verilen ratlarda sadece yagdan zengin
diyet alan ratlarla karsilastirildiginda hepatik dokuda NF-kB diizeyinde anlamli
diistikliik saptadiklarmi belirtmislerdir. Chang ve ark. (213) yaptiklar1 bir calismada
sesamoliin platelet aktivasyonunda NF-kB sinyal yolagmi inhibe ettigini
bidirmislerdir.

Niikleer faktor kappa B inflamasyon, embriyonik gelisim, lenfoid
dferansiasyon, onkogenez ve apoptozisde rol oynayan bir¢ok genin expresyonunu
saglarken, Nrf2; HO-1, NAD(P) H:quinine oksidorediiktaz-1, c-glutamilsisteinsentaz
ve glutatyon S-transferaz gibi antioksidan enzimlerin transkripsiyonunu saglayan bir
trankripsiyon faktoridiir (211). Nrf2 6zellikle HO-1 gibi antioksidan enzimlerin
iiretimini artirarak hiicreleri oksidatif strese karsi korur (214-216). Bir¢ok ¢alismada

NF-«B ve Nrf2 arasindaki ters iliski oldugu gosterilmistir.
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Niikleer faktor eritroid 2- related faktor 2 diizeyi diisik olan farelerde
lipopolisakkarite yanit olarak NF-xB diizeyinde artig oldugu belirtilmistir. Travmatik
beyin hasarindan sonra Nrf2 yetersizliginin beyin dokusunda NF-xB ve
proinflamatuvar sitokinlerde atisa yol actig1 gosterilmistir (217, 218). Kilig ve ark.
(219) yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri olan
melatoninin Nrf2/HO-1diizeyini artirarak, NF-xkB diizeyini azaltarak sisplatin
nefrotoksisitesine karsi koruyucu etki gosterdigini belirtmislerdir. Calismamizda
kontrol grubu ve tek basma sesamol verilen grupla karsilastirildiginda tek basma
sisplatin verilen grupta HO-1 (p<0.001) ve Nfr2 (p<0.001) diizeylerinde anlamli
derecede azalma tespit edildi. Sesamol+sisplatin verilen grupta tek basmna sisplatin
verilen grupla karsilastirildiginda Nrf2 (p<0.01) ve HO-1 (p<0.01) diizeylerinde
anlaml derecede artis tespit edildi. Literatiirde sesamoliin Nrf2/HO-1 ile iligkisi ile
ilgili yapilmis baska bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Parlakpmar ve ark. (220) yapmis olduklar: sisplatin ile indiiklenen bdbrek
hasar1 ¢aligmalarinda bobrekte dilate tiibiil, belli belirsiz glomeriiller, 6dem ve
interstisyumda fokal inflamasyon alanlari izlemislerdir. Ozyurt ve ark. (221) yapmis
olduklar1 benzeri bir ¢alismada 6zellikle proksimal tiibiilde asir1 tiibiil epitelyumu
vakuolizasyonu, hiicresel sisme ve dokiilme tanimlamislardir. Iseri ve ark. (222)
sisplatin  nefrotoksisitesi olusturduklar1 ¢aligmalarinda, siddetli glomertler
konjesyon, dejenerasyon, bowman boslugunda dilatasyon, tiibiiler hiicrelerde
dejenerasyon tanimlamislardir. Bizim c¢alismamizda da sisplatin ile bdbrekte
vakuolizasyon, interstisyel inflamasyon, interstisyel 6dem, tiibiiler atrofi ve tiibiiler
nekroz olustu ve sesamol ile tedavi edilen grupta vakuolizasyon, interstisyel
inflamasyon, tiibtiler atrofi ve tiibiiler nekroz da gerileme oldugu gézlendi.

Sonu¢ olarak bu calismada sesamoliin lipid peroksidasyonunu azalttigini,
proinflamatuvar sitokinlerin expresyonunda rolii olan NF-xB diizeyini azaltarak ani-
inflamatuvar etki gosterdigini, Nrf2 ve HO-1 diizeyini artirarak antioksidan etki
gosterdigini saptadik. Sesamol bobrek dokusunda oksidatif stresi ve inflamasyonu

azaltarak sisplatin nefrotoksisitesine karsi koruyucu etki gostermektedir.
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