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1. OZET

L-Theaninin Doksorubisin Uygulanan Sicanlarda Nefrotoksisite Uzerine

Etkilerinin Incelenmesi

L-Theanin, iilkemizde fazla tiikketilen Camellia sinensis ¢ay tiirlerinde bulunan
serbest amino asitlerin yaklasik % 50°sini olusturan, rahatlatici, antioksidan,
antiinflamatuvar ve hepatoprotektif gibi oOzelliklere sahip bir amino asittir. Bu
calismada L-theaninin, siganlarda doksorubisin (DOX) ile uyarilan nefrotoksisite
tizerine muhtemel koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglandi. Calismaya 300-400 g
agirh@inda 32 Sprague dawley erkek sigan dahil edilerek rastgele dort grup
olusturuldu. Intraperitonal olarak 1. gruba (Kontrol, n=8) serum fizyolojik, 2. gruba
(Theanin, n=8) 5 giin 200 mg/kg/giin L-theanin, 3. gruba (DOX, n=8) tek doz 20
mg/kg DOX, 4. gruba (DOX+Theanin, n=8) tek doz 20 mg/kg DOX ve 5 giin 200
mg/kg/glin L-theanin uygulandi. Bobrek dokularinda histopatolojik skorlama ve
apoptoz belirteci olarak TUNEL yéntemi ile apoptotik indeks (% Al), ELISA yéntemi
ile kaspaz-3 ve inflamasyon belirteci olarak niikleer faktor kappa B (NF-kB) seviyeleri
belirlendi. Oksidan-antioksidan sistem parametreleri olarak TBARS yontemiyle
malondialdehit (MDA), Ticari kitlerle indirgenmis ve yiikletgenmis glutatyon (GSH
ve GSSG) ve gamaglutamil transferaz (GGT) seviyeleri ile glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon S-transferaz (GST) doku ve plazma
aktiviteleri belirlendi. Bobrek dokularinda DOX+Theanin grubu DOX grubu ile
karsilastirildiginda % Al, kaspaz-3, NF-kBp65, MDA, GSSG ve GGT diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli diisiik, GSH, GPx, GR ve GST aktivite diizeyleri ise
anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). Bu parametrelerin plazma diizeylerinde de benzer
seyir gozlendi. Histopatolojik analizlerle de desteklenen bu bulgulara gore theanin,
sicanlarda DOX ile indiiklenen nefrotoksisiteye karsi apoptozu, inflamasyonu,
oksidatif stresi baskilayici, antioksidan sistemi arttirici etkilere sahip olabililir. Sonug
olarak theaninin, nefrotoksisiteye karsi koruyucu yonde etki gosterebilecegi ancak

bunun ilave ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigi kanaatine varilmugtir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, apoptoz, inflamasyon, nefrotoksisite,

theanin



2. SUMMARY

Investigation of The Effects of L-Theanine on Doxorubicin-Induced

Nephrotoxicity in Rats

L-theanine is an amino acid comprising 50% of the free amino acids present in
Camellia Sinensis tea species and it has such protective effects as relaxing,
antioxidant, antiinflammatory and hepatoprotective etc. In this study, it is aimed to
investigate whether theanine has a protective effect on Doxorubicin (DOX)-induced
nephrotoxicity in rats. For this purpose, 32 male Sprague Dawley rats weighing 300-
400 g were used and randomly assigned into 4 groups: 1st group (control, n=8) which
was intraperitoneally given saline; 2nd group (Theanine, n=8) 200 mg/ kg/ day
theanine for 5 days; 3rd group (DOX, n=8) single dose 20 mg/kg DOX; 4th group
(DOX+Theanine, n=8) which was given 20 mg/kg DOX at first day and 200 mg/ kg/
day theanine for 5 days. In kidney tissues, histopathological scoring and apoptotic index
(% Al) were determined with TUNEL method. Caspase-3 levels as apoptotic marker and
Nuclear factor kappa B (NF-kB) as inflammatory marker were determined with ELISA
method. Malodialdehyde (MDA) levels were determined by TBARS method. Reduced
and oxidized glutathione (GSH and GSSG) and gamaglutamyl transferase (GGT) levels,
glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx), glutathione S-transferase
(GST) activities were determined by commercial Kkits as oxidant-antioxidant system
parameters in plasma and tissues. In Kidney tissues levels of % AI, Caspase3 NF-
kBp65, MDA, GSSG and GGT were found low and levels of GSH and GPx, GR, GST
activity were found high in the DOX+Theanin group according to DOX group
(P<0.05). Similar courses was observed in plasma levels of these parameters.
According to these findings, which are also supported by histopathological analyzes,
L-theanine may have protective effects against DOX-induced nephrotoxicity in rats
via the inhibition of apoptosis, inflammation, oxidative stress by enhancing effects on
antioxidant system. It was concluded that theanine can protect against nephrotoxicity

but this data should be supported with further studies.

Key Words: Antioxidant, apoptosis, inflammation, nephrotoxicity, theanine



3. GIRIS ve AMAC

Nefrotoksisite nefrotoksik renal yetmezlik, akut glomerular nefritis, interstisyel
nefritis, nefrotik sendrom ve nefron nefrozisi olarak tamimlanmaktadir. Bobrekler,
yiiksek orandaki kan perflizyonu, metabolik yolaklardaki etkinlikleri ve ekspresyon
fonksiyonlart ile ilaglarin ve toksinlerin etkilerine maruz kalabilen organlardir. Bu
nedenle ilag tedavisi goren hastalarin % 20'den fazlasinda ilag toksisitesi akut bobrek
yetmezligi ile sonuglanabilmektedir. Kanser kemoterapisinde siklikla kullanilan bir
antineoplastik ajan olan doksorubisin (DOX), doku ve organlarda toksisiteye

(nefrotoksisite, kardiyotoksisite, hepatotoksisite vs.) neden olabilmektedir (1).

L-Theanin (molekiil formiilii: C;H14N2O3; diger adlari: L-y-glutamiletilamid,
N>-etil-L-glutamil, y -etilamino- L-glutamikasit, 2- amino-4-(etilkarbamoil) biitirik
asit) 1949 yilinda, Sakato tarafindan yesil ¢ayda kesfedilen serbest bir amino asittir
(2). Camellia sinensis gay tiirlerinde (yesil-siyah vb ¢ay) bulunan serbest
aminoasitlerin % 50 kadarini olusturan theanin, ¢aya umami tadi vermektedir. Cayin
kalitesiyle theanin miktar1 dogru orantilidir, theanin miktar1 yiiksek olan ¢aylar daha
pahali ve degerlidir (3). Theaninin glutaminle benzer metabolik akibete ugradigi
belirtilse de theaninin glutaminden farkli etkilerinin olabildigi ortaya konulmustur (4).
Saglikli hiicrelerde L-theaninin antioksidan o&zellikleriyle kemoterapotik ajanlarin
zararlarina kars1t koruyucu etki gosterdigi, bu etkisini ise hiicresel glutatyon (GSH)
seviyesini artirarak gerceklestirdigi ileri stirlilmistiir (4-7). Ancak tiimor hiicrelerinde
theaninin hiicre i¢i GSH seviyelerinde azalmalara yol a¢tig1 ve DOX gibi kemoterapi
amagh kullanilan ajanlarin akiimiilasyonunu saglayarak etkinliginin artmasini
saglayabildigi bildirilmektedir. Theaninin bu etkisini hiicrelerdeki glutamat
tastyicilarini % 15 oraninda inhibe ederek hiicre dis1 alanda glutamat seviyesinin fazla
olmasma yol actigt ve DOX gibi antitlimor 6zellikteki ajanlarin etkinliginin uzun
stirmesini bu sayede sagladigi ileri stirilmistiir (5, 7). Literatiirde theaninin anti-
neoplastik, anti-fibrotik, anti-nekrotik, anti-inflamatuvar ve anti-oksidan &zellik gibi
pek ¢ok koruyucu etkilerinin belirtildigi ¢aligmalar bulunmasina ragmen,
nefrotoksisite iizerine etkilerinin incelendigi ilk arastirma 2018 yili baginda, mevcut
caligmamiz tamamlanmak tizereyken yayinlanmistir (5-8). Sicanlarda (n=4) DOX ile
uyarilmis renal toksisiteye theaninin etkilerinin incelendigi ve ¢ok az parametrenin

degerlendirilip ¢ok diisiikk dozda theanin uygulanan (15mg/kg) bu g¢aligmaya gore



theaninin lipid peroksidasyonunu azalttigi, GSH seviyelerini arttirdigi rapor edilmistir

(8).

Bu calismada neftoroksik ajan olarak DOX uygulanan Sprague Dawley cinsi
siganlarda, L-theaninin nerfotoksisiteye karst muhtemel anti-oksidan, anti-nekrotik,
anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik etkilerinin, 6zellikle glutatyon ve metabolizmasiyla

iligkili enzimler ¢ergevesinde degerlendirilmesi amaclandi.



4. GENEL BILGILER
4.1. Bobrek ve Nefrotoksisite
4.1.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler, periton zar1 arkasinda bulunan organlardan olup paravertebral
alanda yer alirlar. Karacigerin pozisyonu nedeniyle sag bobrek sol bobrege oranla
daha asagida bulunmakta ve yine sag bobregin boyu sol bobrege kiyasla daha kisadir.
Bobreklerin uzun eksenleri beslenme aliskanliklarina goére farklilik gosterebilmesiyle

birlikte bu uzunluk 12-14 cm, ortalama agirliklartysa 140-170 g kadardir (9).

Bobreklerin en kii¢iik fonksiyonel birimi nefronlardir ve bobrekler say1 olarak
yaklasik 1.000.000-1.300.000 nefrondan olusur. Nefronlarin temel gorevleri filtrasyon,
sekresyon ve reabsorbsiyondur. Her nefronda filtrasyonun baslangicinda kan akimini
saglayan glomerulus ve filtrasyonun basladigi Bowman kapsiilii bulunur. Nefronlarin
sekretuvar kismi korteksde bulunur ve proksimal kivrimli tiibiil, henle kulpu ve distal
kivrimli tiibiilden olusur. Nefronlarin bosaltim kismi ise medullada bulunur ve
toplayici tiibiillerden ibarettir (10). Renal stroma gevsek bag dokusu, kan damarlari,
kapiller, lenf kanallar1 ve sinirleri igerir. Bobrek arterleri, anterior ve posterior arterler
olarak iki kanala ayrilir. Posterior arterler bobregin arka ve orta kismini, arterior
arterlerse bobreklerin kalan diger tiim kisimlarini besleyen arter kanallaridir. Renal
sinirler bobrek damarlarina eslik ederek renal sinir agindan ¢ikar. Renal sinir agina 11.
ve 12. spinal sinirlerin dorsal koklerinden duyu, sempatik ve splanknik sinirler, vagus

sinirlerinde ise parasempatik lifler gelir (9-11).

Bobrekler, idrarin depolandigi mesaneye iireter tiipleriyle baglanirlar.
Bobreklerde olusturulan idrar {ireterler yoluyla, diiz kaslardan olusan ve idrarin
gerektiginde disar1 atilmasini saglayan mesaneye aktarilir. Nefronlar tek basina idrar

iretebilme 6zelligine sahiptir (12, 13). Sekil 1’de bobrek anatomisi gosterilmistir.
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Sekil 1. Bobrek anatomisi (Longnecker’den, 14)
4.1.2. Bobrek Fonksiyonlari

Bobrekler, viicut saghigmin devami igin temel olarak sivi ve elektrolit
dengesini saglayan hayati organlardir. Viicuttaki sodyum, potasyum, klor, bikarbonat,
hidrojen, kalsiyum ve fosfat gibi elektrolitlerin plazma diizeylerinin ayarlanmasi ve
tansiyonun dengelenmesinde birinci derecede aktif rol oynarlar. Ayrica, renin ve
prostaglandin gibi hormonlari salgilayarak elektrolit diizeylerinin dengelenmesinde ve

eritropoetin gibi hormon salgilayarak kirmizi kan hiicrelerinin tiretiminde gorev alirlar
(15, 16).



Bobrekler temel fonksiyonlarini filtrasyon, reabsorbsiyon ve sekresyon
ozellikleriyle gerceklestirir. Filtrasyon, kandaki atik iirinlerin damardan ayrilarak
Bowman kapsiiliine gecis islemidir. Sekresyon, nefron duvarinda epitelyum hiicre
sitoplazmalarindaki maddelerin tiibiiler limene dogru hareketidir. Bu maddeler
dogrudan epitelyum hiicrelerinin sentezledigi maddeler olabildigi gibi, bobrek
epitelyum hiicrelerini ¢evreleyen interstisyum bdlgesinden gelebilirler. Reabsorbsiyon,
limene ge¢mis olan maddelerin epitelyumu asarak interstisyuma dogru geri akisidir.
Geri emilen maddeler interstisyumdan kan damarlarina dogru hareket eder. Kisaca

reabsorbsiyonda maddeler liimenden interstisyuma, oradan da kana gecerler (9).

Bobrek dokusu baslica;

e Ure ve kreatinin gibi metabolik atiklarin uzaklastiriimast,

e Viicut s1vi-elektrolit dengesinin saglanmasi ve devamliligi,

e Salgiladig1 hormonlar araciliiyla, ekstraselliiler stvi hacmi ve kan basincinin
diizenlenmesi,

eilaglarin, toksinlerin ve bunlarm metabolik atiklarmin detoksifikasyonu ve
atilimi,

e D-vitamini, renin ve eritropoetin gibi bazi hormonal 6zellikteki bilesenlerin
sentez ve metabolizmalarina katka,

e insiilin ve glukagon gibi baz1 peptit yapisindaki hormonlarm yikimi,

¢ 3-2 mikroglobulin gibi kiigiik molekiil agirlikli proteinlerin yikima,

¢ Glukoneogenez ve lipid metabolizmasinda aktif rol iistlenmek gibi hayati

rollere sahip bir organdir (17).
4.1.3. Nefrotoksisite
4.1.3.1. Nefrotoksisite ve Etkileri

Nefrotoksisite nefrotoksik renal yetmezlik, akut glomerular nefritis, interstisyel
nefritis, nefrotiksendrom ve nefron nefrozisi olarak tanimlanmaktadir. Bobrekler
yiiksek orandaki kan perfiizyonu, metabolik yolaklardaki etkinlikleri ve ekspresyon
fonksiyonlar1 sebebiyle ilaglarin ve toksinlerin etkilerine maruz kalabilen organlardir
(18). Ayrica sekresyon, reabsorbsiyon ve idrar olusturma mekanizmalar1 gibi
fonksiyonlar1 sebebiyle, bobrek renal tiibiiler hiicreleri viicuttaki diger doku

hiicrelerine oranla daha yliksek diizeylerde toksin konsantrasyonlarla karsilasir ve



dolayisiyla bobrekler toksik ajanlardan daha fazla etkilenebilmektedir (19). Ilag
tedavisi goren hastalarin % 20'den fazlasindaki ila¢ toksisitesinin, akut bobrek

yetmezligi ile sonuglanabilmekte oldugu bildirilmistir (1).

Proksimal nefron epitelyum hiicreleri, ¢ok sayida tasiyict sistem
bulundurmalar1 sebebiyle birgok toksik ajan i¢in merkezi bir hedef olabilmektedir.
Yine bu hiicrelerde, muhtemelen oksidatif hasara karsi korunma amag¢li GSH ve GSH
iliskili enzimlerin hiicre i¢i konsantrasyonlari en yiiksek seviyelerdedirler. Bu
seviyelerin yiiksek olusu nedeniyle proksimal tiibiiliin, mediiller kisimlara kiyasla

oksidatif hasara kars1 daha direngli oldugu belirtilmektedir (20).

Tiibiil epitellerinin ¢ogunlugunun oksidatif stres gibi ¢esitli hasarlara karsi
kendilerini yenileme yeteneklerinin hizli oldugu fakat glomeriil ve medulladaki epitel
hiicrelerin bu 6zelliklerinin zayiflig1 sebebiyle kendilerini yenileyemedigi ve bu
bolgelerdeki hasarlarin  bobrek yetmezligiyle sonuglanabilecegi belirtilmektedir.
Nefronlarin ise toksik etkenlere maruz kalmalart durumunda belirli bir diizeye kadar
hasar1 giderebilme yeteneklerinin oldugu diisiiniilmektedir. Bobrek hasarimin
degerlendirilmesinde glomeriiler filtrasyon hizi (GFH), BUN, kreatinin ve elektrolit
seviyeleri  kullanilir. Bu diizeylerdeki anlamli degisiklikler bdbreklerin
fonksiyonlarinda bozulmalar oldugunun énemli gostergeleridir. Ornegin idrarla atilan
iire ve kreatinin plazma degerlerindeki asir1 artis, kantitatif olarak bobrek epitelyum

hiicrelerinin % 70 kadarinin kaybedildigi anlamina gelebilmektedir (18, 20).

Nefrotoksisite gelisiminde esas nokta bobrek dokusunun toksik ajana yeterli
doz ve siirede maruz kalmasidir. Baz1 analjeziklerin, antibiyotiklerin, immiinsiipresif
ve kemoterapotik ilaglarin nefrotoksisiteye yol acabildigi bilinmektedir (21). Besin
takviyesi olarak aliman veya destekleyici olarak kullanilan bazi bitkisel veya dogal
tirlinlerin de nefrotoksisiteye sebep olabildikleri belirtilmektedir. Ayrica gevresel
maruziyetle alinan kadmiyum, bakir, uranyum ve bizmut gibi maddeler de
nefrotoksisiteye yol agmaktadirlar. Diisiik dozlarda maruziyetler daha ¢ok kronik ve
son donem bobrek yetmezligi ile sonuglanabilirken, yiiksek dozlarda maruziyet daha
cok akut bobrek yetmezligi ile sonuglanabilmektedir. Akut bobrek yetmezligi, bobrek
fonksiyonlarinda saatler veya birkag¢ giin iginde bozulmanin yol agtig1 iire ve kreatinin

gibi nitrojen artik tirtinlerinin birikmesi olarak tanimlanabilir (21, 22).



4.1.3.2. Nefrotoksisiteye Neden Olabilen ilaclar

Cesitli toplum ve hastane kaynaklarina gére bobrek rahatsizliklarinin 6nemli
bir kismi ilaglarin sebep oldugu nefrotoksisitedir. Ozellikle yashlarda gelisen
nefrotoksisitenin % 60 kadarinin ilag kaynakli oldugu belirtilmektedir. Gegmise oranla
giiniimiizde ¢ok daha fazla ilag tiikketimi ve diagnostik prosediirlerin uygulanmasi daha
fazla insanda bobrek fonksiyonlarinin bozulmasiyla sonuclanmaktadir. ilaglar, akut

bobrek yetmezligi, kronik bobrek yetmezligi ve nefrotik sendromlara Yol

acabilmektedirler (20).

Akut bobrek yetmezligiyle sonuclanan oksidatif stres hasarmin temelinde,
olusan serbest radikaller ve antioksidan ajanlarin yetersizligi yatmaktadir (23).
Nefrotoksik ajanlar temel etkilerini, siiperoksit anyonu (O, "), hidrojen peroksit (H,05),
peroksinitrit (ONOQ"), hidroksil radikali (OH") ve hipoklorik asit (HOCI') gibi serbest
radikalleri ortaya g¢ikararak gosterirler. Oksidatif stres sonucu gelisen nefrotoksisite
beraberinde glomeriiler, tiibiilointerstisyel ve endotelyal degisiklikler de
olusabilmektedir (24).

Antineoplastikler

Kanser tedavisinde kullanilan antineoplastikler, kansere bagli 6liim oranlarinda
onemli 6l¢iide azalmalara yol aciyorsa da tedavide kullanilan ajanlarin toksik etkileri
nedeniyle bobrek gibi dokularda hasarlanmalara da yol agabilmektedirler.
Antineoplastikler bobreklerde nefronun proksimal, distal tiibiill ve glomeriil
kisimlarinin her {i¢ ana boliimiine de zarar vererek hasara neden olabilmektedir. Bunun
sonucu olarak glomeriiler filtrasyonda azalma, plazma iire ve kreatinin diizeylerinde
artma goOriiniir. Bu toksik ajanlarin oksidan stresi artirdigi diisiiniildiigiinde
dengelemek amagli antioksidan ajanlarin destekleyici olarak alinmasi ve hidrasyon

gibi uygulamalarla toksisite hafifletilebilir (23, 25).
Doksorubisin

DOX, antrasiklin ailesinden olan, Streptomyces bakterilerinden; Streptomyces
peucetius var. caesius tirinden elde edilen, antrakinon, kromofor ve
aminoglikozidlerden olusan dort halka yapisina sahip bir molekiildiir (Sekil 2) (26).
Kanser kemoterapisinde siklikla kullanilan, doku ve organlarda toksisiteye yol acan,

deneysel nefrotoksisite, kardiyotoksisite ve hepatotoksisite gibi c¢alismalarda da



siklikla kullanilan bir antineoplastik ajandir (27). DOX’un sitotoksik etkilerini ¢esitli
molekiilleri ve sinyal yolaklarini hedef alarak, DNA baz ciftleriyle etkileserek ve DNA
iliskili enzimlere baglanarak gosterdigi belirtilmektedir (28). Ornegin DOX, adenozin
mono fosfat-aktive edilen protein kinazdan (AMPK) ¢esitli molekiiler sinyallerin
aktivasyonuna yol agarak Bcl-2/Bax oranini degistirebilmekte ve bu degisim

kaspazlarin aktiflesmesi beraberinde apoptozisle sonuglanabilmektedir (29).
DOX molekiiliiniin, hiicrelerdeki akibeti (30-32);

= Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) tarafindan indirgenerek

hidrokinon yapisina doniismek.

= DNA baz ciftleri arasina girerek Topoizomeraz II ve Helikaz’1 inhibe etmek,

DNA ve RNA proteinlerine baglanmak.

= Flavin iceren dehidrogenazlar sayesinde kararli serbest radikal {iriinlerine

doniismek.

= Demir ve bakir1 baglayarak reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasina yol agmak.
Fe"?- DOX + 0,— Fe™- DOX + O;

Fe™?- DOX + H,0, — Fe*®- DOX + OH + OH"

DOX’un Fe™ ile olusturdugu kompleks ve olusan diger oksijen radikalleri
hiicre i¢i tasinim sistemini engelledigi gibi hiicredeki katalaz ve GPx gibi hayati 6nemi
olan antioksidan savunma sistemlerini de baskilamakta ve lipid peroksidasyonlarina
neden olabilmektedir (30, 33). Giiclii bir sekilde enzimatik veya enzimatik olmayan
yollarla demir ve bakir1 baglayarak reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasina yol agan DOX
un, diger pek c¢ok dokuda oldugu gibi bobrek dokusu hiicrelerinde de yiiksek
sitotoksik etkilerinin oldugu, antioksidan sistemi baskiladigi, oksidatif stresi artirdig
ve hiicre apoptozisini tetikledigi belirtilmektedir (33). DOX'un insanlardaki kiimiilatif
dozu olan 450-500 mg/m? nin iizerinde bébrek, karaciger, kalp gibi ¢ogu doku ve
organlarda ciddi toksik etkilere neden oldugu rapor edilmistir (30, 32, 34).
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Sekil 2. Doksorubisin yapisi (Cuts’dan, 26)

4.2. Glutatyon, Kaspaz-3 ve NF-kB
4.2.1. Glutatyon ve Ilgili Enzimleri
4.2.1.1. indirgenmis/Yiikseltgenmis Glutatyon

Glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin), bitki ve hayvanlarda yaygin bir sekilde
bulunan bir tripeptiddir. Glutatyon, y-glutamilsisteinil sentetaz (GCL) ve glutatyon
sentetaz (GS) enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarla sentezlenir (Sekil 3) (35).

Sekil 3. Glutatyon sentezi (Galant'dan, 35)

Plazma diizeyleri birka¢ mikromolarken, karaciger ve bobrek gibi dokularda

birka¢ milimolar seviyelerindedir (36, 37).
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Glutatyonun indirgenmis (GSH) ve yiikseltgenmis (GSSG) sekli vardir. Diigiik
GSSG/GSH orani, oksidatif strese karsi korunmada esansiyeldir (38). GSH,
hidroperoksitlerin rediiksiyonunda elektronlarin vericisi olarak ve ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda niikleofilik bir ko-substrat olarak gorev yapmasiyla canlilarda
hayati 6neme sahiptir. Ayrica GSH, proteinlerin siilfidril gruplarinin indirgenmesinde
ve aminoasitlerin membranlardan tasiniminda onemli rolleri olan bir bilesiktir (39,
40).

Glutatyonun fonksiyonlarin1 yerine getirmede gorev alan GR, GPx, GST ve
GGT o6nemli rolleri olan enzimlerdir. Bu enzimler ve iligkili diger baz1 antioksidan

enzimlerin katalizledikleri reaksiyonlar Sekil 4'de 6zetlenmistir (39).

Ekstraselliiler

Alan GSH =— Dipeptidler GT

Aminoasitler

Sekil 4. Insan dokularindaki 6nemli antioksidan enzimler ve glutatyonla iliskisi
(Kinnula’dan, 39)
CuZnSOD (bakir-¢inko-SOD), MnSOD (manganez SOD), ECSOD (ekstraselliiler SOD),
CAT (katalaz), GPX (glutatyon peroksidaz), GR (glutatyon rediiktaz), GSH (indirgenmis
glutatyon), GSSG (yiikseltegenmis glutatyon), GST (glutatyon S transferaz), MRP
(Multidrug resistans protein), G6PD (glukoz-6- fosfat dehidrogenaz), yGT (gama glutamil
transpeptidaz), yGCS (gama glutamil sisteinil sentetaz veya glutamat sistein ligaz), yGS
(gamma glutatyon sentaz), GPxe (ekstraselliiler glutatyon peroksidaz).

CuZnSOD
MnSOD
ECSOD o
'Ug: > Hz()z @ > Hz‘)
/’\ GSH
2GSH GSSG ‘
Hiicre Ici Alan NADPH NADP I
G-6-P-D T
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4.2.1.2. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2), glutatyonun yiikseltgenmis seklini
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) bagimli olarak indirgenmis formuna
dontistiiren, flavoprotein yapisindaki antioksidan bir enzimdir (Sekil 5). GR, hiicresel
GSH diizeylerinin uygun seviyelerde tutulmasi agisindan GSH redoks dongiisii i¢in

esansiyel bir enzimdir. (41).

GR

GSSG + NADPH + HT » 2GSH + NADP™

Sekil 5. GR enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon
4.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9) 1957 ‘de Mills tarafindan kesfedilmis
bir enzim ailesinin genel adidir. GPx, basta karaciger ve eritrositler olmak tizere, kalp,
akciger, bobrek gibi pek ¢ok dokuda bulunmaktadir (42, 43). Lipid peroksitler, DNA
peroksitler gibi organik hidroperoksitlerin veya hidrojen peroksitlerin indirgenmesi
reaksiyonunu katalizlemektedirler (Sekil 6). Bu reaksiyonlarda indirgeme isleminde
elektron vericisi olarak GSH kullanilmaktadir. GPx’in katalizledigi bu reaksiyon,

hiicrelerin oksidatif hasara karsi korunmasinda esansiyeldir (43).

R-0-O-H + 2GSH — 2P R-O-H + GSSG + H,0

Sekil 6. GPx enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon

Ayrica GPx'in hidrojen peroksitinde dahil oldugu hidroperoksitlere etkili olan
selenyum bagimli ve hidrojen peroksit disindaki diger organik hidroperoksitlere etkili

olan selenyumden bagimsiz olmak tizere iki tiirii vardir (43).
4.2.1.4. Glutatyon S-Transferazlar

Glutatyon S-transferazlar (GST, EC 2.5.1.18), sitozolik, mikrozomal ve
membrana bagli formlarda bulunan antioksidan enzimlerdir. Coziilebilir formda GST-
alfa, kappa, mu, omega, pi, sigma, teta ve zeta olmak tizere 8 izoformdan olusur. GST-

a izoformu sadece bobrek proksimal tiibiillerinde bulunurken, GST-pi formu distal
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tubiler hiicrelerde bulunmaktadir. GST-a formunun nefrotoksisitede, akut bobrek
hasarlarinda erken bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (44, 45).
GST’ler toksinleri GSH ile konjuge ederek elektrofilik alanlarini notralize ederler ve

sudaki ¢oziiniirliiklerini arttirirlar (44).

GST’ler hiicresel detoksifikasyonda anahtar rol oynayan multifonksiyonel
enzimlerdir. Endojen ve eksojen kaynakli elektrofilik ve hidrofobik 0zellikteki
ksenobiyotiklerin GSH ile konjugasyonu reaksiyonunu katalizleyerek atilabilecek
sekle veya daha az toksik metabolitlerine doniisiimiinii saglayan faz II detoksifikasyon
enzim ailesindendirler. Olusan glutatyon konjugatlari, daha sonra merkapto biitirik
asite metabolize edilerek viicuttan atilmaktadir (44). Ozetle GST'ler karsinojenler,
terapotik ilaglar, ¢cevresel toksinler ve oksidatif stres tirtinlerinin detoksifikasyonunuda
biiyilk ©6nemi olan enzimlerdir (46, 47). Glutatyonun GST araciligiyla

ksenobiyotiklerle konjugasyonu sekil 7°de gosterilmistir.

SH S-K
0 0
; ~ - GST, [ C
H_WLNH NH__COOH + Ksenobiyotik (K) _>l[3N\(\)LN“/g(NH\/(OOII
COOH 0 COOH 0
Glutatyon Glutatyon-S-konjugati

Sekil 7. Glutatyonun GST araciligiyla ksenobiyotiklerle konjugasyonu
(Tozkoparan’dan, 47)

Literatiirde, GST’larin inaktive yapida inhibitér kappa B-NF-xB (IkB-NF«B)
halinde bulunan yapidaki, IkB'nin fosforilasyonunu saglayarak NF-xB sinyal yolagini
aktive ettigi, indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (iNOS) ve NO'in regiilasyonuna etki
ettigi yoniinde veriler elde edilmistir. Ayrica in vitro ortamda oksidatif sitrese karsi

koruyucu etkilerinin de oldugu belirtilmektedir (48).
4.2.1.5. Gama Glutamil Transferaz

Gama glutamil transferaz veya diger ismi ile gama glutamil transpeptidaz
(GGT, EC 2.3.2.2) hiicre membranlarinda bulunan, y—glutamiletilamid baglarini
hidroliz eden, ekstraselliller GSH yikimmin ilk basamagini katalizleyen, reaksiyon

sonucu sisteinil glisin olusan, ara {iriin temini sayesinde hiicre i¢i GSH sentezlerinin
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gerceklesmesi yoniinde etkileri olan bir enzimdir (49-51). Sekil 8’de gama glutamil

dongiisti 6zetlenmektedir.

GSH

Hiicre membram
-
rd

g Sitoplazma Gly <\ /fh- \H

Yeniden GSH Sentezi

Sekil 8. Gama-glutamil dongiisti (Sener’den, 51)
(GSH: Indirgenmis glutatyon, GGT: Gama-glutamiltransferaz, Glu: Glutamik asit, Cys
Gly:Sisteinilglisin, Cys:Sistein, Gly: Glisin).

GSH hiicre i¢ine direkt alinamadigi i¢in yapitaslar1 olan amino asitlere GGT
sayesinde pargalanir. Bobreklerde GGT enzimi, proksimal tiibiillerin firgamsi
kenarlarinda lokalize olmus bir enzimdir ve normal olarak idrarda bazal seviyelerde
bulunurlar. Plazma GGT diizeyleri akut tiibiiler nekrozda hiicre kayiplarindan dolay1
artar ve ayrica yiikkselmis GGT seviyeleri, proksimal tiibiiler hasarlariin bir

biyobelirteci olarak degerlendirilmektedir (45).
4.2.2. Niikleer Faktor Kappa B

Niikleer faktor kappa B (NF-xB) transkripsiyon faktorlerinin bilinen bes
proteininden birisidir. NFkB p60 ve p65’in heterodimer bir olusumudur. Niikleer
inhibitorii olan 1kB proteinleri tarafindan Go fazindaki hiicrelerin sitoplazmasinda
sentezlenir ve inaktif olarak bulunur. Sitokinler, radyasyon, cesitli antineoplastik
ajanlarla fosforilasyon veya ubikuitinasyon sonucu IkB’nin proteozom aracilikli

yikimina yol acarak NF-kB nin aktive olmasina neden olabilmektedir (52). NF-kB,
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ekzojen indiikleyiciler (lipopolisakkaritler) ve endojen indiikleyiciler (sitokinler,
interferon gama, tiimor nekroz faktér o (TNF-o) tarafindan aktive edilerek sitozolden
cekirdege gecer ve inflamasyon artar. Ayrica indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
gen ekspresyonunu da tetikleyebilmektedir. (53). NF-kB yolagi inflamatuar
mekanizmalar acgisindan 6nemli olarak ele alinmaktadir. Reaktif oksijen ve reaktif
nitrojen tiirlerinin olusumu mekanizmalarinin DOX ile uyarilmis toksisitelerde NF-xB
yolaginin aktifleserek inflamasyonun arttigit ve ayrica bu artisin hiicrelerin
apoptozisinde onemli oldugu diisiiniilmektedir (54). INOS ekspresyonunun
peroksizom proliferator-aktive reseptorleri ile iligkili oldugu, NF-xB gibi
transkripsiyonel faktorlerinin antagonisti olabilecegi belirtilmektedir. Ayrica NF-«B,
peroksizom proliferatoriinii aktive eden reseptoriini (PPAR) modifiye edici etkiye
sahip olabilmektedir (55).

4.2.3. Kaspaz-3

Hiicre 6limii, membrana bagli apoptotik cisimlerin ¢esitli etkilesimler sonucu
apoptozisi tetiklemesiyle veya membranin gegirgenliginin artmasi beraberinde
mitokondriyal bozulma sonucu olusan nekroz ile gerceklesmektedir. Kaspazlar,
apoptozisin baglatilmast ve uygulanmasinda gorev alan, sitozolik aspartat spesifik
sistein proteaz ailesinin Tlyelerindendir. Kaspazlarin aktivasyonu apoptozisin

uygulanmasinda merkezi bir rol oynar (56).

Kaspazlarin aktivasyonuyla ilgili iki temel yolak iizerinde yogunlagilmistir. Bu
yolaklardan biri hiicre yiizeyi 6lim reseptdr yolagi, digeri mitokondriyal baglatilan
yolak olarak nitelendirilmektedir. Mitokondriyal yolakta {i¢ genel mekanizma ile
apoptozisin tetiklenmekte oldugu belirtilmektedir. Bunlar sirasiyla, elektron
tasiniminin, oksidatif fosforilasyonun ve ATP sentezinin bozulmasi, mitokondride
bulunan ve kaspaz protein ailelerini aktive eden sitokrom-c gibi proteinlerin salinimi
ve hiicresel indirgenme-yiikseltgenme  potansiyelindeki  degisimler  olarak

siralanmaktadir (57).

Mitokondriyal yolakta kaspaz-9 un aktif formuna doniismesi ile kaspaz-3 de
aktiflesmektedir. Aktiflesen kaspaz-3 apoptozisin uyarilma mekanizmasinda ve

degerlendirilmesinde bir biyobelirteg olarak siklikta kullanilmaktadir. Ozellikle anti
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kanser ilaclarin etkileri ve kesifleriyle ilgili ¢alismalarda kaspaz-3 ve iliskili yolaklar

siklikla degerlendirilmektedir (57, 58).
4.3. Theanin
4.3.1. Theaninin Yapisal Ozellikleri

L-Theanin (2-amino-4- (etilkarbamoil) biitirik asit; y-glutamiletilamid, 5-N-
etilglutamin, y-glutamil-L-etilamid, y-etilamino-L-glutamik asit, C;H14N203), 174.20
Da molekiil agirhginda, ¢ay tiirlerinde bulunan en 6nemli serbest amino asittir (2).
Kimyasal yapist (Sekil 9) ndrotransmitter glutamat ve gama amino butirik asit
(GABA) ile benzerlik gosterir. Glutamatin karboksilik ucu ile bir etil grubun takip

ettigi diger bir amino grubun modifikasyonuyla L-theanin olusmaktadir (5).

o
Il
NH,

Sekil 9. L-theaninin kimyasal yapisi

L-Theanin, Xerocomus badius mantar1 hari¢ genel olarak Camellia cinslerinde,
Ozellikle ¢ay tiretiminde kullanilan C. Sinensis var. sinensis ve C. sinensis var.
Assamica, C. japonica ve C. sasanqua tiirlerinde bulunmasiyla dogadaki essiz bir
amino asit olarak nitelendirilmektedir (3, 59). 1949 yilinda Sakato tarafindan yesil
cayda kesfedilmistir ve 1964 yillart itibariyle de besin takviyesi olarak
kullanilmaktadir (2).

Cay yapraginin kuru agirligim % 1-3 kadar1 ve ¢ayda bulunan serbest amino
asitlerin % 50 kadarmi theanin olusturur. Theanin miktar1 yiiksek olan gaylar daha
pahali ve degerlidir. Caydaki theanin miktarinin, giines 1sinlarina maruz kalma
stiresiyle ters orantili oldugu belirtilmektedir. Az giines alan iklimlerde katesin
konsantrasyonlarinin  diisiik, theanin konsantrasyonlarinin daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir (3). Baros ve ark. (60) theanin miktarlarin1 beyaz, yesil, oolong ve
siyah ¢ayda sirastyla 6.26, 6.56, 6.09 ve 5.13 mg/g olarak tespit etmislerdir. Alasalvar
ve ark. (61) 100 g instant siyah cayda yaklasik 500 mg theanin tespit etmiglerdir. Diger
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bir calismada demlenme siiresine bagli olarak bir kupa (200 mL) ¢ayda yaklagik 25
mg theanin bulundugu belirtilmistir (61).

Theanin, 0 °C'de 1/3 oraninda, 100 °C'de 1/8 oraninda suda ¢oOziinebilme
potansiyeliyle yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir. Fakat etanol, metanol ve kloroform gibi
coziiclilerde ¢oziinmez. Asidik durumlarda (pH= 3.0-6.6) yiiksek oranda stabildir.
Sicak sivi titketim diizeylerinde (6rnegin 121 °C'de 5 dk. .) yikima ugramadigi,
modifiye olmadigi belirtilmektedir (59, 62).

Caydaki umami tat theanin kaynaklidir ve cayimn kalitesiyle theanin miktari
dogru orantilidir. TIR1 + TIR1 umami tat reseptorleri iizerinden umami tadin

algilanmasina sebep olur (3, 63).
4.3.2. Theanin Biyosentezi, Farmakokinetigi ve Metabolizmasi

Theaninin 6zellikle ¢ay bitkilerinde glutamattan ve etilaminden, magnezyumlu
bir enzim olan theanin sentetaz (L-Glutamik Asit: Etilamin Ligaz, EC 6.3.1.6) enzimi
tarafindan katalizlenen reaksiyonla sentezlenmektedir (64). Bitkinin kotiledonlarindan
kok, govde ve yapraklarma kadar tiim kisimlarinda sentez gergeklesebilmektedir.
Olgun bir ¢ay bitkisinde kotiledonlardan ziyade kok kisimlarinda daha fazla theanin
sentetaz geni (TSy, TS,) transkripsiyonu goriiliir. Bitkinin besin kanallar1 olan floemler
ve su kanallar1 olan ksilemler araciligiyla tasiilarak olgunlagmis yapraklarda depo
edilir (3, 65). Theanin konsantrasyonu, bitkinin germinasyonundan sonra 60 giin
boyunca artar. Olusan yogun konsantrasyon veya magnezyum eksikligi gibi
durumlarda theanin hidrolaz (ThYD) enzimi aracilifiyla yikilarak glutamik asit ve

etilamin iriinlerine yikiminin basladig: belirtilmektedir (62, 66).

Sentetik olarak genellikle insanlar icin patolojik veya toksik olmayan
Pseudomonas nitroreducens ve Bacillus amyloliquefaciens tiirlerinden elde edilen
glutaminaz enzimi ile besin kaynakli etilamin ve L-glutamin' den suntheanin adi da
verilen sentetik theanin iiretilebilmektedir (59, 65). Mikrobiyal enzimlerle L-theanin
biyotransformasyonu ¢aligmalarinda enzim olarak GGT ve Glutaminaz, y-glutamil
vericisi olarak glutamin ve alici substrat olarak etilamin kullanilmaktadir (67). Sekil

10'da L-theanin’in muhtemel sentez yolu gosterilmistir (68).

Theanin, oral yolla alindiginda ince bagirsaklardan Na® beraberinde

emilmektedir. Ayrica metiyonin tasiyict transport sistem tarafindan da
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emilebilmektedir. Theaninin hidrolizasyonu biyiikk ol¢iide bobreklerdeki fosfat
bagimsiz glutaminaz enzimi ile gergeklestigi, reaksiyon sonucu glutamik asit ve
etilamin triinlerine doniistiigii belirtilmektedir. Daha sonra olusan metabolitlerin kan

diizeylerindeki seviyelerinin yiikselmesiyle idrarla atilabilmektedir (68, 69).

OH

NH,
L-Alanin

Alanin Dekarboksilaz
€O arp ADP + Pi
NH; / OH

- o)
HO OH K
\[(\/\lr . /\NHQ - s HN_/
o 0 Theanin Sentetaz H,N
Etilamin

Glutamik Asit 0

Theanin

Sekil 10. Theaninin muhtemel sentez yolu (Unno’dan, 68)

Theanince zengin (25-100 mg theanin igeren) bir c¢ayin tiiketilmesi akabinde
absorbsiyon ve emilimin yarilanma zamaniin 15-65 dk. . igerisinde gergeklestigi
belirtilmektedir. Bu dozda theanin almimi sonrast maksimum plazma
konsantrasyonunun 1.0- 4.4 mg/L araliginda, bu konsantrasyona ulasma zamaninin
ise 30-50 dk. . ile 2 saat araliginda oldugu gosterilmistir (70). Theaninin plazma

klerensi ise 24 saat kadar siirmektedir (59).

Theaninin glutaminle benzer metabolik akibete ugradigi belirtilse de,
hipertansif ratlarda glutamin verilen grupta bir farklilik g6zlemlenmezken, theanin
verilen grupta hipotansif etki gézlemlenmis, bu noktada theaninin glutaminden farkli
etkilerinin olabildigi ortaya konmustur (4). Sekil 11'de L-theanin, L-glutamat ve L-

glutaminin kimyasal yapilar1 karsilagtirmali olarak gdsterilmistir (71).
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L-Theanin L-Glutamat L-Glutamin

Sekil 11. L-theanin, L-glutamat ve L-glutamin’in kimyasal yapilar1
4.3.3. Theanin Kullanimi ve Biyoaktif Etkileri

Kesfinin ardindan 1964 yilinda Japonya Saglik ve Refah bakanlig: tarafindan
theaninin besin katkis1 olarak kullanilabilecegi Onerilmistir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde FDA (Gida ve Ilag Idaresi) ya gére L-theanin; “Genellikle Giivenilir
Tanimnan” (GRAS) FDA referansiyla da toksik olmayan bilesik olarak tabir edilerek
besin takviyesi olarak satis1 onaylanmustir. Ozellikle yesil ¢ay tiiketimi tarihi ve genis
kullanim alanlar1 da g6z oOniine alindiginda, L-theaninin herhangi bir diyet
siirlandirilma onerisi kaydedilmemistir (59). Taiyo Kagaku 1999 yilinda mikrobiyal
enzimlerle L-theanin iiretmesiyle Japonya Besin Bileseni Arastirma 6diilii almistir

(59).

L-theaninin toksik veya yan etkilerinin olup olmadigiyla ilgili, 2016 yilinda,
deney hayvanlari {izerinde yapilan bir calisma gerceklestirilmistir. Bu ¢alismaya gore
L-theanin, viicut kiitlelerine gore; 0 mg/kg, 1500 mg/kg, 3000 mg/kg ve 4000 mg/kg
dozlarla disi ve erkek sicanlarin giinliik diyetlerine eklenmis, 13 hafta bu uygulamaya
devam edilmistir. Bulgularima gore; davranislarda, morbiditede, mortalitede, viicut
agirliginda, besin alimmi ve verimliliginde, organ kiitlelerinde kimyasal veya
histopatolojik herhangi bir yan etki veya toksisiteye rastlanmadigi belirtilmistir (62).
Insanlarda oral olarak 2000 mg/kg/giin dlgiisiinden fazla L-theanin alindiginda yan
etkilerin gdzlemlenebilecegi bildirilmistir (72). Ayrica theaninin Sliimciil dozunun
ortalama Sg/kg oldugu belirtilse de literatur verilerinin bu g¢ergcevede zayif kaldigi

ifade edilmistir (62).

Tiirkiye cay tliketiminde lider durumda olmasima ragmen theanin ile ilgili
calismalar oldukca kisithidir. Ulusal tez merkezi taramasinda theanin ile ilgili bir

yiikseklisans ve bir doktora tezi mevcuttur. Yiiksek lisans tezinde dogrudan theanin
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degil, giinde 5 fincan siyah c¢ay tiikketimi saglanarak arastirma yapilmis, yani
polifenoller gibi cayda bulunan tiim igerikler tiiketilmis, bunula birlikte antioksidan
kapasitede onemli artis, MDA ve oxLDL seviyesinde Oonemli diisiis goriilmiistiir.
Plazma serbest amino asit miktarinda da c¢ay tiiketen grupta 6nemli oranda artig
gbzlemlenmistir. Gida alaninda yapilan doktora tez ¢alismasinda ise “Cay islemede

teanin miktarmin degisimi” baslikli konu incelenmistir (73).

Tablo 1. L-Theaninin biyoaktif etkileri (1, 65, 75-77)

Ozellik

Etki

Rahatlatic1 (Antidepresan)

Hafiza ve Konsantrasyonu
Artirict

Antioksidan

Immiin sistemi gii¢lendirici

Antiinflammatuvar
Antikanserojen
Kemoterapétik ilaglarin
Etkinligini Artirict
Vazodilator
Antilipidemik

Antihipertansif

Seratonin diizeyini arttirici
Akut stresi baskilayici

GABA benzerligi ile norotransmitter,

Hafiza gii¢lendirici, Noéroprotektif

Lipid peroksidasyonunu ve LDL oksidasyonunu
azaltici, GSH seviyesini arttirici

Grip vb. soguk alginliklartyla ilgili hastaliklarin

gelisimine kars1 koruyucu
Immiin globulinleri arttiric1
IL-6 seviyesi azaltici, IL-10 seviyesi arttirici

Gogiis, kolon, karaciger ve prostat kanser

hiicrelerinde apoptozisi stimiile edici

Glutamat tastyicilarini inhibe edici etki glutamattan
GSH sentezinin inhibisyonu

ERK/eNOS yolagi iizerinden NO {iretimini arttirici
Serum kolesterol seviyesi diistiriicii

Tansiyon seviyesini diisiirticii

Theaninin etkilerinin incelendigi in vivo ve in vitro pek ¢ok ¢aligsma literatiirde
mevcuttur. Son yillarda ¢ayda bulunan en 6nemli serbest aminoasit olan theaninin
basta rahatlatma etkisi olmak iizere, zihinsel performans, uyku kalitesi, duygusal
durum, kanser, obezite ve kardiyovaskiiler hastaliklar iizerine etkilerinin incelendigi
caligmalar gergeklestirilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir (3, 74). Tablo 1'de L-

Theaninin biyoaktif etkileri 6zetlenmistir.

21



4.3.3.1. Beyin Uzerine Etkisi

Eski c¢aglardan beri ¢ayin rahatlatict etkisinin oldugu bilinmektedir. Beyin
dalgalar1 arasinda rahatlama hissi veren a-dalgalarinin, theanin araciligiyla aktive
edilerek artirildigi, dolayisiyla cayin bu rahatlatici etkisini igerdigi theanin amino asidi
vasitasiyla gerceklestirdigi, tam mekanizmasi bilinmemekle beraber ortaya konmustur.
Theaninin zihinsel ve fiziksel rahatlatma, algiy1 ve bilinci gelistirme, duygu durumu
ve konsantrasyonu artirict etkilere sahip oldugu belirtilmektedir (59, 74). Uyumadan

once 200 mg theanine almanin uyku kalitesini de arttirdig1 belirtilmektedir (72).

Antidepresan tedavilerde sabah ve aksam 200 mg olmak iizere giinde 400 mg
theanin kullanilmasi onerilebilmektedir (78). Theaninin yiiksek dozlarinin kafeinin
beyindeki uyarici etkisini inhibe ettigi, kafein ile uyarilmis uyku bozukluguna negatif
yonde etki ettigi, theanin ile kafeinin antagonist davrandigi ileri stiriilmistir (79).
Diger taraftan theanin, kafeinle kombine edilerek tiiketildiginde konsantrasyon ve algi
durumunun yiikseldigi, kafeinin uyku bozukluklarina yol acan uyarici etkisinin
azaldig1 rapor edilmistir (80). Konvansiyonel uyku haplarinin aksine, theanin sedatif
degildir. Uyku diigkiinliigli olmadan rahatlatici etkisini gosterebilmekte ve anksiyoliz

tizerinden kaliteli uykuyu indiikleyebilmekte oldugu ileri siirtilmiistiir (81).

Kan-beyin bariyerini gecebilen theanin, beyinde dopamin, seratonin ve GABA
tiretimini arttirmaktadir (82). GABA-(A) reseptoriiyle etkileserek néron koruyucu
etkisini gostermektedir. Bir GABA-(A) reseptor antagonisti olan Bicucullinenin,
theaninin noroprotektif etkisini inhibe edebildigi, bir glutamat dekarboksilaz enzim
inhibitorli olan 3-merkapto propiyonik asitin ise theaninin noroprotektif aktivitesine
etki etmedigi gosterilmistir (83). Theaninin glutamik asitle yapisal benzerliklerinden
dolayr beyinde L- glutamik asitin baglandig1 glutamat reseptorlerini blokladigi ve bu
sayede kortikal noron uyarilarimi inhibe ederek stres azaltici etkinligini gosterdigi

diistiniilmektedir (84).

Theaninin serebral iskemiyle indiiklenen hafiza zayifligim1 engelledigi,
norotoksin ile uyarilmig Parkinson hastaligi gelisiminde koruyucu etkisinin oldugu,
hipokampus CA1 alanindaki ndronal hiicre 6liimlerini inhibe ettigi yoniinde bulgular
mevcuttur (62, 75, 85). Ayrica theaninin, sizofreni ve sizoefektif bozuklugu olan

hastalarda aktivite ve endise semptomlarini hafifletip rahatlattigi belirtilmektedir.

22



Hipokampusde beyin tiirevli norotrofik faktorii (BDNF) uyardigi, N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptoriine yarigmali baglandigi, boylece antidepresan etkisinin oldugu ve

antipsikotik etkiyle benzer bir etki gosterdigi belirtilmektedir (86, 87).
4.3.3.2. Antioksidan, Antiinflamatuvar, Antifibrotik ve Antinekrotik Etkileri

Son zamanlarda yapilan pek ¢ok ¢alismayla koruyucu etkileri ve bu etkilerin
molekiiler mekanizmalar1 ortaya konulmaya calisilan theaninin 6zellikle karaciger
dokusunda antioksidan kapasiteyi artirict yonde 6nemli etkilerinin oldugu gostermistir
(62). Theaninin hepatositlerde antioksidan sistemin en Onemli bilesenleri olan
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, GR aktivitelerini ve GSH seviyelerini artirarak
koruyucu etkinlik gosterdigi, hiicreleri apoptozdan korudugu ve lipid peroksidasyon
iiriinii olan MDA diizeylerinin toksik grubu oranla theanin verilen grupta ¢cok daha
diisiik seviyelerde oldugu rapor edilmistir (88). Ayrica theaninin, karaciger
hiicrelerinde doku biiylime faktorii-beta (TGF-), bag dokusu biiylime faktori (CTGF)
kapasitesini azaltarak ve matriks metaloproteinaz 13 (MMP-13) enzimini

aktiflestirerek antioksidan ve antifibrotik 6zellik sergiledigi distiinilmiistiir (89).

Theaninin antiinflamatuar ve antinekrotik ozelliklerinin ise oksidatif stres ile
uyarilmis hiicre 6liimiine yol agan NFxB yolagini inaktive ederek interlokin-6 (IL-6)
gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimini inhibe ve antiinflamatuar 6zellikteki 1L-10
diizeyini artirarak gergeklestirdigi yoniinde veriler mevcuttur (89). Bu veriler 1s18inda
L-theaninin muhtemel antifibrotik, antinekrotik ve antiinflamatuar etkilerinin oldugu

diistiniilmekte ve bu kapsamlarda literatiir ¢alismalar1 devam etmektedir.
4.3.3.3. Iimmiinsistem Uzerine Etkileri

Literatiirdeki ¢esitli caligmalar, c¢ay tiiketiminin hastaliklara kars1 viicut
direncinin gelisimi agisindan olumlu katkilarinin oldugu yoniinde veriler ortaya
koymustur. Theaninin yikim {irinii olan ve peptid yapisinda olmayan etilaminin
immiinsistem elemanlarindan gama-delta T hiicrelerini aktive etmesi sebebiyle,
immiinsistemin gliclenmesinde rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ayrica theaninin
yine gama delta alt tipi olan T hiicrelerini destekleyerek kanser gelisimini onlemede

rol oynayabilecegi belirtilmektedir (62, 90).

Deney hayvanlari {izerinde yapilan bir ¢alismada L-sistin ve L-theaninin

primer immiinizasyondan once 14 giin boyunca kombine edilerek uygulanmasiyla

23



serum antijen spesifik IgG ve IgM diizeylerinde artis oldugu, 24 aylik yash fareleri

influenza viriisii enfeksiyonuna karsi korudugu rapor edilmistir (91).
4.3.3.4. Tiimér Hiicreleri Uzerine Etkileri

Timor hiicreleri ve bu hiicreler lizerinde kemoterapdtik ajanlarin etkinlikleri
kapsaminda theanin ile ilgili pek ¢ok in vivo ve in vitro calisma gergeklestirilmistir.
Temel olarak theaninin, antikanser ilaglarinin tiimoral bolgedeki akiskanliklarini

azaltarak timor kiitlesinin gelisimini engelleyici yonde etki ettigi belirtilmektedir (5).

Theaninin tiimor hiicrelerinde DOX gibi kemoterapi amaglh kullanilan ajanlarin
akiimiilasyonunu saglayarak bu ajanlarin etkinliklerinin artmasini da saglayabildigi
bildirilmektedir. Oyle ki theaninin, tiimor hiicresindeki ilag etkisini ii¢ kata kadar
arttirdig1 rapor edilmistir. Theaninin bu etkisini, hiicrelerdeki glutamat tasiyicilarin1 %
15 oraninda inhibe ederek hiicre disi alanda glutamat seviyelerini yiikselttigi ve
bdylece DOX gibi antitiimdr 6zellikteki ajanlarin etkinliginin uzun siirmesini sagladigi
belirtilmektedir. Kanser hiicrelerinin aksine theanin, diger normal hiicreleri
antioksidan etkileriyle kemoterapoétik ajanlarin zararlarindan korudugu, bu etkisini ise
hiicresel GSH seviyesini artirarak gerceklestirdigi ileri siiriilmistiir (5-7). Benzer bir
calismada theaninin tiimor hiicrelerinde glutamat transportunu inhibe etmek suretiyle
hiicre ici GSH seviyelerinde azalmalara yol actifi, normal hiicrelerdeyse glutamat
reseptorlerine baglanmasiyla antikanser ilaglarin akiskanlhigini artirarak koruyucu

etkinlik gosterdigi ifade edilmektedir (76).

Yapilan diger bazi calismalarda theaninin gogiis (MCF7), kolon (HT29),
karaciger (HepG2) ve prostat (PC-3) kanser hiicre serilerinde hiicre oliimlerini
indiikledigi gézlemlenmistir. Yine theaninin in vivo ve in vitro ortamda insan akciger
kanser hiicresi A549 ve l6semi K562 hiicre serilerinin biiylimesini inhibe ettigi

yoniinde veriler elde edilmistir (62, 76).
4.3.3.5. Obezite ve Kardiyovaskiiler Hastahklar Uzerine Etki

Hiperkolesterolemi, obezite, oksidatif stres beraberinde lipid peroksidasyonlari,
hipertansiyon, artmis kan basmci ve endotel disfonksiyonu kardiyovaskiiler hastalik
gelisimi i¢in 6nemli risk faktorlerindendir. Cayda bulunan temel bilesenlerden olan
theaninin, kafein ile kombine edilerek uygulandigi bir ¢alismada deney hayvanlarinda

kilo artisinin ve yag akiimiilasyonunun baskilandig1 belirtilmektedir. Theanin,
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kolesterol peroksidasyonunu engelledigi, ayrica besin alinimini azaltict etkisinin
oldugu, bu ¢alisma kapsaminda ileri stiriilmiistiir (92). Yine bagka bir ¢alismada insan
ve deney hayvanlarinda theaninin serum kolesterol diizeylerini azalttigi, bu etkisiyle
obezite ve kalp hastaliklar1 gelisimini engelleyici yonde etkilerinin olabilecegi rapor
edilmistir (77, 92). Son yillarda yapilan epidemiyolojik ve klinik ¢alismalara gore
diizenli olarak yesil veya siyah ¢ay tiiketiminin Onemli Ol¢iide kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisim riskini azaltict yonde etkilerinin olabilecegi ifade edilmektedir.
Ayrica Kalp damar sagliginin korunmasi agisindan theaninin ¢ayda bulunan énemli bir

biyoaktif bilesen olarak degerlendirilebilecegi belirtilmektedir (93).

Theaninin hipertansif ratlarda kan basincini 6nemli ol¢lide diisiirdiigii, ayrica
kafein tarafindan indiiklenen tansiyon artisin1 inhibe ederek damar sagligini koruyucu
etki gosterdigi belirtilmektedir. Ayrica serebral iskemi reperfiizyon hasarlarinda da

koruyucu etkisi oldugu yoniinde bulgular elde edilmistir (93, 94).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg

Tablo 2. Kullanilan cihazlar, aletler, kimyasallar ve malzemeler

Biyokimya Tiipleri (BD Vacutainer)
Buzdolabi (+4 °C) (Argelik, Vestel)
Calkalayici (IKA- ultra turrax T 18)

Derin Dondurucu (-20 ve -80 °C) (Thermo Electron Corp. Farma -86C ULT Freezer)

Doksorubisin (Hidroklorid) (Cayman,15007)

EDTA’h Tipler (Vacutest Plast)
ELISA yikayicist (Biotek ELx 50)
Etiiv (Galenkamp)

Hassas Terazi (Mettler Toledo AB 204-S)

Homojenizator (IKA- ultra turrax T 18)
Isik mikroskobu (Olympus BX-51, Olympus, DP 71)
L-Theanin (N-Etil-Lglutamin) (Chem-Impex Intl, Inc. Kn:14293, Chicago, ABD)
Manyetik karistirict (Ikamagrh)

Metafosforikasit (Sigma-Aldrich)

Mikroplaka okuyucu (Moleculerdevices Versa Max)

Mikrotom
Otoanalizor

Otomatik pipetler

(Leica RM2255, Japonya)
(Becman Coulter AU5800)

(Socorex, Isolab, Ependorf)

pH Metre (Hanna Instuments pH211)
Pipet Uglar1 (ExPell, Axygen)
Saf Su Aritma Cihazi (Kros)

Santrifiij (sogutmalr) (Centrifuge 5810, Beckman Coulter, Allegra 64R)
Santrifijj tiipleri (1,5 mL) (Isolab)
Sican terazisi (Kern-Sohn-GmbH, PCB-800-1)

Tartim Aleti (Tanita Body Composition Analyzer, TBF-300)

TEAM reagent
Trietanolamin

Vorteks

(Sigma-Aldrich)
(Merck)
(IKA® Vortex, Genius 3)
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Tablo 3. Kullanilan ticari Kitler

Kit Adx

Marka, Uriin Kodu, Sehir, Ulke

Caspase-3 Kiti

Gamma Glutamil Transferaz 1 Kiti
Niikleer Faktor Kabba B Kiti
Glutatyon Kiti

Glutatyon Peroksidaz Kiti
Glutatyon S-Transferaz Kiti
Glutatyon Rediiktaz Kiti

In situ cell death detection kit pod

(Elabscience, E-EL-R0160, Teksas, ABD)
(Elabscience, E-EL-R0404, Teksas, ABD)
(Elabscience, E-EL-R0674, Teksas, ABD)
(Cayman,703002, Michigan, ABD)
(Cayman, 703102, Michigan, ABD)
(Cayman, 703302, Michigan, ABD)
(Cayman, 703202, Michigan, ABD)
(Roche, 11684817910, Berlin, Almanya)

Kan Ure Azotu (BUN) Kiti Becman Coulter, OSR6134, Kaliforniya, ABD
Kreatinin Kiti Becman Coulter, OSR6678, Kaliforniya, ABD
5.2. Yontem

5.2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu ¢alisma, Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya

Anabilim  Dali’nda, “L-Theaninin = Doksorubisin  Uygulanan  Sicanlardaki
Nefrotoksisite Uzerine Etkilerinin Incelenmesi” isimli TUBITAK destekli (Proje No:
216Z025) projedir. Calismanin etik kurul onayr alinmistir (Karadeniz Teknik
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hayvan Deneyleri Etik Kurulu, toplanti no: 2016/08, tarih:

21/06/2016, dosya no: 2016/26; Bkz. Ek1: Etik Kurul Onay Belgesi).

Calismada 32 adet 2-4 aylik, 300-400 g agirhginda, Sprague Dawley erkek
sican kullamldi. Sicanlar, Karadeniz Teknik Universitesi, Cerrahi uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilip yine ayn1 yerde deneyler i¢in oda sicaklifinda 12
saat karanlik, 12 saat aydinlik ortam (giindiiz 07:00- 19:00 aydinlik) saglanarak
barindirlldi. Tiim gruplara standart sigan yemi ve igme suyu ad libitum olarak

verilmistir. Deney gruplari resim 1'de gosterildigi gibi barimdirilmistir.
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Resim 1. Deney hayvanlarinin barindirilmasi
Sicanlar rastgele 4 gruba ayrilds,

1. grup: Kontrol grubu (n=8); uygulamalarin paralelinde ayn1 miktarda intraperitonal

enjeksiyon (i.p.) ile serum fizyolojik uygulanan,

2. grup: Saglikli Theanin grubu (n=8); 5 giin siiresince i.p. olarak 200 mg/kg/giin

theanin uygulanan,

3. grup: DOX grubu (n=8); doksorubisin (20 mg/kg, tek doz, i.p.) uygulanan,

4. grup: DOX + Theanin grubu (n=8); doksorubisin (20 mg/kg, tek doz, i.p.) ve 5 giin
siiresince 1.p. olarak 200 mg/kg/giin theanin uygulanan grup.

5.2.2. Doksorubisin ve L-Theanin Uygulanmasi

Calismamizda deneysel nefrotoksisite meydana getirmek i¢in antrasiklin
ailesinden bir antineoplastik ajan olan DOX uygulandi. Agirliklar: tartilarak belirlenen
3. ve 4. gruplardaki sicanlara deneyin baslatildig: ilk giin tek doz olarak 20 mg/kg

serum fizyolojikte ¢oziinmiis DOX ip. olarak verildi (Resim 2). Calismamiz
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kapsaminda doksorubisin tercih edilme sebebi, kanser kemoterapisinde siklikla

kullanilmasi ve bobrek dokusuna da dnemli toksik etkilerinin olmasidir.

Bobrek dokusu iizerine etkilerini arastirdigimiz L-theanin, serum fizyolojikte
coziilerek, DOX uygulamasi ile ayni zamanda uygulanmaya baslanmis, 5 giin

stiresince 200 mg/kg/giin dozunda i.p. olarak verilmistir.
5.2.3. Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Uygulamanin 6. giiniinde si¢anlara ketamin (75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg)
i.p. olarak uygulandiktan sonra anestezi altinda etik yonergelere uygun sekilde
dekapite edilerek kan 6rnekleri, bobrek dokusu ve diger dokular1 alinmistir. Gruplarin
sol Bobrek dokularinin bir kismu histolojik ve patolojik c¢aligmalar igin formaldehit
soliisyonunda tespit edildi. Antikoagulansiz tiiplere alinan kanlar, 3000 rpm’de 10 dk.
. santrifiij edilerek serum numuneleri elde edildi. EDTA'l tiiplere alinan kanlar 1000 g
de 15 dk. . santrifiij edilerek plazma elde edildi. Serum BUN ve kreatinin seviyeleri
ayni giin calisildi. Kitler ile ¢alisilacak biyokimyasal parametreler i¢in kan (serum
veya plazma) ve doku numuneleri -80 °C de saklandi. Ancak glutatyon tayini i¢in
kullanilacak numuneler kit protokoliine uygun olarak deproteinize edildikten sonra -20
°C’de saklandh.

Calismamiz kapsaminda 6.giinde deney hayvanlarindan alinan bobrek

dokularinin goriiniimii Resim 3'de gosterilmistir.
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Theanin

DOX + Theanin

Resim 3. Deney gruplarinin bobrek dokularinim alinmadan 6nceki goriiniimii
5.2.4. BUN ve Kreatinin Parametrelerinin Belirlenmesi

BUN ve Kreatinin degerleri Karadeniz Teknik Universitesi Farabi Hastanesi,
Rutin Biyokimya Laboratuari’nda Becman Coulter Otoanilizor (Kaliforniya, ABD)
kullanilarak degerlendirildi. Siganlardan alinan serum numunelerinde orijinal Becman
Coulter kitleri kullanilarak kolorimetrik olarak olgiildii. Sonuglar mg/dL cinsinden

verildi.
5.2.5. Doku Protein Seviyelerinin Belirlenmesi

Aragtirilacak parametrelerin, kit protokollerine gore farkli yontemlerle elde
edilen bobrek dokusu homojenatlarinda Bradford yontemi ile protein tayini yapildi
(95). Bu yontem fosforik asitli ortamda Coomassie Brillant Blue G250 nin proteinlere
baglanmasi ve olusan mavi renkli kompleksin 600 nm’de maksimum absorbans

vermesi esasina dayanmaktadir.
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Kullanilan Cozeltiler:

1. Bradford Reaktifi: 10 mg Coomassie Brillant Blue G-250 5 mL % 95’lik
etanolde ¢oziildii, iizerine 10 mL % 85°lik H3PO,4 eklendi. Son hacim 100 mL’ye

tamamlanda.

2. Standart Cozeltiler: Albiimin (BSA:Bovin serum albumin) standartlar1 1,
0.9,0.8,0.7,0.6,0.5,0.4, 0.3, 0.2, 0.1, 0.05 mg/mL’lik konsantrasyonlarda hazirlandi.

Deneyin Yapilist:

Eluatlardaki protein konsantrasyonlarini belirlemek igin, 100 pL Bradford
Reaktifi ve 10 pL numune alindi. Bu miktarlar mikroplakaya yiiklendikten sonra
pipetaj yapilarak karistirildi. Mikroplaka okuyucu ile 600 nm’de absorbanslar okundu.

Protein konsantrasyonlart mg/mL olarak hesaplandi.

Her doku homojenatinda ayri ayri protein tayini yapildi. Stardart grafikleri
Sekil 12-15'lerde gosterilmektedir.
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Sekil 12. Doku MDA diizeyi igin protein standart grafigi

31



0,9

0,8
€07
o 0,6
— 0,5
04
S 0,3
0,2
0,1
0,0

bans

y =0.972x
R2=10.99

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Konsantransyon (mg/mL)

Sekil 13. Doku GGT1, Kaspaz-3, NF-«B diizeyi i¢in protein standart grafigi
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Sekil 14. Doku GPx aktivitesi igin protein standart grafigi
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Sekil 15. Doku GR ve GST aktiviteleri i¢in protein standart grafigi

5.2.6. Histopatolojik Incelemeler
5.2.6.1. Isnk Mikroskobu I¢in Dokularin Hazirlanmasi ve Kesitlerin Ahmmasi

Dokularin takip, kesit alma ve boyama islemlerinin tiimii KTU Tip Fakiiltesi
Patoloji ve Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuarlari’nda gerceklestirildi.
Calisma sonunda gruplara ait tiim ratlarin (deney ve kontrol gruplarina ait) bobrek
dokularmin yaklasitk ayni kisimlarindan alinan doku Ornekleri histopatolojik
degerlendirme yapilmasi i¢in % 10’luk ndtral formaldehit soliisyonu iginde 48 saat
tespit edildi. Dereceli alkol serilerinden gegcirilerik dehidrate edildi. Xylen’de
seffaflagtirildi ve parafinde bloklandi. Hazirlanan parafin bloklar mikrotom (Leica
RM2255, Japonya) ile 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesit almman dokular lam
lizerine alindiktan sonra H&E boyamasi i¢in zembile yerlestirildi. Ornek 1 saat 58
°C’de etiivde bekletildi parafin eridikten sonra H&E ile boyandi. Genel histopatolojik
yapinin degerlendirilmesi i¢in H&E ile boyandi.

Gruplara ait bobrek dokularinin preparatlarinin degerlendirilmesinde Olympus
BX51 (Olympus, Tokyo, Japonya) mikroskop kullanildi. Elde edilen bulgular 1sik
mikroskopa adapte kamera atagmani (Olympus DP71; Olympus, Tokyo, Japonya) ile
farkli biiyilitmelerde fotograflandi.
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5.2.6.2. Histopatolojik Islemler

Histopatolojik incelemeler alaninda uzman histolog ve patolog tarafindan farkl

parametrelerin degerlendirilmesiyle 2 farkli yontemle gerceklestirildi.

KTU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda gergeklestirilen incelemede,
biitin preparatlar tedavi gruplarindan haberdar olmayan bir patolog tarafindan
degerlendirildi. Bobrek hasari; kesitlerde saptanan fokal glomeriiler nekroz, Bowman
kapstil dilatasyonu, tiibiiler epitelyal dejenerasyon, tiibiiler epitelyal nekroz, tiibiiler
dilatasyon, intertisyal inflamatuvar infiltrasyon ve konjesyona gore asagidaki skalaya
uygun olarak skorlandi (96).

0= hasar yok;

1= (<25% hasar) fokal, hafif degisiklikler;

2= (25-50% hasar) multifokal, belirgin degisiklikler;
3= (50<% hasar) yaygin belirgin degisiklikler.

KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda alaninda uzman
histolog tarafindan da ayrica incelemeler gerceklestirildi. Bu kapsamda bobrek
dokularimin degerlendirilmesinde; korteks ve dig mediiller alan esas alindi. Skorlama
icin preparatlar X400 biiylitmede 10 farkli alan gozden gecirilerek degerlendirildi.
Bobrek kesitleri Bowman boslugunda dilatasyon (genisleme), tubul epitel hiicrelerinde
vakuolizasyon, tiibiill epitel hiicrelerinde dejenerasyon, intratubuler hyalin birikimi ve
intertubuler vazokonjesyon agisindan histopatolojik olarak degerlendirildi ve 0-4

arasinda derecelendirilerek skorlama gergeklestirildi.
Skorlamada;

0= Normal bobrek (hasar yok)
1= minimal hasar (<25% hasar)
2= hafif hasar (25-50% hasar)
3= orta hasar (50-75% hasar)
4= siddetli hasar (75<% hasar)

Her bir patolojik degisikligin skorlar1 ayr1 ayr1 hesaplanip ortalamalart alind1 ve

total skor bu skorlarin toplanmasi ile hesapland1 (97).
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5.2.6.3. Immiinohistokimyasal Islemler

Alman doku orneklerinin apoptozis degerlendirmesinde TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) deoxyuridine triphospate nick end labeling assay)
teknigi kullanild1 ve her bir dokuya ait hiicrelerde DNA fragmantasyonlar1 tanimlandi.
Apoptozis degerlendirilmesinde Insitu cell death detection, POD kiti kullanildi
(Roche, 11684817910, Berlin, Almanya). Epitel hiicrelerinin renklendirilmesinde 3,3'-
diaminobenzidine (DAB) igeren kit (Sigma, 11718096001, MO, ABD) kullanildi.
Nekroz alanlar1 bulunmayan, homojen boyanmis kahverengi niikleuslu hiicreler
TUNEL (+) hiicreler (apopitotik hiicre) olarak tanimlandi. Her dokuda 400X
biiyiitmede 5 farkli alanda toplam 100 hiicre (glomeruler ve tubuler hiicreler ) Analysis
5 Research programi (Olympus Soft Imaging Solutions, Miinster, Almanya)
kullanilarak sayildi. Apoptotik ve normal hiicreler kaydedildi ve apoptotik hiicre
yiizdesi Apoptotik index (A.L) olarak hesapland1 (98). Immiinohistokimyasal
islemlerin 6l¢iimii KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Stereoloji laboratuvarindaki Olympus DP 71 (Olympus, Tokyo, Japan) kamerali 151k
mikroskobunda (Olympus, BX51, Tokyo, Japonya) incelenerek yapildi.

TUNEL Boyama:

TUNEL teknigi i¢in In situ cell death detection, POD kiti kullanildi (Roche,
11684817910, Berlin, Almanya).

Lam iizerine alman 5 pm’luk kesitler 1 saat 60 °C’ye ayarlanan etiivde

bekletildikten sonra asagidaki islemlerden gegirildi (Tablo 4).
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Tablo 4. TUNEL yontemi uygulama asamalar1

islem islem
No Uygulama No Uygulama
1. Oda sicakliginda 3 x 5 dk. ksilende 14. 100 uL konverter peroksidaz
2. inkiibasyon dokuyu kapatacak  sekilde
3. % 100 etanol 2 x 5 dk. kapladi ve 37 °C’lik etiivde 30
4, % 95 etanol 2 x 5 dk. dk. inkiibasyon.
5. % 70 etanol 2 x 5 dk. 15. PBS’ de 3 x 5 dk. yikama
Distile su ile yikama
6. Oda sicakliginda 20 pg/mL proteinaz K ile 15 16. 100 uL DAP ile dk. karanlikta
dk. muamele oda sicakliginda bekleme
7. PBS tamponuyla yikama 17. Distile suda 1 x 5 dk. yikama
8. % 3 H,0,’de 15 dk. 18. Hematoksilen-Eozin ile 15 sn
9. Distile su ile yikama boyama ve c¢esme suyu ile
10. PBS’ de 2 x 5 dk. yikama
11. Oda 1sisinda Large Volume UV (ultraviyole 19. % 70 etanol 2 x 5 dk.
151k) blok 10 dk. 20. % 95 etanol 2 x 5 dk.
12. 75 ng Terminal deoksinuukleotidil transferaz  21. % 100 etanol 2 x 5 dk.
(TdT) ve 50 pL TdT/dUTP karisimi ile 22. Ksilen 2 x 5 dk.
dokular kaplandi, 37 °C’lik etiivde 1.5 saat 23. Kurutulma
nemli ortamda bekletildi. 24, Kapatma
13. PBS ile yikama yapildi 23. Kurutulma
24, Kapatma

5.2.7. Kaspaz-3 Seviyelerinin Belirlenmesi

Apoptoz belirteci olarak degerlendirilen kaspaz-3 seviyeleri ticari olarak alinan

Kaspaz-3 ELISA kiti (Elabscience, Uriin no: E-EL-R0160, Teksas, ABD) kullanilarak

belirlendi. Plazma ve doku homojenatinda numune hazirlama ve uygulama yontemi

ticari kitte belirtilen sekilde yapildi. Calismada % CV 3.52 (n=8) olarak belirlendi.

Standart grafik ¢izilerek, kaspaz-3 diizeyleri belirlendi.
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5.2.7.1. Plazma Kaspaz-3 Seviyelerinin Belirlenmesi
Deneyin Yapilist:

1. Sicanlardan alinan kan 6rnekleri EDTA'l tiiplere aktarildi. Sonra 1000 g’de
+4 °C’de 15 dk. santrifiij edilerek -80 °C’de ¢alisma giiniine kadar protokole uygun
sekilde muhafaza edildi.

2. Numuneler kitte mevcut olan reaktifler kullanilarak mikroplakalara kit
protokoliine gore sirasiyla uygulandi ve 450 nm’de mikroplaka okuyucusunda

absorbanslar1 okundu.

3. Standart grafik (Sekil 16) yardimiyla ng/mL birimi ile plazma kaspaz-3
seviyeleri belirlendi.
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Sekil 16. Kaspaz-3 seviyesi belirlenmesinde kullanilan standart grafik

5.2.7.2. Doku Kaspaz-3 Seviyelerinin Belirlenmesi

Kullanilan Cozeltiler:

1. Homojenizasyon tamponu (1 mM EDTA igeren 50 mM MES, pH: 7.0):
10.66 g MES tartilarak bir miktar deiyonize suda ¢6ziildii, tizerine 0.372 g EDTA
eklenerek 900 mL saf suda ¢oziildii ve pH: 7.00°ye ayarlanarak son hacim saf suyla 1

L'ye tamamlandi.
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Homojenat Hazirlama:
1. 100 mg doku 1 mL’lik homojenizasyon tamponuna aktarildi.

2. Dokular 30 s siireyle, buz kiiveti igerisinde, soguk ortamda, homojenizator

araciligiyla 5000 rpm’de homojenize edildi.
3.50000 g’de, 5 dk. , +4 °C>de santrifiij edildi. Stipernatant alindi.
Deneyin Yapilist:

1. Kaspaz-3 olg¢iimii i¢in hazirlanan siipernatant numuneler ve kitte mevcut
olan reaktifler mikroplakalara kit protokoliine gore sirasiyla uygulandi ve 450 nm’de

mikroplaka okuyucusunda absorbanslar1 okundu.

2. Standart grafik (Sekil 17) yardimi ile sonuglar ng/mL birimi ile hesaplandi.
Ancak doku kaspaz-3 seviyesi doku homojenati protein seviyeleri gozoniine alinarak

ng kazpaz-3/mg protein seklinde verildi.
5.2.8. NF-kB p65 Seviyelerinin Belirlenmesi

Inflamasyonu degerlendirmek amaciyla 6l¢iilen NF-xB p65 seviyesi, ticari NF-
kB p65 ELISA kiti (Elabscience, Uriin no: E-EL-R0674, Teksas, ABD) kullanilarak
belirlendi. Plazma ve doku homojenatinda numune hazirlama ve uygulama yontemi

ticari kitte belirtilen sekilde yapildi. Calismada % CV 6.52 (n=8) olarak belirlendi.
5.2.8.1. Plazma NF-kB p65 Seviyelerinin Belirlenmesi

1. Sicanlardan alinan kanlar EDTA'I tiiplere aktarildi. Sonra 1000 g‘de 4 °C’de
15 dk. santrifiij edilerek -80 °C’de caligma giiniine kadar protokole uygun sekilde

muhafaza edildi.

2. Numuneler ve kitte mevcut olan reaktifler mikroplakalara kit protokoliine
gore sirastyla uygulandi ve 450 nm’de mikroplaka okuyucusunda absorbanslari

okundu.

3. Plazma NF-xkB p65 seviyesi standart grafik (Sekil 17) yardimi ile
hesaplanarak pg/mL birimi ile verildi.
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Sekil 17. NF-kB p65 seviyesi tayininde kullanilan standart grafik

5.2.8.2. Doku NF-kB p65 Seviyelerinin Belirlenmesi
Kullanilan Cozeltiler:

1. Homojenizasyon tamponu (1 mM EDTA igeren 50 mM MES, pH: 7.0):
10.66 g MES tartilarak bir miktar deiyonize suda ¢oziildii, lizerine 0.372 g EDTA
eklenerek 900 mL saf suda ¢oziildii, pH 7.0’ye ayarlanarak son hacim saf suyla 1L’ye

tamamlandi.
Homojenat Hazirlama:
1. 100 mg doku 1 mL lik homojenizasyon tamponuna aktarildi.

2. Dokular 30 s siireyle, buz kiiveti igerisinde, soguk ortamda, homojenizator

araciligiyla 5000 rpm’de homojenize edildi.
3. 50000 g’de, 15 dk. santrifiij edildi. Stipernatant alindi.
Deneyin Yapulisi:

1. Homojenizasyon islemi ile hazirlanan siipernatant numuneler ve Kkitte
mevcut olan reaktifler mikroplakalara kit protokoliine gore sirasiyla uygulandi ve 450

nm’de mikroplaka okuyucusunda absorbanslart okundu.
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2. Standart grafik (Sekil 18) yardimi ile sonuglar pg/mL birimi ile hesaplandi.
Ancak doku NF-kB p65 seviyesi doku homojenati protein seviyeleri goz Oniine

alinarak pg NF-kB p65/mg protein seklinde verildi.
5.2.9. MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun son {riinii olan MDA seviyesi, TBARS
(Tiyobarbiturik asit reaktif maddesi) yontemi ile belirlendi. Yontem MDA’nin asidik
ortamda tiyobarbutirik asit (TBA) ile renkli selat olusturmasi ve olusan selatin
spektrofotometrik  yontemle 512 nm’deki absorbansinin  Olcililmesi  esasina

dayanmaktadir (99).
5.2.9.1. Plazma MDA Seviyeleri

Plazma MDA seviyelerinin 6lglimii Yagi yontemine gore yapildi (99).
Kullanilan Cozletiler:

1. Siilfiirik asit (0.0084 NH,SO,) ¢ozeltisi: 342 uLL H,SO4 bir miktar deiyonize

suda ¢0ziildii ve son hacim deiyonize su ile 150 mL’ye tamamlandi.

2. Fosfotungstik asit (% 10 luk, H3(W3010)s. H20) ¢ozeltisi: 2.5 ¢

fosfotungstik asit 25 mL deiyonize suda ¢oziildii.

3. TBA ¢ozeltisi (0.1 M): 0.335 g TBA tartilarak, 25 mL deiyonize suda 10 dk.
1sitilarak manyetik bar araciliiyla karistirilarak ¢6ziinmesi saglandi. Ardindan iizerine

25 mL glasiyel asetik asit eklendi.

4. Standart ¢ozeltiler: 82.5 uL 1,1,3,3-tetrametoksipropan, 0.01 M 50 mL HCI
cozeltisine ilave edildi. Cozelti 50 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Bu hazirlanan
ana stok ¢ozeltinin konsantrasyonu 10 pmol/mL’dir. Hazirlanan ana stok c¢ozeltiden

sirasiyla 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi.
Deneyin Yapilisi:

Deney, Tablo 5 'de belirtilen pipetlemelere ve uygulamalara gore yapilarak 532
nm’de spektrofotometrik olarak okutuldu. Standart grafik (Sekil 18) yardimiyla
plazma MDA seviyeleri belirlenerek sonuglar nmol/mL birimi ile verildi. Calismada

% CV 6.87 (n=8) olarak belirlendi.
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Tablo 5. Plazma MDA seviyesi tayini islem basamaklari

Reaktifler Numune (nL) Standart (uL)
Numune 150 150
H,SO, 1500 1500
Fosfotungstik asit 150 150

Vorteksleme, 5 dakika bekleme,

4000 rpm’de 10 dk. santrifiijleme, {ist fazin atilmasi

Deiyonize Su 2000 2000

TBA

Cokelek vortekslenerek ¢oziildii.
500 500

1 saat 100 °C’de etiivde inkiibasyon

Oda sicakliginda
3000 rpm’de 10 dk. santrifiijleme
300 uL tist faz mikroplakalara yiiklenerek 532 nm’de okuma

Absorbans (532 nm)

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8

o
o

y = 0.0889x
0,4 R2=0.99

0,2

0 5 10 15 20 25
MDA Standart Konsantrasyonu (nmol/mL)

Sekil 18. MDA seviyeleri belirlenmesinde kullanilan standart grafik
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5.2.9.2. Doku MDA Seviyeleri
MDA tayini Uchiyama ve Mihara yontemi modifiye edilerek yapildi (100).

Kullanilan Cozeltiler:

1. PBS (0.01 M, pH:7.4): 1.08 g Na;HPO4.2H,0, 0.62 g NaHPO,4.2H,0, 8.02 g
NaCl ve 0.18 g KCI 900 mL saf suda ¢oziildii, pH 7.40’a ayarlanip hacim 1 L’ye

tamamlandi.

2. Homojenizasyon tamponu (0.5 mL Triton X-100 igeren % 1.15’lik KC1
cozeltisi): 1.15 g KCI hassas terazide tartildi, iizerine 0.5 mL Triton X-100 eklendi ve

son hacim saf su ile 1 L’ye tamamlandi.

3. % 1’lik H3PO4 ¢ozeltisi: Bir deiyonize su iizerine 11.77 mL % 85’lik H3PO4

alind1 ve son hacim saf suyla 1 L’ye tamamlandi.

4. TBA ¢ozeltisi (0.1 M): 0.335 g TBA tartildi ve 25 mL deiyonize su eklendi.
10 dk. karistiricida 1sitilarak manyetik bar kullanilarak ¢oziinmesi saglandi. Ardindan

tizerine 25 mL glasiyel asetik asit eklendi.

5. Standart (1,1,3,3-tetrametoksipropan) ¢ozeltiler: Hazirlanan ana stoktan
strastyla 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 nmol/mL’lik standart ¢6zeltiler hazirlandi.

Homojenat Hazirlama:

1. Bobrek dokusu buz kaliplari iizerinde kesildi ve hemolizli numunelerin
sonuglar1 etkilemesinden dolayr soguk PBS (0.01 M, pH:7.4) ile kan hiicreleri ve
pihtilar temizlenerek hassas terazide yaklasik 50-100 mg aras1 tartildi.

2. 500 puL soguk homojenizasyon tamponu konuldu.

3. Soguk ortamda 30 s siiresince homojenizatorle 5000 rpm'de homojenize
edildi.

4. Homojenizenat 4 °C’de, 3000 rpm’de, 10 dk. santrifiij edildi. Ustte kalan

siipernatant kisim alindu.
Deneyin Yapilisi:

Deneyin yapilisi Tablo 6’da 6zetlenmektedir.
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Tablo 6. Doku MDA seviyesi tayini islem basamaklari

Reaktifler Eklenen Miktar (mL)
Stipernatant 0.25
H3PO,4 15
TBA 0.5

Vorteksleme, 100 °C’de etiivde inkiibasyon,

Oda sicakliginda sogumasi i¢in bekleme
4000 rpm’de 10 dk. santrifiijleme
300 pL st faz mikropalakalara yiiklenerek 532 nm’de okuma

Standart grafik (Sekil 19) yardimi ile sonuglar nmol/mL birimi ile hesaplandi.
Ancak doku MDA seviyesi, doku homojenat siipernatani protein seviyeleri géz oniine
alinarak nmol TBARS/mg protein seklinde verildi. Calismada % CV 6.1 (n=8) olarak

belirlendi.
5.2.10. indirgenmis ve Yiikseltgenmis Glutatyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku ve plazmada GSH ve GSSG seviyesi tayini ticari glutatyon kiti (Cayman,
item no:703002, Michigan, ABD) kullanilarak, Ellman reaktifi ile enzimatik yontem
esasina dayanilarak belirlendi. Plazma ve doku homojenatlarinda numune hazirlama

ve uygulama yontemi ticari kitte belirtilen sekilde yapildi.
5.2.10.1. Plazma GSH ve GSSG Seviyelerinin Belirlenmesi

Deney hayvanlarindan EDTA'l1 tiiplere alinan kan 6rneklerinden elde edilen

plazmada ayn1 giin deproteinizasyon islemi uygulandi.
Kullanilan Cozeltiler:

1. Metafosforik asit (MPA) ¢6zeltisi (% 10): 5 g MPA 50 mL deiyonize suda
¢Ozildii.
2. TEAM ¢ozeltisi (4 M): 531 pL trietanolamin 469 pL deiyonize suda

¢Ozildii.

3. 2-Vinilpridin (1 M): 108 pL 2-vinilpiridin 892 pL etanolde ¢oziildii.
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Deneyin Yapilisi:

1. 150 pL plazma iizerine 150 pL % 10’luk MPA c¢ozeltisi eklendi ve iyice
karistirildi. 5 dk. oda sicakliginda bekletildi. 1000 g’de 10 dk. santrifiijlendi. Elde

edilen siipernatant deney giiniine kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

2. Deney giinii 200 pL siipernatant alinip iizerine 4 M’lik 10 uLL TEAM reaktifi
eklendi ve hemen karistirildi. Deproteinize hale getirilmis olan numuneler toplam

glutatyon (GSH ve GSSG) tayini i¢in hazirlanmis oldu.

3. GSSG tayini igin 2. deney asamasindan sonra numuneler 2-vinilpiridin ile
tirevlendirildi. 100 uL deproteinize numuneye 1 upL 2-vinilpiridin eklendi ve
karigtirlldi. Oda sicakliginda 60 dk. inkiibasyona birakildi. Numunelere uygulanan her

islem standartlara da uygulandu.

4. Toplam GSH ve GSSG tayini i¢in hazirlanan numuneler kitte mevcut olan
reaktifler kullanilarak mikroplakalara kit protokoliine gore sirasiyla uygulandi ve 410

nm‘de mikroplaka okuyucusunda absorbanslar1 okundu.

5. Standart grafik (Sekil 19) yardimiyla toplam GSH ve GSSG seviyeleri
belirlendi. Plazma toplam GSSG degerlerinden GSH degerleri ¢ikarilarak
yiikseltgenmis GSSG degerleri hesaplandi.
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Sekil 19. GSSG ve GSH seviyeleri belirlenmesinde kullanilan standart grafikler
(sirasiyla A ve B)

5.2.10.2. Doku GSH ve GSSG Seviyelerinin Belirlenmesi
Kullanilan Cozeltiler:

1. Homojenizasyon tamponu: (1 mM EDTA igeren 50 mM MES, pH: 7.0): 1
mM EDTA igeren 50 mM MES, pH: 7.0; 10.66 g MES tartilarak bir miktar deiyonize
suda ¢oziildi, tizerine 0.372 g EDTA eklenerek 900 mL saf suda ¢oziildi ve pH:

7.0’ye ayarlanarak son hacim deiyonize suyla 1 L’ye tamamlandi.
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2. TEAM, MPA ve 2-vinilpiridin ¢o6zeltileri plazma GSH ve GSSG

seviyelerinin belirlenmesi basliginda anlatildig1 gibi hazirlandu.

Deneyin yapilisi:

1. 100 mg doku 1mL’lik homojenizasyon tamponuna aktarildi. Dokular 30 s
stireyle buz kiiveti icerisinde (soguk ortamda) homojenizator araciligiyla 5000 rpm’de
homojenize edildi. 4 °C*de, 10000 g’de, 15 dk. santrifiij edildi. Siipernatant alind:.

2. Plazma icin uygulanan deproteinizasyon ve derivazitasyon islemi yapildi.

Toplam GSH ve GSSG tayini i¢in numuneler hazir hale getirildi.

3. Kit protokoliine gore islemler gerceklestirildikten sonra 0. ve 30. dk.’da, 410

nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iim yapildi

4. Standart grafik yardimiyla toplam GSH ve GSSG seviyeleri belirlendi.
Bobrek dokusu toplam GSSG degerlerinden GSH degerleri ¢ikarilarak GSSG ve GSH

seviyeleri belirlendi.
5.2.11. Glutatyon Peroksidaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

GPx aktivitesi tayini ticari olarak alinan GPx kiti (Cayman, item no:703102,
Michigan, ABD) kullanilarak belirlendi. Plazma ve doku homojenatinda numune

hazirlama ve uygulama yontemi ticari kitte belirtilen sekilde yapildi.

Doku ve plazma GPx aktivite dl¢timiinde kullanilan pozitif kontroliin zamana
kars1 grafigi (Sekil 20) cizilerek, GPx aktivite diizeyleri belirlendi. Ayrica ¢alismada
% CV 7.4 (n=8) olarak belirlendi.
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Sekil 20. GPx aktivite tayininde kullanilan pozitif kontroliin zamana kars1 grafigi

5.2.11.1. Plazma GPx Aktivite Tayini

Deneyin Yapilisi:
1. EDTA’l tiiplere alinan kan érnekleri +4 °C’de, 1000 g’de 10 dk. santrifiij
edildikten sonra plazma numuneleri pipet vasitasiyla alarak -80 °C’de deneylerin

yapilacag giine kadar muhafaza edildi.

2. Deney giinii GPx 6l¢iimii i¢in hazirlanan numuneler kitte mevcut olan
reaktifler kullanilarak mikroplakalara kit protokoliine gore sirasiyla uygulandi ve 340

nm’de mikroplaka okuyucusunda 5 dk. boyunca dakika bas1 absorbanslari okundu.
3. Sonuglar plazma i¢in nmol/dk/ml cinsinden belirlendi
5.2.11.2. Doku GPx Aktivitesi Tayini

Kullanilan Cozeltiler:
1. Homojenizasyon tamponu (1 mM EDTA igeren 50 mM MES, pH: 7.0):

Bakiniz; glutatyon 6l¢iimii homojenizasyon tamponu.
Deneyin Yapilist:
1. 100 mg doku 1 mL’lik homojenizasyon tamponuna aktarildi. Dokular 30 s

siireyle, buz kiiveti igerisinde (soguk ortamda) homojenizator araciligiyla 5000 rpm’de

homojenize edildi. 10000 g’de, +4 °C’de, 15 dk. santrifiij edildi. Siipernatant alind1.
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2. GPx olgiimii i¢in hazirlanan numuneler kitte mevcut olan reaktifler
kullanilarak mikroplakalara kit protokoliine gore sirasityla uygulandi ve 340 nm’de
mikroplaka okuyucusunda 5 dk. boyunca dakika bas1 absorbanslar1 okundu.

3. Sonuglar bobrek dokusunda nmol/dk/mg protein cinsinden verildi.
5.2.12. Glutatyon Rediiktaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

GR aktivitesi ticari olarak alinan GR kiti (Cayman, item no: 703202,
Michigan, ABD) kullanilarak belirlendi. Plazma ve doku homojenatinda numune
hazirlama ve uygulama yontemi ticari kitte belirtilen sekilde yapildi. Doku ve plazma
GR aktivite tayininde kullanilan pozitif kontroliin zamana kars1 grafigi (Sekil 21)
cizilerek, GR aktivite diizeyleri belirlendi. Ayrica ¢alismada % CV 2.67 (n=8) olarak

belirlendi.
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o
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Sekil 21. GR aktivite tayininde kullanilan pozitif kontroliin zamana kars1 grafigi

5.2.12.1. Plazma GR Aktivitesi Tayini
Deneyin Yapilisi:

1. EDTA’l tiiplere alinan kan érnekleri +4 °C’de, 1.000 g’de 10 dk. santrifiij
edildikten sonra plazma numuneleri pipet vasitasiyla alinarak -80 °C’de deneylerin

yapilacag giine kadar muhafaza edildi.
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2. GR 0lglimii i¢in hazirlanan numuneler kitte mevcut olan reaktifler
kullanilarak mikroplakalara kit protokoliine gore sirasiyla uygulandi ve 340 nm’de

mikroplaka okuyucusunda 5 dk. boyunca dakika bas1 absorbanslar1 okundu.
3. Sonuglar plazma i¢in nmol/dk/mL cinsinden belirlendi

5.2.12.2. Doku GR Aktivitesi Tayini

Kullanilan Cozeltiler:

1. Homojenizasyon tamponu (1 mM EDTA igeren 50 mM MES, pH: 7.0):
Bakiniz: Glutatyon 6l¢iimii homojenizasyon tamponu.
Deneyin Yapilist:

1. 100 mg doku 1mL’lik homojenizasyon tamponuna aktarildi. Dokular 30 s
stireyle, buz kiiveti icerisinde, soguk ortamda, homojenizatér araciligiyla 5000 rpm’de

homojenize edildi. 10000 g’de, +4 °C’de, 15 dk. santrifiij edildi. Siipernatant alind1.

2. GR oOlgimii i¢in hazirlanan numuneler kitte mevcut olan reaktifler
kullanilarak mikroplakalara kit protokoliine gore sirasiyla uygulandi ve 340 nm’de

mikroplaka okuyucusunda 5 dk. boyunca dakika basi absorbanslar1 okundu.
3. Sonuglar bobrek dokusunda nmol/dk/mg protein cinsinden verildi.
5.2.13. Glutatyon S-Transferaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

GST aktivitesi ticari olarak alman GST kiti (Cayman, item no: 703302,
Michigan, ABD) kullanilarak belirlendi. Plazma ve doku homojenatinda numune

hazirlama ve uygulama yontemi ticari kitte belirtilen sekilde yapildi.

Doku ve plazma GST aktivite dl¢timiinde kullanilan pozitif kontroliin zamana
kars1 grafigi (Sekil 22) cizilerek, GST aktivite diizeyleri belirlendi. Ayrica ¢alismada
% CV 4.97 (n=8) olarak belirlendi.
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Sekil 22. GST aktivite tayininde kullanilan pozitif kontroliin zamana kars1 grafigi

5.2.13.1. Plazma GST Aktivite Tayini
Kullanilan Cozeltiler:

1. EDTA’l tiiplere alman kan érnekleri +4 °C’de, 1000 g’de 10 dk. santrifij
edildikten sonra plazma numuneleri pipet vasitasiyla almarak -80 °C’de deneylerin

yapilacag giine kadar muhafaza edildi.

2. GST olgtimii i¢in hazirlanan numuneler kitte mevcut olan reaktifler
kullanilarak mikroplakalara kit protokoliine gdre sirasiyla uygulandi ve 340 nm’de

mikroplaka okuyucusunda 5 dk. boyunca dakika basi absorbanslar1 okundu.
3. Sonuglar plazma i¢in nmol/dk/ml cinsinden belirlendi.

5.2.13.2. Doku GST Aktivite Tayini

Kullanilan Cozeltiler:

1. Homojenizasyon tamponu: 1 mM EDTA igeren 50 mM MES, pH: 7.0

(Bakiniz: Glutatyon 6l¢iimii homojenizasyon tamponu).
Deneyin Yapilist:

1. 100 mg doku 1 mL lik homojenizasyon tamponuna aktarildi. Dokular 30 s
stireyle, buz kiiveti icerisinde (soguk ortamda) homojenizator araciligryla 5000 rpm’de

homojenize edildi. 10000 g’de, +4 °C’de, 15 dk. santrifiij edildi. Siipernatant alind1.
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2. GST olgiimii i¢in hazirlanan numuneler kitte mevcut olan reaktifler
kullanilarak mikroplakalara kit protokoliine gore sirasityla uygulandi ve 340 nm’de

mikroplaka okuyucusunda 5 dk. boyunca dakika basi absorbanslar1 okundu.
3. Sonuglar bobrek dokusunda nmol/dk/mg protein cinsinden verildi.
5.2.14. Gama Glutamil Transpeptitaz 1 Seviyelerinin Belirlenmesi

GGT1 aktivitesi ticari olarak alinan GGT1 ELISA kiti (Elabscience, Uriin no:
E-EL-R0404, Teksas, ABD) kullanilarak belirlendi. Plazma ve doku homojenatinda

numune hazirlama ve uygulama yontemi ticari kitte belirtilen sekilde yapildu.

Plazma ve doku GGT1 seviyelerinin belirlenmesinde Sekil 23’de gosterilen
standart grafik kullanildi. Ayrica ¢alismada % CV 5.47 (n=8) olarak belirlendi.
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y =-0.0003x2 + 0.0573x

R2=0.99
0,5
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GGT1 Standart Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 23. GGT1 seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

5.2.14.1. Plazma GGT1 Seviyelerinin Belirlenmesi
Deneyin Yapilist:

1. Siganlardan alinan kan 6rnekleri EDTA 1 tiiplere aktarildi. Sonra 1000 g’de
+4 °C’de 15 dk. santrifiij edilerek -80 °C’de calisma giiniine kadar protokole uygun
sekilde muhafaza edildi.
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2. Plazma GGT]1 tayini i¢in hazirlanan numuneler kitte mevcut olan reaktifler
kullanilarak mikroplakalara kit protokoliine gore sirasiyla uygulandi ve 450 nm’de

mikroplaka okuyucusunda absorbanslar1 okundu.

3. Sonuglar plazma i¢in ng/mL plazma cinsinden belirlendi.
5.2.14.2. Doku GGT1 Seviyelerinin Belirlenmesi
Kullanilan Cozeltiler:

1. Homojenizasyon tamponu: 1 mM EDTA igeren 50 mM MES, pH: 7.0

(Bakiniz: Glutatyon dl¢limiinde kullanilan homojenizasyon tamponu.).
Deneyin Yapilist:

1. 100 mg doku 1 mL’lik homojenizasyon tamponuna aktarildi. Dokular 30 s
stireyle, buz kiiveti icerisinde, soguk ortamda, homojenizator araciligiyla 5000 rpm’de

homojenize edildi.

2. Homojenizat 5 dk. 50.000 g’de +4 °C’de santrifiij edilerek siipernatant kismi

alind1. -80 °C’de deneylerin yapilacag: giine kadar muhafaza edildi.

3. GGT1 olglimi i¢in hazirlanan numuneler kitte mevcut olan reaktifler
kullanilarak mikroplakalara kit protokoliine gore sirasiyla uygulandi ve 450 nm’de

mikroplaka okuyucusunda absorbanslar1 okundu.

4. Sonuglar bobrek dokusunda protein miktarlar1 baz alinarak ngGGT1/mg

protein birimi ile verildi.
5.2.15. Kullamilan istatistiksel Yontemler

Veriler bilgisayara aktarildi ve SPSS (IBM SPSS 24) programinda istatistiksel
olarak degerlendirildi. Calismanin sonuglarmm normal dagilima uygunluklari
Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edildi. Normal dagilima uymayan ikiden fazla
degiskenin degerlendirilmesinde Kruskall-Wallis testi ve ikili degisken i¢cin Mann-
Whitney U testi uygulandi. Normal dagilima uymayan degiskenlerden elde edilen
degerler medyan-ceyrekler arasi aralik (IQR) ve % 95 giiven aralig1 (CI) olarak ifade
edildi, p<0.05 istatistiksel anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Serum BUN ve Kreatinin Diizeyleri

Bobrek fonksiyonlariin degerlendirilmesinde kullanilan serum BUN ve
kreatinin diizeyleri agisindan theanin ve kontrol gruplar1 arasinda fark bulunamadi.
DOX grubu kontrol grubuna gore yiiksek diizeylere sahipti. DOX+Theanin grubunda
ise DOX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik diizeyler kaydedildi (p<0.05).
BUN/Kreatinin oranlar1 agisindan theanin ve kontrol gruplari arasinda fark yokken en
yiiksek oranlara sahip DOX grubu kontrol grubuna gore p=0.001 diizeyinde anlamli
farklilik gosterdi. DOX+Theanin grubu ise DOX grubuna gére p=0.002 diizeyinde
istatistiksel anlamli farklilik gosterdi (Tablo 7). Bu sonuglara gore DOX uygulamasi
sonucu yiikselmis BUN ve Kreatinin seviyeleri ile BUN/Kreatinin oranlarinin
olustugu, theanin uygulamasinin bu diizeylerdeki artiglara engel oldugu yoniinde

bulgular elde edildi.

Tablo 7. Deney gruplarinda BUN ve kreatinin seviyeleri (n=8)

Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin
- - [18.5 (4)] [17.5 (3)] [44.1 (39)a'b] [22.5 (19)]
=]
% ? (16 - 20) (15 - 20) (35 - 68) (15 - 36)

S5 [024(005]  [025(0.02)]  [0.60(0.34)*"]  [0.30 (0.19)7

§2  (023-027) (022-028)  (0.41-0.75) (0.22 - 0.42)

CE

~ £ [72 (17)] [74 (20)] [126 (25)*"] [87 (19)*"]

§ g (62— 83) (61— 79) (105- 141) (75— 94)
4

Sonuglar: [Medyan (IQR)]; (% 95 CI) seklinde verildi.

%Kontrol; “:Theanin; “DOX grubuna gére Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak anlamh
(p <0.05)

6.2. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik skorlama, semi kantitatif olarak alaninda uzman patalog ve

histolog tarafindan farkli nefrotoksisite parametreleri degerlendirilerek iki ayr sekilde
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gerceklestirildi. Her iki yontemle elde edilen sonuglara gore Kontrol ve theanin
grubunda bir siganda hafif hasar olmasina ragmen digerlerinde herhangi bir hasar
tespit edilemedi. DOX+Theanin grubunda orta ve hafif siddetli hasar goriilirken DOX

grubunda siddetli hasar bulgular1 gozlemlenmistir.

Uzman patalog tarafindan yapilan incelemeler nefrotoksisite bulgularinin renal
korteksteki yayginlik derecesine gore yapildi. Buna gore; tiibiil epitel hiicrelerinde
deskuamasyon, tek hiicre nekrozu, tiibiiler atrofi, tiibiiler nekroz ve glomeriiler nekroz
bulgular1 degerlendirilmistir (96). Kontrol grubunda nefrotoksisite bulgular
saptanmamustir. Sadece kontrol grubunda bulunan 3 numarali sigan bdbreginde
interstisyumun % 10’unu ilgilendiren kronik inflamasyon mevcuttur. Theanin verilen
grupta nefrotoksisite bulgular1 gozlemlenmemistir. Bu gruptaki 1 numarali sican
bobreginde % 10°dan daha az bir interstisyel alani ilgilendiren tiibiiler nekroz
bulgular1 mevcuttur. En siddetli ve yaygin nefrotoksisite bulgulart DOX grubunda
saptanmustir (skor 3, >% 50). Ayrica DOX grubunun 2 ve 8 numarali sigan bobreginde
renal kortikal mikrokistler dikkat ¢ekmistir. DOX+Theanin grubunda nefrotoksisite
bulgularinin yayginligi hafif ve orta diizeylerde, % 0< >% 50 araliginda, DOX
grubuna oranla daha hafif bulgular kaydedilmistir.

Gruplarin uzman patalog tarafindan yapilan histopatolojik skorlanmasi Tablo
8’de, bu skorlamanin yapildig1 bobrek dokularina ait fotomikrograflar Resim 4’de

gosterilmistir.

Tablo 8. Gruplardaki nefrotoksisite bulgularinin skorlanmasi

No Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin
0 1

~N o ok~ WwN
O O O O+ O
O O O O o

W wwwwww

*

8 0 0 3

Skorlama; Yok:0, hafif:1 (<% 25), orta:2 (% 25 - % 50), siddetli:3 (>% 50)
*: Kortikal mikrokist bulgular1
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Resim 4. Gruplarin bobrek dokularina ait fotomikrograf goriintiileri ve patalojik

degerlendirmeler (H&E, 400X)

A:Kontrol grubuna ait Skor 0 olan bir bobrek dokusuna ait fotomikrograf; Patolojik
bulgu igermeyen renal kortikal alan. Interstisyumda tiibiiller sirtsirta duruyor, liimenleri
acik, epitelleri intakt.

B:Theanin grubuna ait skor 1 olan bir bobrek dokusuna ait fotomikrograf;
A=Interstisyumda sag tarafinda hafif deskuamasyon bulgusu.

C:DOX grubuna ait skor 3 olan (% 50<) bir bobrek dokusuna ait fotomikrograf;
Kortikal alanda ¢ok yaygin akut tiibiiler hasar bulgulari. O= Tiibiil epitellerinde
deskuamasyon, tek hiicre nekrozlari, tiibiiler atrofiler, dokiilme. «» =Glomeriiler nekroz
bulgulart.

D: DOX+Theanin grubuna ait skor 2 olan (% 25<) bir bobrek dokusuna ait
fotomikrograf; A= Kortikal alanin yarisina yakin alanda interstisyumda tiibiil

epitellerinde deskuamasyon. L = Tiibiiler atrofi, —= Saghkli proksimal tiibiil, <—=
Saglikli distal tiibiil.

Ayrica gruplarda uzman histolog tarafindan yapilan Bowman boslugunda
dilatasyon, tiibiil epitel hiicrelerinde vakuolizasyon, dejenereasyon, intratiibiiler hiyalin

birikimi  ve vazokonjesyon parametreleri mikroskobik olarak incelenmis ve

skorlanmistir (97).

Gruplara ait bobrek preparatlarmin degerlendirildiginde kontrol grubunda
normal boébrek tubul ve glomerul yapisi izlenmistir. Nadiren 1-2 tubul epitel
hiicrelerinde hafif derecede vakuolizasyon gbzlenmistir (Resim 5). Theanin grubunda,

normal bdbrek histolojik yapisi izlendi. Fakat bir bobrek dokusunda hafif siddette, yer
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yer tiibiil epitel hiicrelerinde vakuolizasyon, dejenerasyon ve intertubuler
vazokonjesyon gozlendi (Resim 6). DOX grubunda, orta ve siddetli derecede tiim
gruplarda Bowman boslugunda dilatasyon, tubul epitel hiicrelerinde vakuolizasyon,
tiibiil epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve intertiibiiler vazokonjesyon izlendi. Ayrica
intertubuler alanda orta ve siddetli derecede hiyalin birikimi izlendi (Resim 7).
DOX+Theanin grubunda intertiibiiler hiyalin birikimi ve vazokonjesyon DOX grubuna
nispeten belirgin olarak daha hafif ve yer yer orta siddette tespit edilmistir. Ayrica
tibiil epitel hiicrelerinde vakuolizasyon ve dejencrasyon daha hafif olarak

kaydedilmistir (Resim 8).

Gruplarin bobrek dokularindaki morfolojik degisim skorlar1 Tablo 9°da,
ayrintili olarak Tablo 10-14’lerde verilmistir. Bu skorlamanin yapildigi bobrek
dokularma ait hematoksilen & eozin boyali fotomikrograflar ayrintili olarak Resim 5-

8’lerde gosterilmistir.

Tablo 9. Gruplarin bobrek dokularindaki morfolojik degisim skorlar1 (n=8)

Morfolojik Degisiklik Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin

Bowman boslugunda dilatasyon 1 1 2 2

Tiibiil epitel hiicrelerinde 1 1 3 2
vakuolizasyon

Tiibiil epitel hiicrelerinde 1 1 3 2
dejenerasyon

Intratiibiiler hiyalin birikimi 0 0 3 1
Vazokonjesyon 0 0 3 1

Skor= 0: Yok, 1: minimal (<% 25), 2: hafif (% 25 - % 50), 3: orta (% 50-% 75), 4: siddetli (>% 75)

Tablo 10. Sigan numarasina gére bowman boslugunda dilatasyon skorlari

No Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin
1 0 1 3 1
2 1 1 2 2
3 2 1 2 2
4 1 1 2 2
5 1 1 2 1
6 0 1 1 2
7 1 2 1 2
8 1 0 2 2

Skor=0: Yok, 1: minimal (<% 25), 2:hafif (% 25 - % 50), 3: orta (% 50-% 75), 4: siddetli (>% 75)
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Tablo 11. Sigan numarasina gore tiibiil epitel hiicrelerinde vakuolizasyon skorlari

No Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin
1 1 2 4 2
2 1 2 2 2
3 3 1 2 2
4 1 1 3 2
5 1 1 2 2
6 0 1 2 2
7 2 2 2 2
8 1 0 4 2

Skor=0: Yok, 1: minimal (<% 25), 2: hafif (% 25 - % 50), 3: orta (% 50-% 75), 4: siddetli (>% 75)

Tablo 12. Sigan numarasina gore tiibiil epitel hiicrelerinde dejenerasyon skorlart

No Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin
1 0 2 2 2
2 1 2 4 2
3 3 1 2 2
4 1 1 2 2
5 0 1 3 2
6 0 1 2 2
7 2 2 2 1
8 1 0 4 1

Skor= 0: Yok, 1: minimal (<% 25), 2: hafif (% 25 - % 50), 3: orta (% 50-% 75), 4: siddetli (>% 75)

Tablo 13. Sigan numarasina gore intratiibiiler hiyalin birikimi skorlari

No Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin
1 0 1 3 1
2 0 1 3 2
3 1 0 2 1
4 0 0 2 1
5 0 1 2 1
6 0 1 3 1
7 2 1 2 1
8 1 0 3 1

Skor= 0: Yok, 1: hafif (<% 25), 2: orta (% 25 - % 50), 3:siddetli (% 50-% 75), 4:cok siddetli (>% 75)

Tablo 14. Sigan numarasina gére vazokonjesyon skorlari

No Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin
1 0 1 3 1
2 0 1 2 1
3 1 1 2 2
4 1 0 2 1
5 0 1 4 2
6 0 1 2 2
7 1 1 3 2
8 1 0 3 1

Skor= 0: Yok, 1: hafif (<% 25), 2: orta (% 25 - % 50), 3: siddetli (% 50-% 75), 4:cok siddetli (>% 75)
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Resim 5. Kontrol grubu bobrek dokusuna ait fotomikrograf (H&E, 400X)
Normal tubul epitel hiicresi (1), normal glomerul yapis1 (A)

{2 T’ sty 5 3 \ 3 -

Resim 6. Theanin grubu bobrek dokusuna ait fotomikrograf (H&E, 400X)
Normal tubul epitel hiicresi (1), normal glomerul yapist (A)
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Resim 7. DOX grubu bobrek dokusuna ait fotomikrograf (H&E, 400X)
Dejenere tubul epitel hiicresi (1), bowman boglugunda dilatasyon (yildiz), intratubuler
hiyalin birikimi (A)

Resim 8. DOX+Theanin grubu bobrek dokusuna ait fotomikrograf (H&E 400X)
Normal tubul epitel hiicresi (A), dejenere tubul epitel hiicresi (1),bowman boslugunda
dilatasyon (yildiz)
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6.3. Apoptoz Bulgulari
6.3.1. Apoptozun Histolojik Degerlendirilmesi

Gruplari bobrek dokularindaki apoptotik hiicreleri ifade eden TUNEL (+) ve
saglikli hiicreleri belirten TUNEL (-) hiicrelerin fotomikrografileri ¢ekildi (98).
Kontrol ve theanin gruplarinda az sayida tiibiil epitel hiicrelerinde apoptozis izlendi
(Resim 9 ve 10). DOX grubundaki bobrek dokular tiibiil epitel hiicrelerinde yaygin
apoptotik hiicreler izlendi (Resim 11). DOX+Theanin grubunda tiibiil epitel

hiicrelerinde apoptotik hiicre sayis1 DOX grubuna gére daha az olarak izlendi (Resim
12).

k X
.2 s N e lah ‘ .
ﬂ X D e { e 2 ...* : Al

e ¢

Resim 9.  Kontrol grubu bobrek dokusuna ait fotomikrograf (TUNEL 400X)
TUNEL (-) hiicre (1), TUNEL (+) hiicre (A)
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Resim 10. Theanin grubu bobrek dokusuna ait fotomikrograf (TUNEL 400X)
TUNELC(-) hiicre (1), TUNEL (+) hiicre (A)

TUNEL (-) hiicre (1), TUNEL (+) hiicre (A)
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Resim 12. DOX+Theanin grubu bobrek dokusuna ait fotomikrograf (TUNEL 400X)
TUNEL (-) hiicre (1), TUNEL (+) hiicre (A)

6.3.2. Apoptoz Seviyeleri

Gruplarda apoptoz seviyeleri dokularda TUNEL ydnemi ile apoptoz indeksi
ayrica plazma ve doku kaspaz-3 diizeyleri belirlenerek degerlendirildi. Gruplardaki
si¢an nuarasina gore bobrek dokusu apoptotik indeks yiizdeleri Tablo 15°de listelendi.
Tablo 16 da gruplardaki % Al, plazma ve doku kaspaz-3 diizeyleri gosterildi.

Kontrol ve theanin gruplarinda sirasiyla % 5.75 ve % 6.62 diizeylerinde, DOX
grubundaki siganlarin bobrek dokularinda ortalama % 42 diizeyinde apoptoz
belirlendi. DOX+Theanin grubunda bu indeks % 29, olarak belirlendi. Kontrol ve
Theanin gruplar1 arasinda anlamli farklilik gozlemlenmedi. DOX+Theanin grubu,
DOX grubuna kiyasla istatistiksel olarak daha diisiik, kontrol ve theanin gruplarina
gore daha yiiksek indeks oranlarina sahipti (p=0.001). Yiiksek apoptotik indekse sahip
DOX grubu diger tiim gruplardan p=0.001 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli
farklilik gosterdi.

Plazma kaspaz-3 diizeyleri agisindan kontrol ve theanin gruplari arasinda fark

yoktu. DOX grubu kontrol grubuna gére p=0.003, DOX+Theanin grubu DOX grubuna
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gore p=0.006 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdi. Doku kaspaz-3
diizeyleri degerlendirildiginde theanin ve kontrol gruplari arasinda fark bulunamazken
yine DOX grubu kontrol grubuna gore p=0.002, DOX+Theanin grubu DOX grubuna
gore p=0.003 diizeyinde farklilik gésterdi. Ayrica DOX grubu theanin grubuna gore
p=0.003 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdi. Yine kontrol ve
theanin gruplari ile daha yiiksek kaspaz-3 seviyeleri kaydedilen DOX+Theanin grubu
arasinda da anlamli farklilik bulgulari elde edildi (p=0.007, p=0.025).

Tablo 15. Sigcan numarasina gore bdbrek dokusu apoptotik indeks yiizdeleri (% Al)

No Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin
1 4 9 39 29
2 6 9 45 31
3 10 5 40 32
4 6 4 39 25
5 3 5 47 34
6 4 6 40 29
7 7 11 41 31
8 6 4 45 21

Tablo 16. Deney gruplarinda apoptoz parametrelerinin seviyeleri (n=8)

Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin
"z [6.1 (2.8)] [5.5 (4.7)] [40.5 (5.8)*"] [30 (5.8)*]]
S (3.9- 7.6) (4.4-8.8) (40 — 45) (25 — 33)
< E ~ [5.5 (2.7)] [5.3 (1.2)] [8.5 (1.9)*"] [4.7 (2.5)]
B §§, (3.5-6.5) (4.3-6.2) (7.6 —9.6) (3.4-6.6)
o ' =
[5.6 (1.1)] [4.9 (1.7)] [7.7 (4.8)*"] [6.1 (0.9)*"9]
(4.6 -5.9) (4.2-5.9) (7.5-17.9) (5.7- 6.8)

Doku
Kaspaz-3
(ng/mgprotein)

Sonuglar: [Medyan (IQR)]; (% 95 CI) seklinde verildi.

%Kontrol; *:Theanin; :DOX grubuna gére Mann Whitney U testine ile istatistiksel olarak anlamh

(p<0.05).
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6.4. inflamasyon Seviyeleri

Inflamasyonu degerlendirmek iizere NF-kB p65 seviyeleri incelendiginde
theanin ve kontrol gruplart arasinda fark bulgular1 yoktu. Yiiksek degerlerin
kaydedildigi DOX grubu plazmada kontrol ve theanin grubuna gore farklilik gosterdi
(p=0.007). Ayrica DOX+Theanin grubu DOX grubuna gore p=0.008 diizeyinde
farklilik gosterirdi. Dokuda da benzer sekilde theanin ve kontrol gruplart arasinda fark
bulgular1 yoktu. Yiiksek degerlerin kaydedildigi DOX grubu kontrol grubuna gore
p=0.002 ve theanin grubuna gore p=0.003 diizeylerinde farklilik gosterdi. Ayrica
DOX+Theanin grubu DOX grubuna goére p=0.001 diizeyinde farklilik gosterdigi

yoniinde bulgular elde edilmistir.

Ayrica, doku NF-kB p65 diizeyleri agisindan Dox+Theanin grubu kontrol
grubuna gore p=0.002, theanin grubuna gore p=0.003 diizeyinde anlamli farklilik
gostermistir (Tablo 17).

Tablo 17. Deney gruplarinda inflamasyon parametrelerinin seviyeleri (n=8)

Kontrol Theanin DOX DOX +Theanin
un
g \g" g a,b c
5 % [1635 (585)] [1590 (558)] [3064 (1134)*"] [1857 (565)°]
o LZL S (974-2202) (1298 —2036) (2329 — 3361) (1644 — 2157)
% ;§ [180 (62)] [176 (66)] [337 (66)*"] [247 (28)*]
= o
%D;- B8  (140-201) (142— 209) (309 — 380) (228 - 257)
)]
2 £
S

Sonuglar: [Medyan (IQR)]; (% 95 CI) seklinde verildi
Kontrol; *:Theanin; ©:DOX grubuna gére Mann Whitney U testine ile istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05).

6.5. Oksidan-Antioxidan Sistem Parametrelerinin Seviyeleri

Gruplardaki oksidan-antioksidan durumu degerlendirmek tizere doku ve
plazma MDA, GSSG/GSH seviyeleri ile GPx ve GR aktiviteleri belirlendi. Elde edilen
bulgular plazma i¢in Tablo 18’de doku i¢in ise Tablo 19°da gosterildi.
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Tablo 18. Deney gruplarinda plazma oksidan-antioksidan sistem

seviyeleri (n=8)

parametrelerinin

Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin
< g [2.41(0.70)]  [2.47 (0.48)] [4.07 (1.89)*"] [2.70 (1.23)°]
S g’ (2.07-276)  (2.29-2.74) (3.54 - 5.39) (2.39 - 3.46)
Ig [6.08(0.33)]  [6.71(1.59)]  [3.89(0.93)*"]  [5.25(1.02)**
GZ  (587-639) (6.06—(7.40)  (3.34-4.46) (4.73-5.69)
Q< [3.88(0.22)]  [3.02 (1.97)] [3.46 (0.92)] [2.89 (1.17)*]
Q2 (3.24- 4.18)  (2.37-4.03) (2.82-4.21) (1.94 - 3.24)
x 2 [92.8 (20.6)]  [115 (27.8)] [137 (52.9)*] [182.6 (59.4)*"]
o2 (80 — 101) (95 — 135) (116 — 164) (158 — 225)
x ,;%T [29.4 (18.8)]  [36.7 (22.7)] [23.9 (15.8)*"] [32.9 (6.6)]
©L (20— 42) (26 - 51) (11-32) (30 - 36)
= g [47.5 (15.5)] [41.9 (8.4)] [25.2 (3.5)*] [29.9 (12.2)*¢]
02 (45 — 59) (37 — 48) (18 — 29) (25 — 40)
ape) [15.1 (3.5)] [14 (6.1)] [30.5 (7.1)*"]  [22.3 (3.23)*"]
a2 (13 - 16) (11-18) (26 - 33) (20— 25)

Sonuglar: [Medyan (IQR)]; (% 95 CI) seklinde verildi
%Kontrol; “:Theanin; “DOX grubuna gére Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak anlamh
(p <0.05).
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Tablo 19. Deney gruplarinda doku oksidan-antioksidan sistem parametrelerinin

seviyeleri (n=8)

Kontrol Theanin DOX DOX+Theanin
< g [106 (19)] [104 (16)] [119 (19)*"] [106 (16)]
= g (91 - 112) (95 — 110) (109 — 133) (96 — 116)
T< [58.3 (5.6)] [61.1 (4.2)] [35.9 (8.5)*"] [42.3 (9.1)*"9]
o (56- 61) (59— 64) (29- 38) (40 — 48)
05 [447(573)]  [44.9 (4.88)] [64.1 (12.2)*"] [54.8 (11.1)**9]
2L (41- 48) (41— 47) (62— 73) (51— 61)
9 g [64.5 (34.4)] [59 (30.6)] [66.2 (38.3)] [110.5 (20.7)**9]
o g (41-77) (55 — 86) (37— 76) (99 — 127)
o g [682 (114)] [684 (150)] [547 (107)*"] [836 (91)*"°]
Og (601 —712) (647 — 777) (483 — 609) (774-875)
-2 [239 (40)] [236 (27)] [219 (13)*7] [268 (48)]
o g (228— 275) (223 - 267) (211 - 227) (247 — 290)
(.:D' g [4.10 (0.47)]  [4.53(0.73)] [5.66 (2.65)*"] [4.44 (0.43)*]
®2  (375-443) (3.83-5.01) (4.90 - 7.32) (4.23 - 4.62)

Sonuglar: [Medyan (IQR)]; (% 95 CI) seklinde verildi
“Kontrol; "Theanin; “DOX grubuna gére Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak anlamli
(p <0.05)

Plazma ve doku MDA seviyeleri agisindan theanin ve kontrol gruplari arasinda
fark bulunmazken DOX grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli  yiiksek degerler belirlendi (p<0.05). Bu anlamliliklar plazmada,
DOX+Theanin grubuna gore p=0.013 diizeyinde ayrica kontrol grubuna gore p=0.002,

theanin grubuna gore p=0.001 diizeylerinde, dokuda ise DOX+Theanin grubuna goére
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p=0.025 ayrica kontrol grubuna goére p=0.015, theanin grubuna gore p=0.018 ve
diizeylerindeydi. Bu bulgular DOX uygulamasinin MDA diizeylerinde artiglara yol

actig1 ve theanin uygulamasinin bu artisi engelledigi yoniinde bulgulardir.

Plazma GSH seviyeleri theanin ve kontrol gruplart arasinda farklilik
gostermezken DOX grubunda kontrol grubundan diisiik seviyelerdeydi (p=0.001).
DOX+Theanin grubu DOX grubuna goére anlamli diisiik (p=0.005), ayrica kontrol
grubuna gore p=0.004 ve theanin grubuna goére p=0.001 diizeyinde anlamli diisiik
seviyedeydi. Doku GSH diizeyleri, plazma bulgularinda oldugu gibi theanin ve kontrol
gruplart arasinda fark bulunamazken DOX grubu kontrol ve theanin gruplarindan
p=0.001 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli diisik seviyeler kaydedildi.
DOX+Theanin grubu DOX grubundan p=0.002 diizeylerinde anlamli diisiik bulundu.
Yine DOX+Theanin grubunda da kontrol ve theanin grubuna gére anlamli diisiik

seviye bulgulari elde edildi (p=0.001).

Plazma GSSG seviyeleri agisindan theanin grubu ile kontrol grubu arasinda
fark yoktu. DOX grubu kontrol ve theanin gruplarina gére anlamli farklilik gostermedi
(p>0.05). DOX+Theanin grubu DOX grubuna gore anlamli yiiksek diizeylerdeydi
(p=0.025). Dokuda ise yine kontrol grubu ile theanin grubu arasinda fark yokken,
DOX grubunda diger gruplara gore anlamli yiiksek seviyede idi (DOX+Theanin
grubuna gore p=0.006, kontrol grubuna gore p=0.002, theanin grubuna goére p=0.003
diizeylerinde). Diger taraftan DOX+Theanin grubu kontrol ve theanin grubuna gore
anlamli yiiksek doku GSSG diizeleri gosterdi (sirastyla p=0.002, p=0.003).

Plazma GSSG/GSH oranlari agisindan theanin grubu ile kontrol grubu
arasindaysa fark yoktu. DOX grubu kontrol grubuna p=0.002, theanin grubuna gore
p=0.004 diizeylerinde anlamli farklilik gosterdi. DOX+Theanin grubu DOX grubuna
gore p=0.001 diizeyinde anlamlilikla diisiik seviyeler kaydedildi (Sekil 24A). Dokuda
ise yine DOX grubu kontrol ve theanin gruplarina gére p=0.001 diizeylerinde anlamli
yiiksekti. DOX+Theanin grubu DOX grubuna gore anlamli diisiik diizeylerdeydi
p=0.001. Ayrica DOX+Theanin grubu kontrol ve theanin gruplarina goére p=0.001
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli yiiksek oranlardaydi (Sekil 24B).
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Sekil 24. Gruplara gore plazma (A) ve doku (B) GSSG/GSH diizeyleri (Medyan-1QR)
2:Kontrol; ®:Theanin; “DOX grubuna gre istatistiksel olarak anlamli(p<0.05)
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Plazma GPx aktivite diizeyleri agisindan theanin grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak daha yiiksek aktivite diizeyleri saptandi (p=0.025). DOX grubu
kontrol grubuna gore p=0.001 diizeyinde anlamli farkliydi. Ayrica DOX+Theanin
grubunda plazma ve doku GPx aktiviteleri DOX grubuna (p=0.013 ve p=0.002) gore
anlamli ytiksek, ayrica kontrol grubuna (p=0.003 ve p=0.003) ve theanin grubuna gore
de istatistiksel olarak anlaml1 yiiksek diizeyler kaydedildi (p=0.004 ve p=0.003). Doku
GPx aktiviteleri ag¢isindan DOX grubu ile kontrol grubu arasinda da anlamli farklilik
bulgular elde edildi (p=0.001) (Tablo 18, 19).

Doku ve plazma GR aktivite diizeyleri theanin ve kontrol gruplari arasinda
farklilik gostermedi Diisiik plazma GR aktivitesine sahip DOX grubu kontrol grubuna
p=0.045, theanin grubuna p=0.037 diizeylerinde anlamli farklilk gosterdi
DOX+Theanin grubu DOX grubuna gore p=0.010 farklilik gosterdi (Tablo 18). Doku
GR aktiviteleri DOX grubu doku GR aktivitesi, kontrol ve theanin gruplarina gére de
(sirasiyla p=0.002, p=0.011) anlamli diisiikti. DOX+Theanin grubundaysa DOX
grubuna gore p=0.002 diizeyinde, kontrol ve theanin gruplarina gore de sirasiyla
p=0.001 ve p=0.018 diizeylerinde istatistiksel anlaml1 yiiksekti (Tablo 19).

GST ve GGT1 diizeylerinde saglikli theanin ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel farklilik bulgular1 elde edilmedi. Plazma GST aktivite diizeyleri acisindan
DOX grubu kontrol grubuna p=0.001, theanin grubuna p=0.004 diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli diisiik seviyelere sahipti. DOX+Theanin grubu DOX
grubuna gore p=0.043 farklilik gosterdi. Ayrica DOX+Theanin grubunda da kontrol ve
theanin gruplarina gore sirasiyla p=0.005 ve p=0.040 diizeylerinde anlaml diisiik
degerler kaydedildi (Tablo 18). Doku GST aktiviteleri agisindan DOX grubu kontrol
ve theanin gruplarina gore sirasiyla p=0.009, p=0.005 diizeylerinde anlamli farklilik
gosterdi DOX+Theanin grubu DOX grubuna gore p=0.001 diizeyinde istatistiksel
farklilik gosterdi. (Tablo 19).

Plazma ve doku GGT1 diizeyleri agisindan DOX grubu diger gruplardan
anlaml yiliksek diizeyler gosterdi (kontrol: p=0.002 ve p=0.003; theanin: p=0.006 ve
p=0.006;). DOX+Theanin grubunda DOX grubuna gore plazmada p=0.004, dokuda
p=0.001 diizeylerinde istatistiksel olarak diisiik seviyedeydi. Ayrica plazmada kontrol
ve theanin gruplarindan (sirasiyla p=0.003 ve p=0.006) anlamli yiiksek iken dokuda
sadece kontrol grubundan (p=0.049) anlamli yiiksekti (Tablo 18, 19).
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7. TARTISMA ve SONUC

Baz1 analjezikler, antibiyotikler, imminsiipresif ve kemoterapotik ilaglar ve
agir metaller ciddi bir saglik sorunu olan nefrotoksisiteye yol agabilmektedir. Bu
durum bobrek yetmezligi ve akabinde bobrek kayiplar ile sonuglanabilmektedir (19,
21, 101). Son derece dnemli bir organ olan boreklerde 6zellikle ilag kaynakli toksik
etkiler beraberinde gelisen nefrotoksisite sorununu bertaraf igin arayiglar stirmektedir
(21). L-theanin, ozellikle Camellia sinensis tiirii ¢aylarda (yesil, siyah vb. cay)
bulunan bir amino asittir. Tiirkiye’de siyah cayin ¢ok tiiketilmesi nedeniyle theanin,
giinliik yasamda viicuda diizenli olarak alinan amino asitlerden biri olmustur. Bu
nedenle gerek cay ile birlikte, gerckse destekleyici olarak L-theanin alinmasinin,
nefrotoksisiteye karst koruyucu bir etkisinin olup olmadiini tespit etmek

calismamizin hedefini olusturmustur (1).

L-theaninin tizerine 500 kadar arastirma makalesi ve 300 kadar derleme
bulunmakta ve “sahsina miinhasir olan essiz bir aminoasit” olarak nitelendirilmektedir.
Theaninin tiimor hiicrelerinde, DOX gibi antineoplastik ajanlarin biyoyararlanimini
arttirdigi belirtilmektedir (102). Katabolizmasi sonucu etilamin agiga ¢ikan theaninin,
onemli bir alkilamin kaynagi oldugu, bitkilerde theanin sentezi ve miktar1 arttikga

polifenol sentezinin de ayn1 oranda arttig1 belirtilmektedir (103).

Calismada deneysel nefrotoksisite olusturmak iizere kanser kemoterapisinde
siklikla kullanilan DOX uygulanmusgtir. Litaratiir ile uyumlu olarak 20 mg/kg‘lik i.p.
DOX uygulanmasi beraberinde deneysel olarak nefrotoksisite olusturulmustur (Tablo
8, 9, 16, Resim 4, 7, 11). Literatiirde, karaciger dokusunda 20 mg/kg’lik DOX
enjeksiyonuyla, serum AST-ALT diizeylerinde dnemli 6l¢lide yiikselmeler esliginde
hepatotoksisite, kalp dokusunda ayni dozda DOX uygulanarak kardiyotoksisite
bulgular1 rapor edilmektedir (67, 104, 105). DOX uygulamasinin bobrek dokusunda da
oksidatif stres beraberinde serbest radikallerin agir1 tiretimi, yliksek oranda inflamatuar
elemanlar1 ve sitokinlerin salinimu, iliskili hiicresel yolaklarin aktiflesmesi ve nefrosit
membranlarinda lipid peroksidasyonlarina, dolayisiyla bobrek doku ve hiicrelerinde
fonksiyon bozukluklarina yol agtig1 belirtilmektedir (30, 106). DOX’un serbest radikal

dretimi, lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasar olusturdugu, transkripsiyon ve
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replikasyon sirasinda topoizomeraz Il aktivitesini de inhibe ederek mevcut toksik
etkilere yol actig1 belirtilmektedir (28, 33).

Bu ¢alismada etken madde olarak segilen anti-oksidan, anti-proliferatif, anti-
nekrotik, anti-neoplastik 6zellikleri bulundugu belirtilen L-theanin, bes giin siireyle
200 mg/kg/giin dozunda i.p. olarak uygulandi. Daha once L-theaninin bobrek dokusu
tizerine etkilerinin incelendigi bir calisma olmadigi igin theaninle ilgili farkli
calismalar gz Ontine alinarak bu doza karar verildi. Hepatotoksisite tizerine koruyucu
etkileri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda 100 ve 150 mg/kg i.p. uygulama caligsmalari
mevcuttur. Theaninin koruyucu etkinlik gosterdigi dozu 6zellikle 200 mg olarak ifade
edilmistir (89, 104, 105). 400 mg/kg gastrik perfiizyonla L-theanin uygulanan
sicanlarin organlarinda veya dokularinda herhangi bir toksik etki gostermedigi rapor
edilmemistir (107). Bizim de elde ettigimiz bulgular 1s1ginda intraperitonal olarak 200
mg/kg theanin uygulamasinin toksisiteye karsi olumlu etkilerinin olabilecegi yoniinde
veriler elde edilmis ve bu dozun herhangi bir toksik etkiye yol actigina dair bir

bulguya rastlanmamustir.

Mevcut ¢alismamizda bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde kullanilan
BUN, kreatinin ve BUN/Kreatinin seviyeleri degerlendirilmistir. Ure ve kreatin
ozellikle protein metabolizmasinin son iiriinii olan nitrojenlerdir. Ure sentezinin
tamamina yakini karaciger dokusunda gergekleserek viicut sivilarina dagilir. Bobrekler
tarafindan glomertiler filtrasyona ugrayak reabsobsiyonu ve atilimi gergeklesir.
Proteinden yiiksek diyet, ¢esitli ilag uygulamalar, kas, karaciger ve bobrek gibi ¢esitli
dokulardaki harabiyet beraberinde BUN ve keatinin plazma ve idrar diizeyleri artar.
Kreatinin bobrek dokusunda ozellikle anormal glomeriiler filtrasyonun ve doku
harabiyetlerinin bir belirteci olarak degerlendirilmektedir (108, 109). BUN ve
kreatinin’in her ikiside bobrek glomeruluslarindan elimine edilerek idrarla
atilmaktadir. Kreatininden farkli olarak BUN’nin % 40 kadar1 bobrek proksimal
tiibiillerinden su ve inorganik maddeler beraberinde reabsorbe edilmektedir. Bununla
birlikte, dehidratasyon sonucu su ve inorganik madde kayiplart durumunda BUN’un
geri emilerek idrarla atiliminin zorlastigi, dolayisiyla BUN/Kreatinin diizeylerinin

yiikselebilecegi belirtilmektedir (109).
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Bu ¢alismada BUN, Kreatinin ve BUN/Kreatinin oran seviyeleri theanin grubu
ile kontrol grubunda farklilik gostermezken, nefrotoksik sicanlarda yani DOX
gurubunda kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (p<0.05, Tablo
15). Bu parametrelerin yiiksek olmasi DOX’un, si¢anlarin bobrek fonksiyonlarinda
bozulmalara yol agtigin1  gostermektedir. Literatirde DOX uygulamasinin
dehidratasyona yol actigt ve dehidratasyonun BUN/Kreatinin diizeylerinin
yiikselmesine neden olabilecegi belirtilmektedir (109, 110). Bu parametrelerin
seviyelerinin DOX+Theanin grubunda DOX grubuna gore diisiik olmasi, theaninin
DOX ile uyarilan toksisiteyi engelleyeci yonde etki ederek bobrek fonksionlarini
koruyabildigini gostermektedir. DOX+Theanin grubunda, kontrol ve theanin grubuna
gore nispeten yiiksek seviyelerde BUN ve Kreatinin diizeyleri gozlemlenmesine
ragmen istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamasi (p>0.05), ayrica istatistiksel
anlamli yiikseklikte (p<0.05) BUN/Kreatinin oranlarin tespit edilmesi, theaninin
DOX ile uyarilmis nefrotoksisitede dehidratasyonu da engelleyerek koruyucu yonde

etki gosteriyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Nagai ve ark. (8), theaninin DOX ile uyarilmisg nefrotoksisitede kreatinin
klerensini normalize ettigini rapor etmislerdir. Theanin BUN ve kreatinin seviyelerine
etkisini inceleyen herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Theanine benzer yapidaki
glutaminin sisplatin indiiklii nefrotoksisitede kismi olarak koruyucu etki gosterdigi
fakat bu etkinin akut renal yetmezligi engellemede yetersiz oldugu belirtilmistir (108,
109). Bu kapsamda Nagai ve ark. (8) ve bizim BUN-kreatinin bulgularimiz géz oniine
alindiginda, nefrotoksisitede theaninin glutaminden farkli etkilerinin olabilecegi fikrini

uyandirmastir.

Theaninin karaciger dokusunda ve hepatositlerde deneysel olarak indiiklenen
toksisitede hiicreleri koruyucu yonde etkisi serum AST ve ALT diizeylerinin toksik gruba
gore diisiik olarak raporlanmasiyla belirtilmistir. Ayni ¢alismalarda antioksidatif etkileri
vurgulanan theaninin, inflamasyonu, apoptozisi ve doku ve hiicrelerdeki histopatolojik

hasarlar1 engelledigi yoniinde bulgular elde edilmistir (89, 112).

Calismamiz kapsaminda uzman patolog tarafindan yapilan incelemelerde,
theanin ve kontrol gruplarinda hasar bulgular1 gézlenmezken deneysel olarak toksisite
olusturulan DOX grubunda siddetli ve yaygin nefrotoksisite bulgulari (skor 3, >% 50)
tespit edildi. Ayrica bu siganlarin iki tanesinde bobrek dokularinda renal kortikal
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mikrokistler gozlendi. Theanin verilen DOX+Theanin grubunda ise nefrotoksisite
bulgularinin yayginligi; hafif ve orta diizeylerde, % 0< >% 50 araliginda, nefrotoksik
DOX grubuna kiyasla daha hafif bulgular olarak raporlandi (Tablo 8). Yine yapilan
mikroskobik incelemede DOX grubunda, DOX+Theanin grubuna goére; kortikal
alanda yaygin (>% 50) akut tiibiiler hasar goriintiileri (tiibiil epitellerinde
deskuamasyon, tek hiicre nekrozlari, dokiilme) kaydedildi (Resim 4).

Ayrica uzman histolog tarafindan yapilan ek histopatolojik degerlendirmede;
Bowman boslugunda dilatasyon, tiibiil epitel hiicrelerinde vakuolizasyon, tiibiil epitel
hiicrelerinde  dejenerasyon, intratiibiiler hiyalin birikimi ve vazokonjesyon
parametrelerinin diizeyleri degerlendirildi. Histopatolojik skorlama, nefrotoksiste
bulgularinin renal korteksteki yayginlik derecesine gore gergeklestirildi (98). Yapilan
mikroskobik inceleme ve skorlama sonucunda yine DOX grubuna ait deney
hayvanlarinin bobreklerinde % 50 nin lizerinde, siddetli yayginlikta nefrotoksisite
bulgulart belirlendi. Theanin verilen DOX+Theanin grubundaki nefrotoksisite
bulgular1 daha hafif siddetli olarak, ortalama % 25 diizeylerinde saptandi (Tablo 9).
Ayrica DOX grubunda orta ve siddetli derecede tiim mikroskobik alanlarda Bowman
boslugunda dilatasyon, tubul epitel hiicrelerinde vakuolizasyon, tubul epitel
hiicrelerinde dejenerasyon ve intertubuler vazokonjesyon izlendi. Buna ilaveten
intratubuler alanda orta ve siddetli derecede hiyalin birikimi gozlendi. Buna karsin
DOX+Theanin grubunda intratubuler hiyalin birikimi ve vazokonjesyon hafif ve yer
yer orta siddette, tubul epitel hiicrelerinde vakuolizasyon ve dejenerasyon daha hafif
diizeylerde tespit edildi (Tablo 9, Resim 8, 9). Kaydedilen bu bulgular, theaninin DOX
indiiklii nefrotoksisitede bobrek fonksiyonlarini gerceklestiren yapisal elemanlarin
biitiinliiglinii koruyucu yonde etkinlik gosterebildigi ve biyokimyasal bulgularimizi

destekledigi yoniindedir.

Nagai ve ark. (105) DOX indiiklii hepatotoksisite iizerine theaninin koruyucu
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda yaptiklar1 histopatolojik degerlendirmelerde
olumlu sonuglar elde etmis ve theaninin karaciger hiicre harabiyeti ve hiicre
dilatasyonunu engelledigini ifade etmislerdir. Yine Pérez-Vargas ve ark. (89) 2016
yilinda, CCL, indiiklii hepatotoksisite ¢alismalarinda theaninin hepatositlerin yapisal

Ozelliklerini koruyucu yonde etki gosterdigini belirtmislerdir.
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Calismamizda, TUNEL yontemiyle bobrek dokusundaki % Al
degerlendirildiginde kontrol % 5.75, theanin grubunda % 6.62, DOX grubunda
ortalama % 42 ve DOX+Theanin grubunda % 29, olarak belirlendi. Kontrol ve theanin
gruplar1 arasinda farklilik bulunamazken yiiksek % Al degerlerine sahip DOX grubu
diger tiim gruplardan istatistiksel olarak p=0.001 diizeyinde anlamli farklilik gosterdi
(Tablo 16). Kontrol ve theanin gruplarinda az sayida tubul epitel hiicrelerinde, DOX
grubunda ise tubul epitel hiicrelerinde yaygmn apoptoz izlendi (Resim 10).
DOX+Theanin grubu tubul epitel hiicrelerinde apoptotik hiicre sayis1 DOX grubuna
gore daha az seviyede saptandi (Resim 13-14). Elde ettigimiz TUNEL+ hiicre
bulgular1 ve yiizde apoptotik indeks verileri 1s1ginda theaninin, DOX ile uyarilmis
apoptozu baskiladigini sdylemek miimkiindiir. Calismamizda elde etti§imiz plazma ve
doku kaspaz-3 seviyeleri de bu teoriyi desteklemektedir. Bu ¢alismada doku ve plazma
kaspaz-3 diizeyleri agisindan theanin grubu ile kontrol grubu arasinda farklilik
bulgular1 elde edilmemistir. Hem plazma hem de dokuda yiiksek kaspaz-3 diizeylerine
sahip olan DOX grubu, diger tiim gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermistir. DOX+Theanin grubuysa kontrol ve theanin gruplarindan daha yiiksek
doku kaspaz-3 diizeylerine sahipti (p<0.05, Tablo 16). Yapilan bazi c¢alismalarda
DOX uygulamasi ile bobrek ve karaciger gibi dokularda olusturulan toksisitede
kaspaz-3 ekspresyonunda artislarin oldugu, kaspaz-3 aktivitesi iizerinden apoptozisin
indiiklendigi veriler kaydedilmistir (33, 111). Ozellikle antikanser ilaglarin etkileri ve
kesifleriyle ilgili caligmalarda kaspaz-3 ve iligkili yolaklar ©nemli olarak ele
alinmakta, yliksek kaspaz-3 diizeylerinin hiicre harabiyetlerinin énemli bir belirteci

oldugu vurgulanmaktadir (58).

Bu ¢alismada DOX+Theanin grubunda DOX grubuna gore daha diisiik kaspaz-
3 seviyesinin tespit edilmesi (theaninin bobrek dokusu kaspaz-3 diizeylerine etkisinin
incelendigi bir ¢aligmaya rastlanamamasina ragmen) karaciger hiicre ve dokusunda
indiiklenen toksisitede theaninin uygulamasi ile daha diisiik kaspaz-3 diizeyleri rapor
eden caligmalarla desteklenmektedir. Literatiirde theaninin 10 mg/kg dozu 5 giin
boyunca uygulanan farelerin karaciger hiicrelerinde, kaspaz-3 ve diger apoptotik
yolaklar {izerinden apoptozisi inhibe ettigi ileri siriilmiistir (105). Literatiirde
theaninin hepatositlerdeki etanol indiiklii toksisitede, Sitokrom c¢ salinimimi ve

mitokondriyal membran potansiyelini diizenleyici etki gostererek, mitokondriyal
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apoptozisi engelledigi belirtilmistir. Ayrica Kaspaz-3 diizeylerinin theanin uygulanan
grupta daha diisiik oldugu rapor edilerek theaninin koruyucu etkinligi vurgulanmistir
(58, 112).

Calismamizda inflamasyonun da bir gostergesi olan NF-kBp65 ’in plazma ve
bobrek dokusundaki diizeyleri degerlendirildi. Theanin ve kontrol gruplari arasinda
farklilik bulgular1 saptanmazken yiiksek plazma ve doku NF-kBp65 diizeylerine sahip
DOX grubu diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir.
NF-kBp65 diizeyleri DOX+Theanin grubunda DOX grubuna gore diislik seviyelerde
kaydedildi (Tablo 15). Bu bulgular 1s1i§inda DOX indiiklii nefrotoksisitede
inflamasyon artmis, theanin uygulamasinin inflamasyonu baskilayict yonde etkisi

olabilecegi elde ettigimiz bulgular 1s18inda diigtiniilmiistiir.

Theaninin hiicrelere alinmasiyla glutamin ve glutamat gibi hiicre i¢i serbest
azot, sitrat ve alfa ketoglutarat (a-KG) diizeyleri de artmaktadir. Bu diizeylere etkisi
beraberinde theanin, amino asit katabolizmasini, oksidatif metabolik yolaklar1 stimiile
edip glikoliz hizin1 inhibe ediyor olabilir (113). Diisiikk hizda glikoliz ve theaninin
alinmasiyla diizeyinin ylikselebilecegini literatiir cergevesinde diislindiiglimiiz o-
KG*m prolil hidroksilazlar1 aktive ederek hipoksiyi, inflamasyonu, NFkB diizeylerini
azalttig1 ve apoptozisi inhibe ettigi belirtilmektedir. Theaninin bu diizey ve yolaklar

tizerine etkileri tam olarak bilinmemektedir.(113-115).

Perez ve ark. (89) CCL, indiiklii hepatotoksisiteye karsi theaninin koruyucu
etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda theaninin, NF-«B'yi inhibe ederek ve aktif
makriks metaloproteinaz-13 (MMP-13) aktivitelerini yiikselterek, karaciger fibrozisini
engelledigini ileri siirmislerdir. Bununla birlikte theaninin, deney hayvanlar
lenfositlerinde mevalonat biyosentetik yolaklarinda gorev alan Ras iliskili protein Al
(RaplA) ve hidroksi metil glutaril koenzim A rediiktaz (HMGCR) ekspresyonlarini
artirarak sitokinlerin salimimini diizenleyici etkilerinin oldugu belirtilmektedir.
Mevalonat yolag1 hiicre biiyiime, farklilasma ve proliferasyonunda Onemlidir.
Theaninin bu yolakla iliskili olarak interferon-y, interlokinler (IL-2, IL-4, IL-10, IL-
12) ve timor nekrozu faktori a (TNFa) ekspresyonlarini inhibe ederek anti-

inflamatuar etkinlik gosterdigi ileri siiriilmiistiir (116). Bizim de ¢alismamizda elde

75



ettigimiz bulgular, theaninin DOX indiiklii nefrotoksisiteye karsi koruyucu yonde anti-

inflamatuar etki gosterdigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda theaninin, DOX ile uyarilmis nefrotoksisitede, plazma ve bobrek
dokusu homojenatlarinda, oksidatif stres parametrelerinden lipid peroksidasyon {iriinii
olan MDA seviyeleri iizerine etkileri degerlendirildi. Theanin ve kontrol gruplar
arasinda farklilik bulunmazken DOX grubunda yilikselmis MDA seviyeleri diger tim
gruplardan anlamli farklilik gésterdi. Theanin uygulanan DOX+Theanin grubunda
MDA seviyeleri DOX grubuna goére daha diisiikk bulundu (p<0.05, Tablo 18, 19).
Deney hayvanlarinda DOX ve benzeri toksik ajanlarla olusturulan nefrotoksisitede
MDA seviyelerinin yiikselerek toksik etkilerin olustugu belirtilmistir (117-119). DOX
uygulamasi reaktif oksijen tiirlerini arttirdig1 gibi TCA ve oksidatif solunum yollarini
inhibe ederek metabolik strese de yol agabilmektedir. DOX tarafindan indiiklenen
hipoksi ve oksidatif stres beraberinde inflamasyon ve NF-xBp65 diizeyleri
yiikselebilmektedir (115, 120). Theanin uygulanan DOX+Theanin grubunda DOX
grubuna goére daha diisik MDA seviyelerinin tespit edilmesi, theaninin lipid
peroksidasyonunu azaltarak nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkinlik gosterebilen bir
molekiil olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamiza benzer sekilde Jiang ve ark.
(88) karaciger hiicrelerinde theaninin antioksidan 6zellikleriyle oksidatif strese karsi
MDA diizeylerindeki artist1 engelleyerek koruyucu yonde etki gosterdigini
belirtmislerdir. Nagai ve ark. (8) DOX ile uyarilmis nefrotoksisitede artan MDA
diizeylerini, theaninin antioksidan etkileriyle inhibe ettigini ileri siirmiislerdir. Bu
caligmalardan baska theaninin doku veya plazma MDA diizeyleri lizerine etkisinin

incelendigi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Theaninin glutatyon metabolizmasimi etkiledigi belirtilmistir (5, 69, 71, 112).
Bu nedenle bobrek dokusu tizerinde glutatyon ve iligkili enzimler, ilk defa bu ¢alisma

kapsaminda, daha ayrintili bir sekilde incelenmistir.

Bu c¢alismada saglikli theanin ve kontrol gruplar1 arasinda GR ve GST
aktiviteleri, GGT1, GSH, GSSG, GSSG/GSH seviyeleri arasinda farklilik bulgulari
belirlenemezken GPx aktivitelerinin theanin grubunda kontrol grubuna gore ylikseldigi

yoniinde veriler elde edilmistir.
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Calismamizda DOX grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda diisiik GSH
seviyeleri, GR ve GST aktivitelerine; yiiksek GSSG ve GGT1 seviyelerine sahipti
(p<0.05, Tablo 18-19). DOX, Fe*® ile olusturdugu kompleks beraberinde meydana
gelen oksijen radikallerinin hiicre i¢i tasimim sistemini engelledigi, hiicredeki GSH
diizeylerini, GST ve GR gibi glutatyonla iligkili enzimleri dolayisiyla hayati 6nemi
olan antioksidan savunma sistemlerini baskiladigi ve oksidatif strese neden oldugu
belirtilmektedir (30, 32, 34). GSSG ve GSSG/GSH diizeyinin yiikselmesi oksidatif
stresin bir gostergesidir (121). Bobrek hasarinin bir belirteci olarak degerlendirilen
GGT, ekstraselliiler GSH’lar1 hidroliz ederek sisteinil glisin ve y-glutamil iiriinlerine
dontistirir ve GSH homeostazisinde 6nemlidir (45). Bu amino asitler spesifik
aminoasit tasiyicilar1 tarafindan hiicre igine alindigir gibi GGT araciligiyla da y-
glutamil ve y-glutamilsistin alinarak hiicre i¢ci GSH sentezinde kullanilir. Bu sentezin
ilk basamaginda rol alan y-glutamilsistein ligaz (GCL) enziminin katalitik alt {initesi
olan GCLC’nin, DOX uygulamasiyla inhibe oldugu, hiicre i¢i GSH diizeylerinde
azalma oldugu gibi GGT ekspresyonun arttig1 belirtilmektedir (122, 123). Bu nedenle
her nekadar GGT diizeyleri artmis olsada GSH sentezi DOX uygulamas1 beraberinde
inhibe olabilmektedir. Yamamoto ve ark. (124) iskemi indiiklii bobrek hasarinda doku
GGT diizeylerinin arttigi yoniinde bulgular elde etmislerdir. Diger bir arastirmada
deney hayvanlarinda bir antibiyotik olan kolitsin indiiklii nefrotoksisite de yiiksek
GGT diizeyleri rapor edilmistir (125).

DOX uygulamasinin bobrek dokusu iizerinde GST aktivitelerini azalttig1
yoniinde veriler mevcuttur (126, 127). DOX uygulamasinin GST’leri inhibe ettigi,
toksik metabolitlerin ve oksidatif stresin artmasi sonucu doku hasarina yol actigi
vurgulanmigtir (128). Literatiirde GST-o formunun, nefrotoksisitede, akut bobrek
hasarmi belirlemede erken bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir
(45). Faz 1l detoksifikasyon enzim ailesinden olan GST’ler, inhibitér NF-kB'nin
fosforilasyonunu saglayarak kismi olarak NFkB sinyal yolagini aktive ettigi,
indiiklenebilir NO sentaz ve NO’ nun diizenlenmesine etki ettigi ve in vitro ortamda

oksidatif hasara kars1 koruyucu etkilerinin de oldugu ileri siiriilmektedir (48).

DOX+Theanin grubu DOX grubu ile karsilastirildiginda plazma ve dokuda
benzer yonlerde diisiik GSSG/GSH oranina ve GGT1 seviyesine, yiiksek GR, GPx ve
GST aktivitelerine sahipti (p<0.05) (Sekil 24, Tablo 18, 19).
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GSH, hiicrelerde ve plazmada en Onemli antioksidan bilesenlerden birisidir.
GSSG ve GSSG/GSH diizeyinin yiikselmesi hem hiicre igi oksidatif stresin bir
belirteci hem de redoks dengesinin ve beraberinde hiicre i¢i sistemlerin dogal
fonksiyonlarindaki bozulmalarin 6nemli bir gostergesi olarak nitelendirilmektedir
(129). Theaninin, anti-timor ajanlarin etkinliklerinin artisina yol agtigi, hiicrelerde
GSH seviyelerini artiric1 etkilerinin oldugu ve toksik ajanlarin zararli etkilerinden
hiicreleri koruyucu yonde etki ettigi belirtilmektedir (6, 89). Mevcut ¢alismamizda da
doku ve plazma GSSG ve GSH diizeyleri degerlendirilerek literatiir ile paralel yonde
veriler elde edilmistir. Nagai ve ark. (8) theanin uygulamasinin DOX indiikli renal
toksisitede GSH diizeylerini ytikselttigi ve koruyucu etkinligini bu sayede gosterdigini
ileri stirmtiglerdir. Li ve ark. (112) 200 mg/kg theanin uygulamasinin, etanol indiikli
hepatotoksisitede GSH diizeylerini artirarak koruyucu yonde etki gosterebildigini ileri
stirmiiglerdir. Deng ve ark. (130) theanin uygulamasinin hepatotoksisite iizerinde GSH
diizeylerini 6nemli Ol¢lide artirarak koruyucu etkinlik gosterdigini belirtmislerdir.
Yine karaciger dokusunda theaninin CCL4 toksisitesi tizerinde koruyucu etkinliginin
incelendigi bir calisma yapilmistir. Vargas ve ark. (89) 2016 yilinda yayinlanan
calismalarinda, theaninin GSH ve GSH/GSSG diizeylerini yiikselterek koruyucu
etkinlik gosterdigini ileri stirmislerdir. Sentellas ve ark. (131) ilag indiikli
hepatotoksisitede GSSG/GSH diizeylerinin bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini

rapor etmiglerdir.

Theaninin, tam mekanizmasi bilinmemekle beraber, bobreklerde glutamine
benzer sekilde hidrolizasyonunun, hiicre i¢i GSH diizeylerininin yiikselmesinde etkili
olabilecegi diistiniilmektedir (69). Oksidatif stres altinda, hasara bir cevap olarak hiicre
ici GSH diizeylerini ve diger bazi1 antioksidan enzimleri yiikseltici yonde
mekanizmalar devreye girebilmektedir (6rnegin GCL, GR, GPx) ve bu sebeple GSH
prokiirsorleri 6nemlidir (132). Mora ve ark. (132) sisplatin indiiklii nefrotoksisitede
glutamin verilen gruplarin doku GSH diizeylerini kontrol grubuna gére 6nemli dlgiide
yikselmis olarak rapor etmiglerdir. Glutaminin, DOX ile indiiklenen
kardiyotoksisitede, plazma ve kalp dokusunda GSH diizeylerini artirici, lipid
peroksidasyonunu inhibe edici yonde etkileri rapor edilmistir. Ayrica glutaminin,
sisplatin indiiklii nefrotoksisitede hiicre i¢ci GSH seviyelerini yiikselterek koruyucu

yonde etkinlik gosterdigi ileri siiriilmistiir (133). Glutamin hiicrelerde heksozamin,
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niikleotid ve asparagin biyosentezinde esansiyeldir. Theanin gibi glutamin benzeri
bilesiklerin basta GSH sentezi olmak {izere, sitrik asit dongiisiine (TCA) anaplerotik
yakit destegi, poliaminlerin biyosentezi ve prolin, serin, glisin gibi esansiyel olmayan
aminoasitlerin sentezlenmesi agisindan gereklidir. Ote yandan DOX uygulamasinin
Ozellikle mitokondriyal enerji metabolizmasinda gorev alan TCA ve elektron taginim
zincirinde (ETS) rol oynayan enzim ve proteinleri okside ettigi belirtilmektedir (134).
Kanser kemoterapisinde hayati énem tasiyan metabolik yollar glikoliz, TCA ve
ETS’dir. Bu yolaklar, DOX gibi kemoterapide uygulanan ajanlarin énemli bir hedefi
olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle artan oksidatif stres ve tiimdr hiicrelerinin
hipoksi sartlarinda, 6zellikle glikolizle ATP sentezi gerceklestirdigi ve bu nedenle de
TCA dongiistiniin devamliliginin 6nem tagidigi belirtilmektedir (135). Ayrica DOX
uygulamasinin mitokondriyal kompleks I i inhibe ettigi belirtilmektedir (124). Theanin
uygulamasinin bu toksisite lizerine hem GSH diizeylerini yiikselterek bu metabolik
yolaklardaki enzim ve proteinleri koruyucu yonde etkinlik gdsterebildigi hem de hiicre
ici glutamat diizeylerinin artisina ve dolayisiyla o-KG’a da doniiserek TCA
dongiisiiniin devamliligin1 saglayabilecegi ve enerji metabolizmasin1 koruyucu yonde
etkinlik gosteriyor olabilecegi diistinilmistir (112, 113, 136). Theaninin timor
hiicrelerindeki glutamat tasiyicilarint % 15 oraninda inhibe ederek hiicre digi alanda
glutamat seviyesinde artisa yol actigi ve DOX gibi antitiimor 6zellikteki ajanlarin
etkinliginin uzun silirmesini bu sayede sagladig1 diisliniilmektedir. Theaninin timor
hiicrelerinde glutamat transportunu inhibe etmek suretiyle hiicre i¢i GSH seviyelerinde
azalmalara yol actigi, normal hiicrelerdeyse glutamat reseptorlerine baglanmasiyla
antikanser 1ilacglarin akigkanligini artirarak koruyucu etkinlik gosterdigi ileri
stiriilmiistiir (76). Kanser hiicrelerinin aksine saglikli hiicreleri, theaninin antioksidan
etkileriyle kemoterapotik ajanlarin zararlarindan korudugunu, bu etkisini ise yine

hiicre i¢i GSH seviyesini artirarak gergeklestirdigi one stiriilmistiir (5-7).

Nitekim theaninin mitokondriyal membran potansiyelinin toksik etkilere karsi
diizenledigi ve mitokondriyal hasar1 ve apoptozisi engelledigi, bu etkilerinin temelinde
de GSH diizeylerini artiric1 ve ¢esitli metabolik katkilarin yattigi belirtilmektedir (58,
112, 113).
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Theanin, DOX ile uyarilmig nefrotoksisitede, GPx aktivitesini artirict yonde
etkinlik gostermistir. Bu da theanin uygulamasinin akut nefrotoksisitede hasara bir
cevap olarak aktivite artiglarina yol agabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak theaninin
metabolitlerinden biri olan etilamin de GPx artisina neden olmus olabilir. Etilamin
mevolonat yolunu inhibe ederek izopentenil pirofosfat birikimine neden olmaktadir
(116). izopentenil pirofosfat ise selonoproteinlerin sentezini arttirmaktadir. GPx’in de
selonoproteinlerden biri oldugu diisiiniildiigiinde, theaninin etilamin vasitasiyla GPx

enzim aktivitelerindeki artislara katkida bulunmus olabilecegi diistiniilmdistiir (116).

Li ve ark. (112) alkol indiiklii karaciger toksisitesinde theaninin koruyucu
etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, bizim bulgularimizla paralel olarak, GPx
aktivite diizeylerinde, kontrol grubuyla toksik etkiye maruz kalan grup arasinda
anlamli farklilik bulamamislardir. Theanin uygulamasinin karaciger dokusunda 6nemli
bir koruyucu etki olusturdugu ve GPx aktivite diizeylerinde de artisa yol agtigi
belirtilmektedir (137). Cilek Oziiniin etkinliginin incelendigi bir ¢alismada DOX
indiiklii toksisitede yiiksek GPx elde edilmistir (138). Cui ve ark. (139) polifenollerce
zengin ve theanin de igeren ¢ayin, CCly indiiklii hepatotoksisitede GPx aktivitesinin
artarak koruyucu yonde etkilerinin oldugunu ileri siirmiislerdir. Li ve ark. (112)
theaninin, alkol kaynakli hepatosit hasarini engellemede katalaz, siiperoksit dismutaz,
GSH ve GR diizeylerini artirict yonde etki ederek koruyucu etkinlik gosterdigi
yoniinde bulgular elde etmislerdir. Bu ¢alismalar kapsaminda, hepatositlerdeki GR ve
GPx diizeyleri bizim de ¢aligmamizla paralel bir sekilde diger tiim gruplardan yiiksek
seviyelerde rapor edilmistir. Yine Deng ve ark. (130) deney hayvanlar1 karacigerinde
Escherichia coli indiiklii oksidatif hasari1 degerlendirdiklerinde, 100-300 mg/kg theanin
uygulamasinin GPx1 ekspresyonu ve aktivitelerinde, bulgularimizla benzer yonde,
onemli yiikselmeler oldugunu rapor etmislerdir. Sumathi ve ark. (140, 141) toksik
etkilere maruz kalan beyin dokusu hiicrelerinde theaninin GPx, GR aktiviteleri ve
GSH diizeylerini artirarak koruyucu etkinlik gosterdigini belirtmislerdir. Yesil cay
Oziiniin sisplatin indiiklii nefrotoksisite lizerine etkinliginin incelendigi bir ¢alismada
Ahn ve ark. (142) BUN ve GGT diizeylerinin toksik ajan verilen gruplarda yiiksek
oldugunu, yesil cay Oziiniin verildigi gruplarda ise daha distik oldugunu
bildirmislerdir. Ancak yesil ¢aym bu etkisinin ¢ay polifenolleri sayesinde oldugu

vurgulanarak theaninle ilgili bir ifade kullanilmamistir.
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Theanin GSH seviyesini arttirarak ve/veya GST aktivitelerini yiikselterek
DOX’un zararli etkisini bertaraf etmis olabilir. Ciinkii GSH artis1 ile birlikte GST
enzimi aracihigiyla GSH-DOX kompleksi olusabilmektedir Boylece DOX’un
detoksifikasyonu saglanarak doku ve hiicrelere zarar vermesi engellenebilmektedir
(143).

Calismamizda kontrol grubu ile theanin grubu arasinda inceledigimiz
parametreler agisindan oOnemli farkliliklar belirlenmemistir. Bu noktada saglikli
kisilerde theaninin; glutatyon ve iliskili enzimlerin metabolizmalarina énemli Slgiide
etkilerinin olmadig1 diistiniilebilir. Theaninin glutatyon metabolizmasin1 hangi
yolaklar iizerinden diizenledigini ve hangi mekanizmalarla nefrotoksisiteye karsi
etkinlik gosterdigini belirleyebilmek icin bu kapsamda gelistirilmis arastirmalara

ihtiyag¢ vardir.

Sonug olarak L-theaninin; DOX ile nefrotoksisitenin uyarildigi siganlarda,
histopatolojik bulgular ile desteklenen anti-nekrotik, anti-iflamatuar ve anti-apoptoitk
ozellikler sergiledigi, dehidratasyona karsi koruyucu etkileri olabilecegi, oksidatif
stresi azaltarak ve antioksidan mekanizmalar1 aktiflestirerek oksidan antioksidan
dengeyi antioksidanlar lehine kaydirdigim séylemek miimkiindiir (Sekil 25). Ote
yandan L-theaninin, bobrek dokusununda GST aktivitelerrini arttirarak DOX’un
hiicrelerden uzaklastirilmasi beraberinde detoksifikasyona katki saglayabildigi fikrini
uyandirmistir. Ayrica theaninin bdbrek dokusu iizerine koruyucu etkisini tam olarak
hangi yolaklar1 diizenleyerek gosterdigine dair ayrintili ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu

distintiilmiistiir.
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. ONERILER

. Bu ¢alismada L-theaninin nefrotoksisitede, agirlikli olarak glutatyon metabolizmasi
tizerinden koruyucu etkileri incelenmeye ¢alisildi. Tam olarak hangi metabolik
yolaklar ve/veya hormonlar iizerinden koruyucu etkinlikler gosterebildigine yonelik

calismalar gerceklestirilebilir.

. Theaninin hiicre igerisine taginim mekanizmasi ve membranda bulunan sekonder
habercilerle ve baglantili sinyal yolaklariyla iliskileri iizerine kapsamli aragtirmalar
yapilabilir.

. Theaninin enerji metabolizmasi tizerine 6zellikle Glikoliz, TCA ve ETS yolaklariyla
iligkisi arastirilabilir.

. Theanin, dogrudan ¢ay veya diger c¢ay bilesenleri ya da Ozellikle antioksidan
koruyucu etkileri olan diger fonksiyonel gidalarla birlikte verildiginde

gosterebilecegi sinerjik etkiler arastirilabilir.

. Theaninin nefrotoksisite lizerinde koruyucu etkilerinin oldugunu diisiindiigiimiiz
mevcut calismamizin klinik insan c¢alismalariyla desteklenmesine ihtiya¢ oldugu

diistinilmistiir.
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