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IV. OZET

SISPLATIN ILE OLUSTURULAN DENEYSEL TOKSISITE MODELINDE
ASTAKSANTININ OLASI KORUYUCU VE ANTIOKSIiDAN ROLU

ADA Saniye,

Yiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danigsmant: Prof. Dr. Mustafa Baki CEKMEN
Ikinci Tez Danismani: Dog.Dr. Meral YUKSEL
Eylul 2018, 87 sayfa

Sisplatin (Sis), solid timdrlerin tedavisinde kullanilan, bir¢ok yan etkiye sahip gii¢li
kemoterapotik ilaclardan biridir. Bu c¢alismada siganlarda sisplatin kaynakli
toksisitenin dnlenmesinde astaksantinin (Ast) olas1 koruyucu ve antioksidan etkisini
arastirmay1 amagcladik.

Sprague-Dawley sicanlar1 rastgele 4 gruba ayrildi (n=32). Sis, ¢ gun sureyle ardisik
(8 mg /kg/ gin ip.) olarak verildi. Ast, 10 gun slreyle (Sis+Ast grubu) 100
mg/kg/giin oral olarak verildi. Kontrol grubu ve Ast grubu ayni dozda sirasiyla
zeytinyagi ve Ast aldi. Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra malondialdehit (MDA),
glutatyon (GSH), myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, kemiluminesans (CL)
seviyeleri gibi oksidatif stres parametreleri ile histopatolojik analizlerin belirlenmesi
icin karaciger, kalp ve bobrek dokulari alindi. Kan oOrnekleri biyokimyasal
degerlendirme i¢in toplandi.

MDA duzeyleri, kontrol grubuna goére Sis grubunda karaciger ve kalp dokularinda
anlaml olarak daha yiiksekti, fakat bobrek MDA seviyeleri anlamli degildi. Diger
taraftan, bobrek dokularindaki GSH seviyeleri, Sis grubunda anlamli olarak daha
yuksek bulundu (p<0.001), inflamasyonu gosteren MPO aktivitesi, Sis uygulanan
sicanlarin tim dokularinda onemli 6l¢tide artmustir. Ast tedavisi, MPO aktivitesini
azaltarak Sis'in etkisini tersine gevirdi. Karaciger, kalp ve bobrek dokularinda CL
seviyeleri, Sis grubunda anlamli olarak daha yiiksekti. Ast tedavisi, karaciger ve
bobrek dokularinda CL seviyelerini azaltarak Sis'in etkilerini azaltti. Histolojik ve
serum biyokimyasal bulgular doku oksidatif stres parametreleri ile uyumlu bulundu.

Bulgularimiz, Sis uygulamasinin karaciger, kalp ve bobrek dokularinda hasara neden
oldugunu gosterdi. inflamasyon, Ast tedavisi ile azaltilabilecek ana mekanizma
olarak goruldi. Oksidatif stres parametrelerinin sonuglari, Sis uygulamasinin bobrek
dokusunda GSH seviyelerini arttirdigin1 ve "Sisplatin direncine" yol agtigin
gosterdi.

Anahtar Sozcukler: Sisplatin; Astaksantin; Toksisite; Oksidatif Stres; Antioksidan



V. ABSTRACT

THE POTENTIAL PROTECTIVE AND ANTIOXIDANT ROLE OF
ASTAXANTHIN AGAINST CISPLATIN-INDUCED EXPERIMENTAL
TOXICITY MODEL

ADA Saniye

Master Thesis in Department of Biochemistry, School of Medicine
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa Baki CEKMEN
Second Supervisor: Dog.Dr. Meral YUKSEL
Eylil 2018, 87 pages

Cisplatin (Cis) is one of the most potent chemotherapeutic drugs used in the
treatment of solid tumors, but has several side effects. In this study, we aimed to
investigate the possible protective and antioxidant effects of astaxanthin (Ast) by the
prevention of cisplatin-induced toxicity in rats.

Sprague-Dawley rats were randomly divided into four groups (n=32). Cis was given
i.p. at a dose of 8 mg/kg/day for three consecutive days. Ast was given orally 100
mg/kg/day for 10 days (Cis+Ast group). Control received olive oil and Ast group
received only Ast at the same dose. After animals were sacrificed, liver, heart and
kidney tissue were obtained for determination of oxidative stress parameters such as
malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH) levels, myeloperoxidase (MPO)
activity, chemiluminescence (CL) analyses and histopathological examination. Blood
samples also were collected for biochemical evaluation.

MDA levels were significantly higher in liver and heart tissues in Cis induced group
with respect to the control group, but kidney MDA levels were not significant
different. On the other hand, GSH levels in kidney tissues were significantly
different higher in Cis treated group (p<0.001). MPO activity, which shows
inflammation, is significantly increased in all tissues of Cis treated rats. Ast
treatment reverses the effects of Cis via reducing MPO activity. CL levels in liver,
heart and kidney were significantly higher in Cis treated group. Ast treatment
decrease the effects of Cis via reducing CL levels in liver and kidney tissues.
Histological and serum biochemical findings are compatible with our tissue oxidative
stress parameters.

Our findings showed that Cis administration caused damage to the liver, heart and
Kidney tissues. Inflammation is the main mechanism that can be reduced by Ast
treatment. The results of oxidative stress parameters have shown that Cis
administration increases GSH levels in kidney tissue, leading to "Cisplatin
resistance".

Key Words: Cisplatin; Astaxanthin; Toxicity; Oxidative Stress; Antioxidant
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1.GIRIS

Sisplatin, platinyum iceren kematerapotik bir ajandir. Etki mekanizmasi,
icerigindeki platinyum kompleksleri ile DNA baglarinda kirilmalara neden olarak,
kanserli hiicrelerde apoptozisi tetikleyip, kanserli hiicrelerin ortadan kaldirilmasini
saglamak seklindedir (1, 2). Sisplatin klinikte solid kanserlerde, sarkomalarda,
baz1 karsinomlarda (kii¢iik hiicre tipli akciger kanserleri, over kanserleri),
lenfomalarda, serviks kanseri gibi ¢esitli kanser tedavilerinde kullanilmaktadir.
Sisplatinin  testis kanserlerinde %10 ile %85 arasinda tedavi basarisi

bulunmaktadir. Sisplatin yaygin klinik kullanimina karsin sitotoksik bir ajandir.

Guclu anti-timor etkisine ragmen, klinik kullanimini sinirlayan nefrotoksisite,
norotoksisite ve ototoksisite gibi 6nemli toksik yan etkileri vardir. Ek olarak,
hepatotoksisite de metabolitlerinin birikmesinden dolayr gelisir. Bu yan
etkilerinde oksidatif stres major bir rol oynarken, apoptozun da énemli bir yeri
vardir. Sisplatinin serbest oksijen radikalleri olusumunu artirmak suretiyle yani
oksidatif stres araciligi ile hasar olusturdugu bildirilmistir (3). Calismamizda bu
temel diisiinceden yola ¢ikarak sisplatin kullaniminin meydana getirdigi hasarin
antioksidan Ozellikleri oldugu bilinen astaksantin ile Onlenebilecegi ihtimalini

arastirmay1 amagladik.

Astaksantin bazi eklembacaklilar, baliklar ve alglerden elde edilen kirmizi-
turuncu renkli, lipofilik bir karotenoid pigmentidir. Astaksantin 6zellikle kabuklu
deniz {iriinlerinde, somon balig1 ve alglerde bol miktarda bulunur. Bu canlilar
arasinda astaksantini en fazla miktarda viicudunda bulunduran Haematococcus
pluvialis’den (Chlorophyceae) ticari iiretimi yapilmaktadir. Astaksantin, terpenler
olarak bilinen genis bir kimyasal gruba dahildir. Karotenoidlerin ¢ogu gibi renkli,
yagda ¢Oziinlir bir pigmenttir. Diger bazi karotenodilerden farkli olarak insan
viicudunda A vitaminine doniismez. A vitamini, insanda yiiksek dozlarda toksik

olmasina karsin, astaksantin toksik etki gostermez (4).

Bu sebeplerden dolay1 gii¢lii bir antioksidan olan ayn1 zamanda antiinflamatuvar
ve antiapoptotik etkileri de bilinen astaksantini sisplatinin olumsuz etkilerini

ortadan kaldirmak veya azaltmak i¢in uygulamay1 hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sisplatin

Sisplatin,  (cis-diamminediachloroplatinum  [II], CDDP) ¢esitli  insan
malignitelerini tedavi etmek icin kullanmilan giiglii bir antikanser ajandir (2).
Sisplatin ilk olarak 1844 yilinda M.Peyronein tarafindan sentezlendi ve kimyasal
yapist ilk olarak 1893°te Alfred Wernerin tarafindan aydinlatildi. Bununla birlikte,
1960'1 yillara kadar, bilesik ile ilgili bilimsel arastirmalar elde edilmedi. Michigan
Eyalet Universitesi'ndeki Rosenberg ve arkadaslar1 tarafindan (1965) gerceklesen
ilk gbzlemlerde, Escherichia coli’deki hilcre bélinmesini inhibe ettigi gosterilmis,
bu nedenle kanser kemoterapisinde kullanilmasina dair biiyik bir heyecan
yaratmistir. 1969 yilina kadar, sisplatinin antikanser 6zelligi hayvan modellerinde
gosterilmistir.  1960'larda  sitotoksik 0zelliklere sahip oldugu kesfedildi ve
1970'lerin sonunda, germ hucre kanserlerinin sistemik tedavisinde anahtar bilesen
olarak bir yer kazandi (5). Sisplatinin kesfinden bu yana, bas, boyun, 6zofagus,
akciger, mesane, yumurtalik, serviks, meme, testis, penis, endometriyum,
mezotelyum dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ornegin, testis kanserinde, vinblastin ve ifosfamid veya
bleomisin ve etoposidin gibi sinerjik iki ilacin sisplatin ile kombinasyonu
kemoterapide daha az toksisiteye ve daha yiiksek bir tedavi etme oranina sahip

oldugu gosterilmistir (2, 5).

Kanser i¢in yaygin olarak kullanilan bir¢ok kemoterapi ilaci arasinda, sisplatin en
guclu olanlardan biridir. Kanser tedavisi icin 1978’te Amerika Gida ve llag
Kurumu (FDA-U.S. Food and Drug Administration) onayi alan ilk platin
bilesiktir. Sisplatin, sarkomalar, yamusak doku kanserleri, kemikler, kaslar ve kan
damarlar1 dahil olmak tizere farkli kanser tiirleri ile mucadele ettigi klinik olarak
kanitlanmis 6nemli bir bilesiktir. Bu tiir kanserler kisa siirede daha iyi prognoza
ve daha az hayati tehlikeye sahip olsa da, tedavileriyle ilgili énemli zorluklar
devam etmektedir. Ayrica, ilag direnci ve dnemli yan etkiler nedeniyle, sisplatinin
diger kanser ilaglariyla kombinasyon tedavisi, bir¢cok kanser turu icin yeni
terapotik  stratejiler olarak uygulanmistir (5). Bununla Dbirlikte; sisplatin
uygulamasi, terapi igin, ek ila¢ gerektirmesi ve doza bagimli nefrotoksisite,

kiimtlatif periferal duyusal noropati, Corti organindaki kil hiicrelerinin geri



doniistimsiiz hasaria bagl ototoksisite, bulant1 ve kusma gibi ciddi yan etkilerle
birlikte seyreder. Bazen sisplatin direnci tedavinin basarisi i¢in biiyiik bir engel
teskil etmektedir. Bircok tlimoér, platinyum igeren ilaca kars1 direnglidir. Dahast,

¢ogu hassas tiimor, ilk yanittan sonra yavas yavas direng gelistirir (6).
2.1.1. Sisplatinin Genel Ozellikleri ve Molekiiler Yapisi

Sisplatin, cis-diamminedichloroplatinum(II) olarak da adlandirilan sisplatinyum,
kare duzlemsel bir geometriye sahip metalik (platin) koordinasyon bilesigidir.
Oda sicakliginda beyaz veya koyu sari ile sari-turuncu Kristal tozdur. Suda az
¢ozinur, dimetilprimanid ve N,N-dimetilformamid icinde ¢0zinlr. Sisplatin
normal sicaklik ve basing altinda stabildir, ancak zamanla trans-izomere yavasga
doniisebilir. Sisplatinin molekiiler agirligi 301,1 g/mol, yogunlugu 3.74 g/cmS,
erime noktas1 270°C ve suda ¢oziiniirliigii 25°C’de 2.53 g/L dir (5).

Sisplatin, merkezinde platinyum (Pt) atomu, cevresinde cis pozisyonunda iki klor
(Cl) iyon ligand1 ve iki amonyak (NH3) ligand1 mevcuttur. Sisplatinin kimyasal

yapisi, Sekil 1'de gosterilmistir (7).
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Sekil 1. Sisplatinin Kimyasal Yapisi (7)

Metal komplekslerinde Pt, 2" veya 4" okside formda bulunabilir. Amin gruplari,
tastyici ligandlar temsil ederken, klor iyonlar1 ayrilan gruplardir. Sisplatin i¢inde
kloriirler yan yanadir. Sisplatinlerin biyolojik aktivitesi i¢in ayrilan gruplarin
varligr 6nemlidir. Hiicrenin i¢inde, sisplatinin iki kloriir iyonu gevsek baglanmis
su molekilleri ile yer degistirir, boylece platin ¢ekirdekte DNA molekiili ile
etkilesime gegebilir. Transplatin, karsilikli kloriir iyonlar1 olan bir izomerdir ve

kanser hucrelerinde sisplatinden farkli olarak yapisal degisikliklere neden olur.



Transplatin tarafindan tek atom degismesi ile olusturulan iriinler, DNA
molekiiliiniin yapisini ve stabilitesini 6nemli 6l¢iide degistirmez (8). Platinin cis

ve trans formu Sekil 2'de gosterilmistir.
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Sekil 2. Platinin cis ve trans Formu (8)

Preklinik ve Klinik erken donem ¢alismalardan beri sisplatinin birka¢ bin analogu
sentezlenmis ve terapotik indeksini arttiracak ozellikler i¢in test edilmistir. Bu
analoglarin 13'U Klinik calismalarda degerlendirilmistir. Ancak sadece bir tanesi
(karboplatin) sisplatin Uzerinde kesin avantaj saglamistir ve Diinya g¢apinda
onaylanmistir. Su anda Diinya’da dokuz platin analogu ormaplatin (tetraplatin),
oksaliplatin, DWA2114R, enloplatin, lobaplatin, CI-973 (NK-121), 254-S, JM-
216  ve  lipozom-baglanmis  cis-bis-neodekanoato  -trans-R,  R-1,2-
diaminosikloheksan platin (I11) (LNDDP) (zerinde klinik g¢alismalar devam
etmektedir.

Molekiiler perspektiften sisplatin, kimyasal yapidaki kii¢iik bir degisimin hedef
hiicrede biyolojik aktiviteyi 6nemli 6l¢iide nasil etkileyebileceginin miitkemmel
bir Ornegini temsil eder. Karboplatinin sisplatine olan istinligi, Ozellikle
nefrotoksik etkileri ortadan kaldirmasi ve azalmig yan etkileridir. Karboplatinin
dezavantaji ise viicuttaki kemik iliginin kan hiicresi ve trombosit {iretimini
olduk¢a dramatik bir sekilde azalmasina neden olan miyeloid baskilayici etkisidir.
Karboplatin, sisplatinden daha az etkilidir; kanserin tiiriine bagli olarak,
karboplatinin etkisi sisplatinin 1/8 ile 1/45i olabilir. Karboplatin dozunun klinik

standardi, sisplatin ile kiyaslandiginda genellikle 4:1 oranindadir; yani, ayni



etkinlige ulasmak i¢in dort kat daha fazla karboplatin gerekir. Secilmis platinyum

icerikli ilaglarin kimyasal yapisi Sekil 3’de gosterilmistir.
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Sekil 3. Secilmis Platinyum Icerikli Ilaglarm Kimyasal Yapisi: A. Sisplatin B.
Karboplatin C. Oksaliplatin D. Ormaplatin E. Enloplatin (5)

Sisplatinin diger kanser ilaglariyla kombine tedavisi; sisplatin kombinasyon
kemoterapisi birgok kanser tedavisinin temelidir. Platin tepkisi yiksek olmakla
birlikte, pek ¢ok kanser hastasinda sisplatin-direnci goriilmesi hastaligin niiksii ile
sonuglanmaktadir. Bu nedenle, sisplatin tedavisi alan ¢ogu hastada ila¢ direnci
gozlenmigtir. Sisplatin direncinin Onerilen mekanizmalar1 arasinda, sisplatinin
karacigerde artan biyotransformasyon ve detoksifikasyonu, DNA onarimi ve anti-
apoptotik mekanizmalarindaki artisi, hiicresel alinimi ve akisindaki degisiklikleri
icerir. Direncin tiistesinden gelmek icin, sisplatin, yumurtalik kanseri, safra yolu
kanseri, akciger kanseri (diffiz malign plevral mezotelyoma), mide kanseri,
tilkiirik bezi kokenli karsinoma, meme, kolon, akciger, prostat, melanoma ve

pankreatik kanser hiicre dizileri, erkek genetik kanalinin skuaméz hicreli



karsinomu, Urotelyal mesane kanseri ile rahim agz1 kanseri tedavisinde kullanilan
bazi diger ilaclarla birlikte kullanilir. Yumurtalik karsinom tedavisinde, sisplatin
ve paklitaksel kombinasyonu daha cesaret verici bir yanit orani yaratmistir (%
73). 5-FU intraven0z enjeksiyonu yerine sisplatin ve oral UFT uygulamasini
kullanan bir Faz II ¢aligmasinda, ileri evre kiiglik olmayan akciger karsinom olan
31 hastada % 35'lik bir yanit oran1 ve ortalama bir sagkalim siiresi elde edilmistir.
Sisplatinin, bir dizi farkli timor tipinde gemsitabin ile kombinasyon halinde

sinerjik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (5).
2.1.2. Sisplatinin Etki Mekanizmalar:

Sisplatinin oral absorbsiyonu olmadigindan intravendz olarak uygulanmaktadir.
Dolasimda % 90 plazma proteinlerine bagli olarak tasinir ve hizli bir sekilde
dokulara diffiize olur. Metabolize olan miktarin % 90’nindan fazlasi idrar ile atilir
(9). Kan serumundaki yiiksek kloriir konsantrasyonu (=100 mM), sisplatinin
kloriir gruplarinin su molekiilleri ile yer degistirmesini engeller, boylece kandaki
sisplatinin akuatik formlar1 ¢ok diisiik miktardadir. Bu nedenle sisplatin,
hiicrelerin dis ylizeyine esas olarak noétr bir molekiil olarak ulasir (10).
Baslangigta, ilag alimi1 ve dagiliminda rol oynayan baskin siirecin pasif difflizyon
oldugu kabul edilmistir. Bununla birlikte, son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
sisplatin hiicre i¢ine taginiminda tasiyici aracili aktif transport gosterilmistir. Hall
ve arkadaslarinin yiiriittiigii deneysel caligmalar, sisplatinin hicreye iki yoldan
girdigi sonucuna yol agmustir: (a) pasif diffiizyon ve (b) transport proteinler ile
kolaylastirilmis ve aktif taginim. Burger ve ark. tarafindan, bakir (Cu) tasiyicilari
(CTR), organik katyon tasiyicilar1 (OCT), ¢6ziinebilen tastyicilar (SLC) ve ATP
baglayict kaset (ABC) multi ilag tasiyicisi gibi aktif Pt alinimi ve akisini
belirleyen membran tasiyicilart yakin zamanda klinik 6nemleri ile birlikte
gosterilmistir. Diger bazi1 caligmalar da platin bilesiklerinin genel biyolojik
aktivitelerinde Na'-bagimli glikoz transportu ve Na',K'-ATPaz tarafindan
duzenlenen diger ATP'ye bagl prosesler de dahil olmak fiizere, farkli tagima

mekanizmalarinin da oldugunu isaret etmektedir (11).

Hiicre icinde (sitoplazma) kloriir iyonlarinin konsantrasyonu c¢ok diisiik oldugu
(3-20 mM) igin sisplatin hidroliz olur ve klor atomlarin1 kaybedip su molekili

baglar. Bu akuatik formu sisplatinin hiicre i¢indeki diger niikleofilik molekiiller



(DNA, RNA, proteinler) ile etkilesebilir duruma gelmesini saglar. Su ile
reaksiyondan sonra olusan reaktif kompleks, DNA ile etkilesime girer: (a) DNA
ile kovalent baglarin olusumu; 6zellikle guanin ve adenin N7 pozisyonunda, (b)
DNA’nin 2 farkli bélgesi ile reaksiyon; zincir i¢i (>% 90) veya zincirler arasi (<%
5) baglarin olusumu, (c) DNA sentezini ve transkripsiyonu inhibe etmekten
sorumlu olan platin-DNA komplekslerinin olusumu ve sonug¢ olarak, timor
hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesi ile sonuglanir. Sisplatin ayrica niikleer ve
sitoplazmik proteinlere baglanabilir ve sitotoksik etkilere neden olabilir. Sisplatin-
DNA bagindan, replikasyon ve transkripsiyonu bloke eden ve hicre 6lumini
indikleyen c¢ok cesitli DNA-platin kompleksi formlari olusur. DNA-platin
kompleksi formlarinin dogasi, bir dizi transdiiksiyon yolunu etkiler ve timor
hlcrelerinde apoptoz veya nekrozu tetikler (7). Sisplatin hiicresel mekanizmasinin

bir 6zeti Sekil 4'de gosterilmektedir.
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Sekil 4. Sisplatin Hiicreye Girisinin Sematik Gosterimi (7)

(a) 1. Bakir transporter CTR1, 2. pasif diffuzyon, 3.sisplatinin hidrolizi, 4.sisplatin ve
DNA etkilesimi, zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar, 5. sisplatinin ATP7A ve
ATP7B gibi bakir transporter ile hiicre disina atilimi, 6 GS-X pompasi olarak
isimlendirilen ATP bagimli glutatyon S-konjugat pompasi, 7. sisplatin metallotiyoninler

ile etkilesime girmesi ve sisplatin-metallothionein kompleksinin hiicreden atilmasi

(b) Sisplatinin DNA ile etkilesimi



Sisplatin, sitokrom P450 enzimleri (CYP450) tarafindan biyotransforme edilmez.
Sisplatin ve analoglari, sitoplazmik glutatyon (GSH), metalotiyoninler (MT'ler) ve
kiikiirtiin platin ile koordine olma egilimine bagli olarak tiyol grubunu igeren
diger biyomolekiillere baglanabilir. Glutatyon-S-transferaz enzimi (GST) ile
katalize edilen platin-glutatyon konjiigatinin olusumu, hiicrede inaktivasyon ve
sisplatinin eliminasyonunda 6nemli bir adimdir. Sisplatin de MT'lere baglanarak
inaktive edilir. Klinik ve in vitro calismalar, sisplatine karsi bazi direng
mekanizmalarinda MT'lerin yiiksek konsantrasyonlarda mevcut olabilecegini
gostermektedir. ATP-baglayici kaset (ABC) tasiyici ailesinin yani sira ATP7A ve
ATP7B olarak bilinen bakir tagima proteinleri de sisplatinin hiicreden disari
atilmina katilirlar. Bobrekler sisplatin eliminasyonu i¢in birincil yerdir ve
sisplatinin yar1 émrii 16 ila 53 saat arasindadir. Ultra-filtrelenebilir platinin idrarla
atilmasi, 6 saatlik bir infiizyondan sonra, 15 dakikalik bir enjeksiyon sonrasina
gore daha fazladir. Ultra-filtre edilmis platin, protein icermeyen metabolitlerden
olusurken, toplam platin proteine bagli ya da bagli olmayan tim platin tirlerinden
olusur. Bununla birlikte, toplam platin genellikle dlgiiliir. Bu nedenle, proksimal
tibller epitelyal hucrelerdeki sisplatin - konsantrasyonu, serumda bulunan

konsantrasyondan yaklasik 5 kat fazladir (7).

Sisplatin  kaynakli  toksisitenin mekanizmast karmasiktir ve tamamen
anlagilamamistir. Bununla birlikte, ¢esitli deneysel calismalardan elde edilen
veriler, sisplatin kaynakli toksisitenin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin; (i)
zar tagtyicilarinin rold, (ii) sisplatinin toksik metobolitlere dontisiimii, (iii) nukleer
ve mitokondriyal DNA hasarinin indiiksiyonu; (iv) iyonik homeostazin
bozulmasi, (v) oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonun rold, (vi)
inflamasyonun indlksiyonu; ve (vii) apoptotik mekanizmalarin aktivasyonunu

iceren bir seri ardigik hasar yollar1 olarak gosterir.

I.Membran tasiyicilarin rolii; Son caligmalar, sisplatin tasiyabilen iki farkli
membran tastyicisini belirlemistir. Bobrekte; sisplatin, kolaylastirilmig difflizyon
ile bobrek tiibiiler hiicrelerine tasinarak orantisiz sisplatin birikmesine ve sonugta
bobreklerde toksisiteye yol agar. Bazi aragtirmacilar proksimal tubtler epitelyal

hiicrelere sisplatin alimi ile iligkili bir bazolateral organik katyon tasiyicisini



(OCT) tanimlamislardir. Simdiye kadar, insanlarda tic OCT (OCT1, OCT2 ve
OCT3) izoformu tanimlanmistir. Bununla birlikte, OCT2, hem hayvanlarda hem
de insanlarda sisplatin alim1 ve proksimal tiibiillerde sitotoksisite ile iliskili baglica
organik tastyicidir. Ilging olarak, insan kalp dokusunda OCT2 eksprese
edilmemesine ragmen, insan ve hayvan calismalarinda kardiyak ila¢ aliminda
bagska OCT'ler tanimlanmistir. Ancak kardiyomiyositler tarafindan sisplatin
aliminda bu OCT'lerin roliinii agiklayan hicbir ¢alisma yoktur. OCT2'den farkli
olarak, yliksek afiniteli bir bakir tastyicisi olan CTR1, daha az 6lgiide olsa da,
memeli hicrelerine sisplatin alimina aracilik ettigi tespit edilmistir. Sadece renal
tiibiiler hiicrelerde eksprese edilen OCT2'den farkli olarak, CTRI1 kardiyak
dokuda oldugu gibi yetiskin bobregin proksimal tiibiiler hiicrelerinde de eksprese
edilir. Sisplatin kaynakli toksisitede CTR1'in spesifik roliine iliskin in vivo bir
rapor bulunmamasina ragmen, in vitro ¢alismalar, CTR1'in down regilasyonunun
CTRI'in sisplatin aliminda ve sitotoksisitenin azalmasinda Onemli bir rol
oynadigini gostermistir

ii. Sisplatinin toksik metabolitlere biyotransformasyonu; Hayvan galismalari,
sisplatinin renal tiibiiler epitelyal hiicrelere tasindiginda meydana gelen metabolik
transformasyonla daha gii¢lii bir toksine doniistiigiinii gostermektedir. Sisplatinin
metabolik transformasyonu, renal tiibiiler hiicrelerde dogal olarak olusan bir
antioksidan olan GSH (glutamilsisteinilglisin)’a baglandiginda baglar ve
glutatyon-S-transferaz Pi (GSTP) enziminin Kataliz ettigi reaksiyon ile GS-
konjugatlar1 olusur. Bu konjugatlar, tiibiiler hiicrelerden gecer ve plazma
membrana yizeyinde bol miktarda bulunan gama-glutamil transpeptidaz (GGT)
ve aminotransferaz N (APN)’ler ile sirastyla sisteinil-glisin-konjugatlart ve sistein
konjugatlarna ayrigirlar. ~ Sistein-konjugatlari, sistein-S-konjugat beta-liyaz
(CCBL) tarafindan yiiksek oranda reaktif sistein tiyollerine doniisiirler. Reaktif
sistein tiyollerinin esansiyel proteinlere baglanmasi toksisiteye sebep olur. GGT
tarafindan sisplatinin metabolik toksisitesinin olusumu kalpte calisilmamis olsa
da, insan kalp dokusunda GGT ekspresyonu saptanmadigindan, bu yolun
sisplatinin kardiyotoksisitesinde bir rol oynamasi olas1 degildir.

iii. Niikleer ve mitokondriyal DNA hasari indiiksiyonu, Sisplatin, DNA iplikgikleri
ile zincir i¢i ve zincirler arasi capraz baglar olusturur. Olusan DNA-platin

kompleks formlar1 mitokondriyal ve niikleer DNA hasar1 ve hiicre olimiiyle
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sonuclanan bir seri hiicresel olaylar zincirini tetikler. Ayrica, DNA sentezini,
hlicre dongusini ve replikasyonunu engelleyip hiicreleri apoptoza surikler. Bazi
calismalar mitokondriyal DNA veya diger mitokondriyal kompenetlerin zayif
tamir yetenekleri nedeniyle sisplatin i¢in en yaygin baglanma hedefi oldugunu
iddia ederler. Farkli ¢alismalar da nikleer ve mitokondriyal DNA'nin yani sira,
sisplatinin RNA, protein ve fosfolipidler (izerindeki etkisini gosterir. Ozetle,
sisplatin uygulamasi, niikleer ve mitokondriyal DNA hasarina yol agmasi ile
sisplatini etkili bir antineoplastik ajan yapar.

iv. Iyonik homeostazin bozulmasi; Nefronun dis medulla bolgesinde Aquaporin 1
ve 2'nin yani sira Na*/ K*/ 2CI" kotransporter ve tip 11l Na'/H" iyon kanalmin
sisplatin tedavisinin ardindan ekspresyonu azalmaktadir. Hem in vitro hem de in
vivo sisplatin renal toksisite modellerinde, sisplatin uygulamasini takiben firgamsi
kenarda bobrek tiibiler disfonksiyonuna neden olan Na'/K* ATPaz (a-subunit)
aktivitesinin azaldigini gosterilmistir.

v. Oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonun roli; Sisplatin, hlcrelerdeki
redoks dengesini, konjugasyonla antioksidan GSH’n tikenmesi sonucu ortamdaki
asirt ROS’un neden oldugu mitokondriyal solunumun bozulmasiyla degistirebilir.
Asirt ROS varliginda olusan lipit peroksidasyonu oksidatif stresi yansitir ve
sisplatin kaynakli renal toksisite ile iliskilidir. Oksidatif stres, sisplatin kaynakli
kardiyak toksisitenin de altinda yatan temel mekanizmadir. Mitokondriyal
oksidatif stres, sirayla, mitokondriyal disfonksiyona ve sinyal molekiillerinin
aktivasyonuna ve proapoptotik genlerin transkripsiyonuna ve sonucta hcre
6lumine yol acan bir olaylar dizisini indiikler. Mitokondri hlicrenin enerji santrali
oldugundan, sisplatinin neden oldugu mitokondriyal disfonksiyon ATP'nin
yokulguna bagli hiicresel enerji iiretiminin azalmasina neden olur. Sisplatin,
hiicreler icin ana enerji kaynagi olan yag asidi oksidasyonunun giiclii bir
inhibitdradar. Boylece, sisplatin birikimi mitokondriyal disfonksiyona neden olur,
hlcre ici enerji seviyelerini tiketir, hiicre hasarina ve hiicre 6liimiine yol agar.

vi. Inflamasyon indiksiyonu; Toksisite nedeniyle hiicre veya doku hasarindan
sonra ikincil olarak inflamatuar bir yanit, ortaya ¢ikan kagmilmaz bir olaydir.
Sisplatin, tumor nekroz faktort alfa (TNF-a / sisplatin kaynakli inflamasyonda
aktif olarak rol oynayan bir pro-inflamatuar sitokin) tretimine neden olan redoks-

duyarli transkripsiyon faktorii niikleer faktor kappa B'nin (NF-xB) sitozolden
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nikleusa translokasyonu da dahil olmak (zere pek cok inflamatuar sitokin ve
kemokini indikler. Ornegin, bobrekte renal tubiler epitelyal hicrelerdeki
sisplatin, hasarla iligkili molekiiler patern molekiillerin (DAMPs) salinmasina ve
bu da toll benzeri reseptér 4'in (TLR4) aktivasyonuna neden olur. Bunun
sonucunda hem immin hem de immdin olmayan hiicreler tarafindan TNF-a
uretimi olur. Renal tibiler epitelyal hicrelerde sisplatin birikimi, bu epitelyal
hicrelerin ylzeyinde eksprese edilen TNF-o'nin reseptorlerine (TNFR1 ve
TNFR2) baglanmasini uyarir. Bu, inflamatuar faktorlerin uyarilmasi, notrofil ve
makrofaj gibi bagisiklik sistemi hucrelerini aktiflestirir ve hasarli bolgeye gociine
yol acar. Bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan iretilen ROS'un yani sira
sitokinler ve kemokinler de sisplatinin sitotoksik etkisini arttirir ve sonugta bobrek
fonksiyon kaybina neden olur. Ek olarak, baska bir anahtar inflamatuar sinyal
yolu olan mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinazlarin (MAPK)
farmakolojik inhibisyonu, renal tubiler hiicrelerde TNF-a tiretiminin bastirilmasi
yoluyla renal koruma saglar. Sisplatin kardiyak inflamasyonu detayli bir sekilde
tarif edilmese de, sisplatin tedavisinin neden oldugu miyokart inflamasyonu
bobreklerde gorulen benzer molekiler mekanizmalardan kaynaklanmaktadir.
Sisplatin kaynakli bobrek ve kardiyak toksisiteler inflamasyon ve miteakip hicre
hasarini tetikleyen proinflamatuar faktorleri aktive eder.

Vii. Apoptotik mekanizmalarin aktivasyonu; Apoptoz mekanizmasinin birden fazla
yolu vardir. Mitokondrinin de dahil oldugu intrensek yolak ana yoldur. Sisplatin,
Bax ve Bak't (Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik proteinleri) aktive ederek,
mitokondriyal gecirgenlik gecis porlarimin (MPTP'ler) acilmasina neden olur.
Sitokrom ¢, endonilikleaz G ve apoptozis indukleyici faktor (AIF) gibi pro-
apoptotik faktorlerin mitokondriden sitoplazmaya salinmasina yol agar ve
hiicresel strese neden olur. Sitokrom c, kaspaz 9'u aktive eder, diger kaspazlarin
aktivasyonuna yol acar ve kaspaz bagimli apoptozu indiikler. Diger taraftan,
endoniikleaz G ve AIF translokasyonu ve mitokondriden salimindan sonra

cekirdekte birikerek kaspazdan bagimsiz bir sekilde apoptozise yol agar (5).

Ozet olarak, sisplatin hiicre icine girdikten sonra hidroliz ile aktive olur. Klorir
iyonlari, su molekiilleri ile yer degistirir. Piirin kalintilarindaki azot gibi bir
nikleofile kovalent olarak baglanabilen gug¢li bir pozitif elektrofil formuna

dondisiir. Sisplatin, p53 (tiimor baskilayict gen) aktivasyonuna yol acarak DNA'da
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hasara neden olur. Bu arada, hasarli DNA p21 aracili hiicre dongiisii durdurulmasi
ile tamir edilmeye baslanir. Hasar gérmiis DNA tamir edilemediginde, p53,
Bcl2'nin inhibisyonu Uzerinde kaspaz aktivasyonu ile apoptozu indikler. Sisplatin
kaynakli kanser hiicresi Olimlnin ana mekanizmast apoptozdur. Apoptoz,
programlanmis hiicre 6liimii siirecidir ve genellikle hiicredeki farkli morfolojik
degisikliklerle, 6rnegin hucre blzilmesi, kromatin kondensasyonu, plazma
membraninda “tomurcuklanma”, hiicre yiizeyinde fosfatidil serin maruziyeti ve
kaspaz aktivasyonu ile ortaya c¢ikar. Kaspazlar olarak bilinen sistein ailesinin
uyarilmasi, apoptozun baslangi¢ safhalarinda kritik adimdir. Kaspazlar, hiicre
O0lim mekanizmasinin baglaticilar1 veya yiirltiiciileri olarak karakterize edilir.
Kaspazlarin aktivasyonu, ornegin kaspaz-3 ve 7 (yudratlcller) aktivasyonu ile
sonuglanan plazma membrani Olim reseptorleri (DR) tarafindan kaspaz-8'in
(baslatici) ve mitokondriyal kollaps ile iliskili kaspaz-9'un (baslatici) aktive
edilmesi gibi ¢esitli uyaranlara baghdir. Yiriitiicii kaspazlar, apoptozisin
indiiksiyonuna katkida bulunan bir¢ok biyokimyasal aktiviteden sorumludur. Bu,
DNA fragmantasyonuna yol acan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)
bolunmesini ve aktivasyonunu igerir. Apoptoz, ekstrinsik ve instrinsik yollar
olarak bilinen iki ana yolla gergeklesir (2). Ekstrinsik yol, ligandlar, TNF-a
reseptor ailesine baglandiginda adaptér molekiilleri ve prokaspazla birleserek
DISC (Death inducing signaling complex) denilen yapiyr olusturur. Bu
birlesmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’den aktif kaspaz-8’in olusmasi
saglanir. Aktif kaspaz-8 dogrudan ve dolayli olmak {izere 2 yolla kaspaz-3’U
aktive eder. Ya direkt kaspaz-8 kaspaz-3’( aktive eder, ya da Bid’i keserek dolayli
olarak instrinsik mekanizmada kaspaz-9’u aktive ettikten sonra, kaspaz-3’u aktive
eder. Her iki yolla da aktive olan kaspaz-3, yine kaspaz aktivasyonu ile DNA
fragmantasyonuna neden olur (16). Bununla birlikte, intrinsik yol, DNA hasar1
gibi strese maruz kaldiginda baglar, daha sonra, mitokondriyal sitokrom c
salmimina ve apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (APAF-1) ile etkilesime
neden olur. Boylece aktif bir apoptozom yapisint olusturur ve prokaspaz 9'u
aktive eder. Yamit olarak ve apoptoz tarafindan indiiklenen DNA hasarini
dizenlemek icin, Bcl-2 ailesi proteinleri regile edilir ve sitokromun c’nin serbest
kalmasimi kontrol edilmesi yolu ile gesitli modulasyonlar meydana gelir. Bu

nedenle, sisplatin tarafindan indiiklenen genotoksik stres, ¢esitli sinyal iletim
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yollarin1 aktive ederek apoptozun indiiksiyonuna katkida bulunur (12). Sekil 5’de

sisplatin kaynakli hiicre hasarinin ana yollarinin 6zeti verilmistir.

GGT
cysteine-S-conjugate b-lyase

Activation in the cell

Sekil 5. Sisplatin Kaynakli Hiicre Hasarmin Ana Yollariin Ozeti (13)

Ctrl-bakir tasiyict 1, OCT2-organik katyon tastyict 2, GGT g-glutamil transpeptidaz,
DAMP hasar- iligkili molekiiler model molekiiller, TLR toll-benzeri reseptdr, TNF-a

timor nekroz faktoru alfa, ROS reaktif oksijen turleri, AIF apoptozis indukleyici faktor

Sisplatin hiicrenin igine tasindiginda, birkag akibeti vardir. ilki, sisplatin bir
transmembran tasiyict sistemi kullanilarak hiicreden disar1 atilabilir. ikincisi,

sisplatin, GSH veya MT’ler gibi proteinlerdeki stlfidril gruplarinin baglanmasiyla
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kimyasal olarak nétralize edilebilir. Sonuncusunda ise, sisplatin, ¢esitli alt-hiicre
bilesenleriyle spesifik olarak reaksiyona girer: proteinler, RNA ve DNA gibi.
RNA, sisplatin ile reaksiyona en duyarli olanidir, ardindan DNA ve daha sonra
proteinler gelir. Sisplatin igin birincil ve yaygin olarak kabul edilen etki
mekanizmasi, DNA-platinyum formlarinin olugsmasi ile sonuglanan, sisplatinin
hiicresel DNA'ya baglanmasidir. Hasar onarilana kadar DNA replikasyonu
durdurulur. Hiicre DNA'y1 tamir edemezse veya hasar ¢ok agirsa, hiicre oliir.
Siplatinin ¢esitli alt-hiicre bilesenleri ile reaksiyona girme mekanizmasindan
yukarida bahsedildi. Diger mekanizmalar sisplatine direng olarak tanimlanir ve su
molekiiler mekanizmalarla olusur: degistirilmis DNA onarimi, ilacin hiicresel
birikiminin degistirilmesi ve ilacin sitozolik inaktivasyonu (14)

Import

Pt Pt

Passive Diffusion

Pt Pt Pt
Pt ,
006 .

Pt-G5H

‘ PLGSH o o
Inactivation

Pt

nucleus

Pt

Pt-G5H Pt

| .
MRP2 ATP7A

i Export ¥

Sekil 6. Sisplatin Hiicresel Kaderi (14)

Sisplatin, hiicre zarmi pasif diffiizyon veya transmembran tasiyicilar ile geger.
Hiicrenin i¢ine girdiginde, sisplatin DNA'ya baglanir ve DNA-platinum kompleks

formlar1 olusur. Hasar ERCC1 ve NER yolagmin iiyeleri tarafindan onarilir.
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Sisplatini GSH’a ekleyen GST ile inaktive edilir. GS- sisplatin konjugat1 daha
sonra MRP2 tasiyicilar1 araciligiyla hiicre disina atilir. Sisplatin ayrica ATP7A ve
ATP7B tarafindan da hiicre disina atilir. Sisplatin inaktivasyonu MT
proteinlerinin baglanmasindan da kaynaklanabilir. Diisiik seviyelerdeki sisplatin
direncinin, birincil mekanizmasi DNA onarimudir. Orta seviye direng seviyeleri,
hlcresel sisplatin birikiminin azalmasindan kaynaklanir. Cok yiiksek direng
seviyelerinde, sisplatinin sitozolik inaktivasyonu birincil mekanizma olmakla
birlikte, birgok hiicre hattinda birden fazla mekanizmanin ortaya ¢ikabilecegi

gozlenmistir.

a. Degisen DNA onarimi,; Sisplatin hiicre i¢ine girip DNA’ya baglanip kompleks
formlar olusturmasi DNA’nin 6nemli 0Olclide biikiilmesine neden olur. Bu
biikiilme, niikleotid eksizyon onarimi (NER) yolu ile taninir ve onarilir. Otuzdan
fazla protein gerektiren bu yolda, DNA-platinum kompleks formulari ilk olarak
XPE ve XPC-DDB1/2 tarafindan taninir. Transkripsiyon faktort 11 H (TFIIH)
kompleks hasar1 dogrular ve 6n insizyon kompleksini birlestirir: RPA, XPA ve
XPG. DNA daha sonra XPB ve XPD helikazlar ile ayrilir. ERCC1-XPF ve XPG
endoniikleazlari, eksizyonu birka¢ baz yukart ve asagi yoninde olusturur. Bu,
eklentiyi iceren oligoniikleotidi serbest birakilir. Bu bosluk, RPA, RFC, PCNA ve
Pol o/e igeren DNA onarim sentezi kompleksi ile doldurulur. Son adimda da,
DNA, DNA ligaz | tarafindan birlestirilir, bdylece DNA onarimi tamamlanir.
DNA hasar1 ve DNA onariminin dengesi, sisplatin tedavisinden sonra oliime kars1
hiicrenin hayatta kalmasmi belirler. DNA adduct formlarmin tamir edilme
kabiliyetindeki degisiklikler, sisplatin duyarliligindaki degisikliklerle sonuglanir
(Sekil 7).

b. Sisplatinin hiicre icindeki degismis birikimi, Sisplatinin degisen birikimi, iki
bagimsiz hiicresel yolun sonucudur. Azalmis hiicre i¢i alimi1 veya artmis hiicre
disina atilimi. Azalmis hiicre i¢ine sisplatin aliniminda, fizyolojik pH’da, sisplatin
klorirleri -OH gruplar ile yer degistirir ve notr yiik tasir. Bu durum, hiicresel zar
boyunca diffiizyon ile sisplatinin yiksek konsantrasyonundan hicrenin igindeki
diisiik konsantrasyona akmasini saglar. Boylece, sisplatin aliminin ilk olarak pasif
diffizyon yoluyla oldugu diistiniilmiis, 3 mM'ye kadar olan akimi zamana veya
ilag konsantrasyonlarina karsi doyurulmamistir. Ancak, sisplatinin hicreye

¢ogunlukla membran tasiyicilar tarafindan girdigi tesbit edilmistir. Bu durum,
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diisiik transporter seviyelerinin, hiicresel azalmig sisplatin dlzeyleri ile iliskili

gorulmesinin sebebini agiklayabilir (14).
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Sekil 7. Nikleotid Eksizyon Onarimi Semasi (NER) (14)

Sisplatin alinimi, bakir tasiyict CTR1 ve CTR2 kadar organik katyon tastyici
(OCT) ailesi tarafindan gergeklestirilir. Sisplatin direngli hiicreler, CTR1’nin
mRNA diizeylerinin ve sisplatin aliminin azaldigin1 gésterir. CTR2, CTR1 gibi
hicresel zar Uzerinde bulunur. Ancak hiicre i¢i organel membranlarinin (izerinde
de bulunup, alternatif hiicresel fonksiyonu olabilir. CTR1'den farkli olarak,
hiicrelerde CTR2 geninin susturulmasi sisplatinin artmis alinimi, sitotoksisite ve

sisplatin hassasiyeti ile sonuglanir.

Sisplatinin hiicre digina atilimu pasif diffiizyon ile gergeklestigi one siirtilmiistiir.
Ancak bu tezi incelemek igin yapilan caligmalarda, bunun sisplatinin yuksek

konsantrasyonlarinda gergeklestigi agiklanmistir. Bu nedenle sisplatinin hiicreden
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disartya atilimda membran tasiyicilar1 ile gergeklestigi  diistiniilmektedir.
Sisplatinin hiicreden ¢ikarildig: iki ana yol vardir: P-ATPaz tasiyicilar1 (ATP7A
ve ATP7B) veya ATP-baglayici kaset tastyicilart ile uzaklagtirilmasi. ATP7A ve
ATP7B ile ilgili benzer goézlemler mevcuttur. Sisplatin direncinde artmis
ekspresyonlar1 gorulmektedir. Coklu ilaca direngli proteinler (MRPler), ABC
(ATP-baglayic1 kaset) tasiyicilarinin  ABCC alt ailesine aittir ve sisplatin
direncinde rol oynar. MRP'ler, ATP'ye bagh bir sekilde GSH-platin
konjugatlarinin disar1 akisindan sorumlu membran tastyicilardir. MRP2'nin asir1
ekspresyonu, ¢esitli sisplatin direngli hiicre hatlarinda bulunur. MRP2'nin ifadesi,

sisplatin ile de indiklenir.

c. Sisplatinin sitozolik inaktivasyonu; Son direng mekanizmasi sisplatinin
sitozolik inaktivasyonudur. Bu inaktivasyon sisplatinin DNA ile reaksiyona
girememesi ile sonuglanir. Daha az hasar meydana gelir ve kanser hucresi ilag
tedavisine ragmen yasamini siirdiiriir. Birincil inaktivasyon sekli, sisplatin ile
GSH konjlgasyonu olup, daha 6nce tartisilan MRP tasiyicilari tarafindan hiicresel

atilima yol agar. Ikincil inaktivasyon bigimi, MT proteinlerine baglanmadir.

GST'ler, GSH’in sisplatin ile konjugasyonunu Kkatalize eder. Platin-GS
konjugatlarinin olusumu, ilacin ¢dziiniirliigiinii artirarak ilacin atilmasina yol acar
ve ilac1 etkisiz hale getirir. Hicrenin icinde GSH antioksidan gorevi gordr.
Indirgenmis siilfidril gruplarmi tutarak redoks ortamini korur. Sisplatine direngli
hiicrelerde hiicresel GSH'in oksitlenerek sisplatin-GS konjugati olarak tikenmesi,
sisplatinin sitotoksisitesini artirir. Yumurtalik kanseri hiicrelerinde platine direngli

hiicre hatlarinda artmis GSH seviyeleri gozlenmistir.

Sisplatin ayrica MT proteinlerine baglanma ile inaktive edilir. MT proteinleri,
bakir, ¢inko, kadmiyum ve civa gibi metallere baglanan sistein bakimindan
zengin, diigsiik molekiiler agirlikli proteinlerdir. MT'ler, hiicresel metal
homeostazinin diizenleyicileri olarak gorev yaptiklart gibi hiicrelerde agir metal
maruziyetinin detoksifikasyonunda da islev goriirler. Sisplatin direnci agisindan
MT'ler, timorlerdeki agir metali detoksifiye edici olarak islev goriirler. MT'lerin

asir1 ekspresyonu, sisplatine direncli bir¢ok hiicre hattinda belirlenmistir (14).
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2.1.3. Sisplatin Toksisitesi

Sisplatinin ylksek emetojenitesi (kusturucu ozelligi) goz 6niinde bulundugunda,
rutin profilaktik antiemetik kullanimina ragmen siddetli, uzun siireli mide
bulantis1 ve kusma meydana gelebilir. Bu ilk 24 saat icinde ve ilk saatte oldugu
gibi daha erken bir zamanda meydana gelebilir. Yiiksek doz sisplatin kullanimi
durumunda da uygulamadan sonra 24 saatten 2 haftaya kadar suren bulanti ve
kusma gozlemlenir. Mukozit olusabilir. Ilk saat icinde akut pankreatit, metalik
veya degisik tat ile ishal bildirilmistir. Sisplatin ile diger antineoplastik ajanlarin
kombinasyonlari bu gastrointestinal toksisiteleri siddetlendirip koétiilestirebilir.

Doz bagimli akut ve kronik bobrek yetmezligi gelisebilir. Sisplatin doz asimi
sonrast 2-6 giin i¢cinde akut oligiiri ve nonoligiirik bobrek yetmezligi ortaya
cikabilir. Her 3 haftada bir intravendz yolla 5 giin boyunca 20 mg/m?/giin (viicut
ylizey alanina gore) dozlarinda 2 yildan fazla sisplatin uygulamasi kronik bobrek

yetmezligi ile sonuglanabilir.

Asir1 dozdan 2 ile 7 giin sonra baslayan, tersine gevrilebilir veya geri doniigiimsiiz
bilateral sensorindral isitme kaybi meydana gelebilir. Altta yatan olast
patofizyoloji, sisplatin kaynakli Corti ve stria vaskularis organina verilen hasar ile
ilgilidir. Bas agrilari, yiiriime dengesizligi, haliisinasyonlar, ensefalopati, ndbetler,
periferik duyu noropatisi ile “corap-eldiven” modelinde uyusma gibi yan etkiler

ozellikle 200 mg/m?lik sisplatin dozlarinda ortaya ¢ikabilir.

Yiiksek transaminazlar, yiiksek bilirubin veya yiiksek protrombin zamani ve kismi
tromboplastin zaman1 ile olusan hepatik yetmezlik ve kolestaz igeren
hepatoksisite rapor edilmistir. Paroksismal supraventrikiiler tagikardi ve atriyal
fibrilasyon dahil olmak {izere siniis bradikardisi ve tasiaritmilerin tiimii, daha
onceden kardiyak disritmi 0ykust olmayan hastalarda bile, terap6tik sisplatin

kullaniminda bildirilen kardiyovaskdiler toksisitelerdir (15).
2.2. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Kimyasal olarak, bir serbest ya da molekiler atomdan elektronlarin
uzaklastirilmas: oksidasyon, atoma elektronlarin kazanilmasi ise rediksiyon
olarak tanimlanir. Oksidan teriminin genel anlami “oksitleyici ajan”dir.

Reaksiyonlarda serbest radikal, baska atom ya da molekiillerden tek bir elektron
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alarak oksitleyici ajan olarak ya da diger molekillere tek bir elektron vererek
indirgeyici molekdl gibi davranabilir (16). Serbest radikaller, dis yoriingesinde
(orbitalinde) eslesmemis elektron bulunduran atom, atom gruplart veya
molekdllerdir. Serbest radikaller normal metabolik sureclerde vicut tarafindan
sentezlenir. Ayrica giines 1sinlari, ¢evre kirliligi, sigara, radyasyon, gibi dis
etkenler de serbest radikallerin olusmasina sebep olmaktadir. Omiirleri ¢ok kisa
olan ve kararsiz bir yap1 gosteren bu tanecikler, etrafindaki molekiiller ile
etkilesime girerek, bir an once kararli hale ulagmak isterler. Serbest radikaller, bu
reaktif yapilar1 nedeniyle basta lipitler, niikleik asitler ve proteinler olmak iizere
tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve zarar verme potansiyeline sahiptirler

(17). Sekil 8’de serbest radikal ve stabil molekil yapist gosterilmistir.

Stable Molecule Free Radical Missing
Electron
L Nucleus L
D ' @
o @ °
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® ® @ ®
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Electron

Sekil 8. Kararli Molekil ve Serbest Radikal (18)

Aerobik canlilar yasamlarmin devamui igin oksijene ihtiya¢c duyarlar. Oksijen
molekilinde bulunan iki oksijen atomunun birlesmesinden olusan ayni spin
kuantum sayisina sahip fakat farkli orbitallerde bulunan iki tek elektronu vardir.
Bu durumda oksijen molekull bir biradikal olarak kabul edilir. Kuvvetli bir
oksitleyici olma dzelligine ragmen aktif bir bilesik degildir. iki yar1 bos orbitalini
doldurmak icin baska atom veya molekiillerin orbitallerindeki elektronlardan ters
spinli iki elektron almasi gerekir. Mevcut elektronlarin spinleri ayn1 oldugu i¢in
gelecek iki elektronun da spinleri ayni ama orbitaldekine ters olmalidir. Bu kosulu
karsilayarak oksijene ayni spinli iki elektron verecek atom veya molekiil yoktur,

clinkii verilebilecek elektron cifti birbiri ile ters spinli olarak eslesmistir. Bu
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durum oksijen molekiiliiniin elektron aligverisine spin kisitlamasi getirerek
molekiiliin aktivitesini azaltmaktadir. Aecorob organizmada oksijen molekulinin
spin kisitlamasi elektronlari teker teker alarak asilir. Oksijene tek elektron verecek
birgok madde vardir. Ozellikle degisen degerliklere sahip gecis metalleri (demir
ve bakir gibi) 6nemlidir. Hiicrede NADH, FADH; gibi bilesiklere ait elektronlarin
mitokondrideki elektron tasima zinciri (ETZ) elemanlar1 tarafindan tasinarak
oksijene aktarilmasi sonucunda oksijen suya donisiir, bu sayede hiicre kendisi
icin gerekli enerjiyi saglar. Mitokondri ETZ elemanlarinda ve pek ¢ok oksidaz-
oksijenazin aktif bolgesinde demir ve bakir vardir (19). Bu metabolik siregte,
mitokondride oksijenin % 2-3 kadar1 suya donlismeyip, oksijen kaynakli
radikallerin  olusumuna kaynak olusturur. Mitokondride oksijenin suya
indirgenmesi sirasinda sitokrom oksidaz enziminin elektronlari oksijene aktarmasi
sirasinda siiperoksit radikali ve diger radikaller enzimin aktif bolgesine bagli kalir.
Kompleks 1 ve kompleks 3’den radikal kagaklar1 olabilir. Oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi ile stiperoksit radikali (O,"), iki elektron alarak indirgenmesi
ile hidrojen peroksit (H,0,) olusur (Sekil 9). Ugiincii elektronun eklenmesi ile
yuksek derecede reaktif hidroksil radikali (OHe ) ve dordunci elektronun
eklenmesi ile su olusur (Sekil 10). H,O,, bir prooksidandir (genel olarak bir
prooksidan, oksidatif stresi indikleyebilen reaktif tlrler Gretebilen herhangi bir

madde, serbest radikal dono6ru olarak tanimlanir) (17).

Organizmada, serbest radikaller —mitokondri disinda  hiicrenin  diger
fraksiyonlarinda da membrana bagli veya serbest halde bulunan pek ¢ok enzimin

katalizledigi reaksiyonlar sirasinda olusur (19, 21).
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Sekil 9. Superoksit Anyonu ve Oksijenin Kimyasal Yapis1 (21)

+ + H
. + e . i $e i e :
:Q-Q:—E. :{.}—g:"'_f. ;?::{3: —H.. H+0OF -t_i..H..,D:
" Hydroxyl radical Water
Molecular oxygen  Superoxid radical Peroxide H {OH+) (H,0)

(04) (037) [ ’5':1— )
H++0O:
Hydroxylion (OH")

Sekil 10. Stiperoksit Radikalinden Diger Radikallerin Oksidasyonu (21)

Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilir. Oksijen kaynakli olanlar
reaktif oksijen turleri (ROS) ve nitrojen (azot) kaynakli olanlar reaktif nitrojen
tarleri (RNS) olarak isimlendirilir. Tablo 3’de ROS, RNS ve radikal olmayan ama
radikale doniisebilen molekiiller gosterilmistir. ROS’lar iginde en reaktifi OHe
radikalidir.

OHe radikali, biyomolekillerle daha giicli reaksiyona girmesinden dolay1
biyolojik sistemlere diger ROS’lardan daha fazla zarar verebilir. Sekil 11°de
gosterildigi gibi H,0,, Fe*? ve Cu® veya diger gecis elementleri (Zn, Mn, Cr, Co,
Ni, Mo) varliginda indirgenerek OHe’ne doniistiiriiliir. Bu reaksiyona “Fenton
reaksiyonu” denir. Oy Fenton reaksiyonu ile baglanti kurarak olusan metal
iyonlarinin yeniden kullanilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu iki reaksiyona
“Haber-Weiss reaksiyonu” adi verilir. Gegis metallerinin OHe olugmasinda

6nemli bir yeri vardir (20).
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Reaktif oksijen tirleri (RO3)

Radikaller MNonradikaller

Stperoksit o Hidrojen peraksit H. 0D,
Hidrobksil OH Hipoklorte asit HOCL
Peroksil ROC¥ Hipobromiz asit HOBr
Alkoksil RO Singlet oksijen 'O
Hidroperoksil HO Ozon Oy
Lipid peraksil LOO-

Reaktif nitrojen tirleri (RNS)

Radikaller Nonradikaller

Mitrik oksit MO itrik asit HNO -

Nitrajen dioksit NOs Nitrosil katyonu NO©
Mitroksil anyonu NOr
Dinitrojen tetroksid M.,
Dinitrojen trioksid Ma0s
Peroksinitrit ONOO"
Peroksinitrik asit OMNOOH
NMitromyum katyonu N
Mitril klorid MOl
Alkil peraksinitreit ROOMNO

Tablo 1. Reaktif Oksijen ve Nitrojen (Azot) Trleri (20)

H0; +CuFe™ > OH +OH +Cu'¥Fe® Fenton reaksiyonu
Cu2Fe? + Oy 2> Cu'fFe? +0;
0 + H:0; OH-+ OH + Oz Haber-Weiss reaksiyom

Sekil 11. Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonu (20)
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Biyolojik sistemlerde normal metabolizma sonucu Uretilen serbest radikaller
yaslanma, iskemi-reperflizyon, yiiksek oksijen basinci radyasyon, inflamasyon ve
kimyasal ajanlara maruz kalma gibi sebeplere bagli olarak asir1 iiretilmesi ve/veya
bunlarin zararh etkilerini ortadan kaldiran antioksidan sistemin yetersiz kalmasi
ile oksidan-antioksidan dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanir (23).
Bu dengenin bozulmasinin birka¢ nedeni vardir: (i) artan diizeyde endojen ve
eksojen ROS iiretimi ile birlestirilmis otooksidasyona giren bilesikler; (ii) diigiik
molekiler agirlikli antioksidan rezervlerinin tiikkenmesi; (iii) antioksidan
enzimlerin inaktivasyonu; (iv) antioksidan enzimler ve diisiik molekiiler agirlikta
olan antioksidanlarin iiretiminde azalma ve (v) yukarida listelenen faktorlerin iki
veya daha fazlasinin belirli kombinasyonlart olabilir. Oksidatif doku hasari,
oksidan molekdllerin hiicre yap1 tasglari olan protein, lipit, nukleik asit
karbonhidrat ve enzimler Uzerindeki reaksiyonlarindan kaynaklanmaktadir.
ROS’larin asir1 olusumu, polimorf ¢ekirdekli 16kositlerin (PMNL) aktivasyonuna
yol agcmakta ve ROS’larin Uretimini daha da arttirmaktadir. ROS’lar, hiicre
membran lipitlerini oksidasyona ugratarak, lipitlerden malondialdehid (MDA)
gibi toksik drlinlerin meydana gelmesini saglar (22).

I. Serbest radikallerin lipitlere etkisi; Lipit peroksidasyonu, serbest oksijen
radikalleri tarafindan memeli hiicre zarlarinda bulunan coklu doymamis yag
asitlerinin peroksitler, alkoller, hidroksi yag asitleri, aldehitler, pentan, etan MDA
gibi gesitli iriinleri olusturma tepkimesidir. Coklu doymamis yag asidi (LH)
zincirindeki o-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklasmasi ile lipit
peroksidasyonu baslar ve boylece yag asidi zinciri bir radikal niteligi kazanir. Bu
lipit radikali (L) dayaniksiz bir bilesik olup bir dizi degisiklige ugrar. Ik 6nce,
molekdl ici ¢ift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugati olusur. Bu yag asidi
radikali oksijen eklenmesi ile hizli bir sekilde peroksil radikaline (LOO") doniisiir.
Bu lipit peroksil radikalleri membrana yapisindaki diger ¢oklu doymamis yag
asidi molekdllerinden hidrojen atomlar1 ¢ikartarak yeni reaksiyonlar1 baglatir.
Kendileri de ag¢iga ¢ikan hidrojen atomlarimi alarak lipit hidroperoksitlerine
(LOOH) dontistir. Lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine
doniigmesi ile lipit peroksidasyonu reaksiyonlari sona erer. Hiicre membranlarinda
lipit peroksidasyonu sonucu transport sistemi etkilenir, hiicre i¢i ve dist iyon

dengeleri bozulur. Bunun sonucunda hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu artar,
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proteazlar aktive olur. Bu olaylar hiicre hasarinda etkin bir rol oynar. Ayrica lipit
peroksidasyonunun son driini olan aldehitler de sitotoksik etkilere sahiptir (Sekil
12).

H+
RH —<——> R®* Karbon merkezli
Doymamis yag asiti radikal
(PUFA) ;

Konjugedienler

l/ O:

ROQO"* Lipidperoksil radikali

!

ROOH Lipidhidroperoksit

~—
-

= A-Hidroksinonenal (HNE)

-
"'
-
-
-
-

Hegzenal «

Malondialdehit
(MDA)

Sekil 12. Lipit Peroksidayon Urtinleri (23)

ii. Hcre proteinlerine etkisi; Serbest radikaller proteinler {izerinde dogrudan
veya dolayl etki gosterebilir. Peptid baglari, prolin ve lizin gibi amino asitler
serbest radikallerden oldukca kolay etkilenir. Protein oksidasyonu, 0Ozellikle
histidin, tirozin, fenilalanin gibi amino asitlerde karbonil gruplarinin olusumu
seklinde olur. Lipit peroksidasyonun aldehit yapidaki tiriinleri, sisteinin sulfidril
gruplartyla veya lizin ve histidinler ile kovalent baglar olusturarak proteinlerde
fragmantasyon ve ¢apraz baglanmalara yol acar. Bu olaylar proteinlerin yap1 ve
fonksiyonlarinin bozulmasiyla sonuglanir.

iii. Nikleik asitler ve DNA Uzerine etkisi; Serbest radikallerin etkisi ile DNA
yapisinda yapisal degisimler olur. Bu yapisal degisimler piirin ve pirimidin
bazlarinda parcalanma, zincir kirilmalari, DNA denatiirasyonu gibi ¢esitli olaylar
kapsar. Ozellikle yilksek reaktiviteye sahip OHe’leri, DNA bazlarindaki ¢ift

baglara H atomu ekleyerek veya 2-deoksiribozun C-H baglarindan ve timin
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yapisindaki metil gruplarindan H atomu ¢ikararak DNA molekiilii ile reaksiyona
girer.  Sonugta  olusan timin  peroksil  radikalleri  indirgenir  ve
hidroksihidroperoksit, 5-hidroksimetilurasil, timin glikol, 5-formilurasil ve 5 -
hidroksi 5-metilhidantoin gibi oksidasyon {iriinlerine doniisiirler. DNA baz
mutasyonlart  igerisinde en fazla bilineni 8-OHdG  (8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin)’dir. OHe radikalleri, guanin molekilinde 8. pozisyonda
etkileserek oksidasyona yol acar. Ayrica Cu*? iyonlar1 DNA’nin 6zellikle guanin
bazlarina yiiksek afinite ile baglanir ve Hy0y ile etkilesime girerek DNA hasarina
katkida bulunurlar. 8-OhdG, DNA hasarinin miktarinin belirlenmesinde kullanilir

(22, 23).
2.3. Antioksidanlar

ROS olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana getirdigi hasarlar1 dnlemek
ve detoksifikasyonu saglamak i¢in vicutta gorevli savunma sistemlerine
“antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” adi verilir.
Antioksidanlar, radikallerle olduk¢a hizli bir sekilde reaksiyona girerek
otooksidasyon/ peroksidasyonun ilerlemesini engellerler. Antioksidanlarin
fonksiyonlar1 arasinda serbest radikallerin fazlasini etkisizlestirmek, serbest
radikallerin toksik etkilerine karsi hiicreleri korumak ve hastaliklar1 6nlemede

katki saglamak sayilabilir.

Insan viicudunun serbest radikalleri ortadan kaldirmak igin en onemli savunmasi
antioksidanlardir. Antioksidanlar serbest radikalleri etkisiz hale getiren ve hicre
hasarmi engelleyebilen maddelerdir. Insanda bulunan antioksidanlar ya viicut
tarafindan sentezlenir ya da disaridan ilave olarak alinir. Hem endojen hem de
eksojen antioksidanlar serbest radikal stpdrici olarak gorev yaparlar. Bu 6zelligi
ile savunma sistemini gi¢lendirerek hastalik riskini de azaltirlar. Antioksidanlar,
normal hiicre metabolizmasinin toksik yan {iriinii olan serbest radikalleri zararsiz

forma doniistiirtip koruyucu etki gosterirler.

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak iizere iki baslik altinda toplanabilir.
Endojen ve eksojen antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini korurlar.
Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik olarak iki alt grupta

siiflandirilabilir. Eksojenler ise vitamin ve ila¢ olarak kullanilan eksojen
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antioksidanlar olmak (zere iki gruba ayrilir. Tablo 2’de antioksidanlarin

smiflandirilmas gosterilmistir (24).

Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) | Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin

' Albiimin Seruloplazmin

Esantin oksidaz inhibitSrleri

a-Tokoferol (Vitamin E) (allopiirinol, oksiptirinol, pterin aldehit, tungsten)

- NADPH oksidaz inhibitérleri (adenozin, lokal anestezikler, kal-

p-karoten (Vitamin A) siyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant stiperoksit dismutaz
Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E analofu)
Endojen antioksidan aktiviteyl artiranlar

| (GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)
Nonenzimatik serbest radikal toplayieilar (mannitol, albiimin)

Demir redoks déngiisii inhibitérleri (desferroksamin)
- Nuotrofil adezyon inhibitérlen
. Sitokinler (TNF ve IL-1)
- Barbituratlar

Demir yelatorleri

Tablo 2. Antioksidanlarin Siiflandiriimasi (24)

Superoksit Dismutaz (SOD); ROS’a karsi ilk savunma hattin1 olusturur. SOD,
stperoksit radikalini (O,”) hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiler oksijene (O,)
katalizleyen enzimatik bir antioksidandir. H,O, daha sonra, katalaz (CAT) ya da
Glutatyon Peroksidaz (GPx) ile suya donistiiriiliip OHe radikaline doniismesi
engellenir. Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim
SOD’dur.
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50D
DE s DE + QH_ _— HEDE e Dz

Insanlarda SOD’un ii¢ formu bulunur. Bunlardan Cu ve Zn iceren SOD (Cu/Zn
SOD) sitozolde, manganez (Mn) iceren SOD (Mn SOD) mitokondride ve
ekstraselliler SOD (EC SOD) hiicre dis1 sivilarda bulunur.

Katalaz (CAT); Katalaz, dort protein alt birimden meydana gelir. Her bir alt
birim, bir hem grubu ve bir NADPH molekili icerir. Bircok CAT’da NADPH
molekiilii yiizeye yakin ve sikica baghdir. CAT, blyuk 6lglide peroksizom gibi
hlcre ici organelde ve daha az olarak mitokondri ve endoplazmik retikulumda

bulunur. H,O,’nin, H,O ve O,’ye doniisiimiinii katalize eder.

CAT
2 HEDE —_— E HzD Ll Dg

Glutatyon Peroksidaz (GPx); Hicrelerin sitoplazmasinda bulunup H,O,’den
OH¢’in olugsmasini engelleyerek, oksidatif strese karsi hiicreyi korur. GPX, her bir
alt birimi bir selenyum atomu iceren dort protein alt biriminden olusur. GPX,
elektron kaynagi olarak GSH’1 kullanarak H,O;’yi ve diger organik
hidroperoksitleri (lipit hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler) metabolize eden

bir enzimdir.

GPx
H:0: + 2GSH ——— GS55G+2 H:0

GPx
ROOH+2GSH ———» GSSG+ROH + H:0

GSH, hidrojen verici olarak davranip, H,O, ve hidroperoksitleri indirgerken
kendisi okside olur. Okside glutatyon, glutatyon distlfittir (GSSG). Glutatyon
rediiktaz (GR) enzimi varliginda GSSG, GSH haline geri indirgenir. Bu

indirgenme reaksiyonu esnasinda GR elektron vericisi olarak NADPH’yi kullanir.

Glutatyon rediiktaz (GR); Flavin adenin dintkleotid (FAD) igeren flavoprotein
bir enzimdir. GR, NADPH’nin bir elektronunu GSSG disiilfid baglarina aktararak
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yeniden GSH’ye donistirir. Bu nedenle NADPH, serbest radikal hasarini
engellemek icin gereklidir. En 6nemli kaynagi pentoz fosfat yoludur (19, 25).

GSSG + NADPH s  2GSH + NADP*

GSH, GPx’in katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve H,O,’yi detoksifiye eder ya da
singlet oksijen (*O,) ve OHe’ni temizler. Ayrica GSH plazma membranindan
aminoasit transportunu saglar, bazi 6énemli antioksidanlar1 yeniden olusturur. E
vitamini ve C vitamini, GSH tarafindan diizenlenir. Ornegin GSH direkt olarak E
vitamin’nin tokoferol radikalini, dolayli olarak da askorbati semidehidroaskorbata

indirgeyebilir (19).

E Vitamini; E vitamini, yagda ¢oziinen yuksek antioksidan potansiyeli olan bir
vitamindir. Bu vitamin, sekiz stercoizomeri olan asimetrik bir bilesiktir. Bu
asimetrik formlar a, B, y, o tokoferol ve a, B, y, O tokotrienol olarak
smiflandirilmaktadir. Insanlarda en biyoaktif formu a-tokoferoldiir. a-tokoferol,
serbest radikallerin zararlarina karsi hiicre membranlarini korur. E vitamini
serbest radikalleri kararli hale getirerek peroksidasyon zincirini kirar ve bu olgu
'0,’nin ¢ogunlukla OHe’ne ya da O, ’ye indirgenmesi ile gerceklestirilir. E
vitamini, radikallerin yok edilmesi, zincirin kirilmasi,  bozulan yapilarin
onarilmasi ve endojen savunma sistemlerinin gii¢clendirilmesi gibi mekanizmalarin
tamaminda gorev yapabildiginden antioksidan kapasitesi ¢ok genis ve ylksektir.
Vitamin E’nin hiicre zarinda gosterdigi antioksidan etkiyi, hicre icerisinde
genelde GPx Uzerine alir . GPx ve a-tokoferol birbirlerini tamamlayict bir
antioksidan etki gosterirler. a-tokoferol peroksitlerin olusumunu engellerken, GPx
olugsmus olan peroksitleri ortadan kaldirir. E vitaminin antioksidan gorevini yerine
getiriken kendi bir radikal sekline doniisiir ve tekrar yenilenmesinde GSH,

askorbik asit ve koenzim Qjo gérev alir.

C Vitamini; Askorbik asit olarak da bilinen C vitamini, suda ¢0ztinebilen bir
vitamindir. Kollajen, karnitin ve nérotransmitter biyosentezi icin gereklidir. C
vitamini Oy, hidroperoksil, 'O,, ozon, peroksinitrit, nitrojen dioksit, ve hipokloréz
asit gibi ROS ve RNT’ni kolaylikla temizler ve dolayisiyla oksidatif hasara kars1
etkin bir gsekilde koruma saglar. C Vitamini, bu antioksidan gorevlerinin yani sira,
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Fe**{ lipit peroksidasyonunu artiran Fe*®’ye doniistiirerek, oksidan bir davranis

da gostermektedir (19, 24). Sekil 13’te oksidan-antioksidan

gosterilmistir.

NADPH oxidase
Xanthine oxidase
Cyclooxygenase
Lipoxygenase
Cytochrome p450
Nitric oxide synthase

Mitochondrial respiration

SO0D

H,0 + 0,

0,

NO*

"

ONOO

Sekil 13. Biyolojik Sistemle Ilgili Baslica Prooksidan-Antioksidan

o

Catalase

Fe?t/Cut

reaksiyonlar

H,0,

Glutathione
peroxidase

Reaksiyon
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2.4. Astaksantin

Astaksantin (ASTX), ¢esitli mikroorganizmalarda ve deniz hayvanlarinda bulunan
bir ksantofil karotenoiddir. Insan viicudunda pro- A vitamini aktivitesine sahip
olmayan kirmizi, yagda ¢oOzlinen bir pigmenttir. Ancak bazi c¢aligmalarda
ASTX’nin diger karotenoidlere gore daha giiclii biyolojik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir. Amerika Gida ve Ilag Kurumu (US-FDA), hayvan ve balik
yemlerinde gida boyasi olarak ASTX kullanimii onaylamistir. Avrupa
Komisyonu dogal ASTX bir gida boyasi oldugunu diisiinmektedir.
Haematococcus pluvialis yiiksek tuzluluk, azot eksikligi, yiiksek sicaklik ve 1g1k
gibi stres kosullarinda maksimum astaksantin igerigini biriktirebilen bir yesil
mikroalgdir. H. pluvialisten Uretilen ASTX, insan tiiketimi igin ana kaynaktir.
Somon, alabalik ve karides i¢in yemde bir pigment kaynagi olarak kullanilir.
Astaksantin tiketimi insanlarda ve hayvanlarda cesitli rahatsizliklarin riskini

azaltabilir veya onleyebilir (4)

Astaksantin ksantofillerin bir {iyesidir, ¢iinkii sadece karbon ve hidrojen degil,
aynt zamanda oksijen atomlar1 icerir. Astaksantin, bir polien zinciriyle
birlestirilen iki terminal halkasindan olusur. Bu molekiilin her iki ucunda
hidroksil grubu (-OH) ile B-iyonon halkasinin 3, 3 ' pozisyonlarinda yer alan iki
asimetrik karbon bulunur. Bir -OH grubunun bir yag asidi ile reaksiyona girmesi
durumunda mono-ester, iki -OH grubunun yag asitleri ile reaksiyona girmesi
sonucu bir di-ester formlar sekil alir. ASTX, C40Hs5,04 molekiler formuline
sahiptir. Molar kiitlesi 596.84 g/mol'dir (Sekil 14).

Sekil 14. Astaksantinin Kimyasal Yapisi (4)
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ASTX, lipofilik bilesik olup, ¢oziicii ve yaglarda c¢oziilebilir. Astaksantin
ekstraksiyonu i¢in solventler, yenilebilir yaglar, asitler, mikrodalga destekli ve
enzimatik yontemler kullanilir. Haematococcus'daki astaksantin, farkli asit
muameleleriyle ekstrakte edilir, hidroklorik asit, pigmentin % 80'ine kadar geri
kazanimi saglar. Gida, ilag gibi uygulamalarda kullanilabilen ASTX piring kepegi,
susam tohumu ve palmiye yaglari icinde 70-90°C sicakliklar arasinda icerigi %84-

90'11 koruyup stabil iken, 120°C ve 150°C sicakliklar arasinda igerigi azalir.

ASTX konjuge ¢ift bag, hidroksil ve keto gruplari igerir. Hem lipofilik hem de
hidrofilik 6zelliklere sahiptir. Bu tip konjuge ¢ift bag, elektronlarin1 vererek ve
serbest radikaller ile reaksiyona girerek guclt bir antioksidan gérevi gorir ve daha
stabil bir Urin haline dontstip, gesitli canli organizmalarda serbest radikal zincir
reaksiyonunu sonlandirir. Astaksantin diger antioksidanlara goére daha 1iyi
biyolojik aktivite gosterir, ¢linkii hiicre zarina igeriden disartya baglanabilir. Sekil

15’te hiicre zarinda astaksantinin istten goriiniimii gosterilmistir (4).

Glycoprotein . .
‘/ Vitamin-C Membrane protein
i N J
Cell S ot "E‘% T
exterior / 0 - ' B 2
i S&L
o
o
B A Ul
-5 - o K
=2
;‘ \H/
' Astaxanthin
Cytoplasm p-carotene
Hydrophilic

Sekil 15. Hiicre Zarinda Astaksantinin Ustten Goriiniimii (4)
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Karotenoidler, viicuda lipitler gibi emilir ve lenfatik sistem yoluyla karacigere
nakledilir. Karotenoidlerin emilimi eslik eden diyet bilesenlerine baghdir. Yiiksek
yagh bir diyet, karotenoid emilimini artirabilirken, diisiik yaghh bir diyet,

emilimini azaltir.

Karotenoidler, zincir reaksiyonlarim sona erdirmek i¢in *O,’ni etkisizlestirip,
radikalleri temizleyerek antioksidan aktiviteleri gergeklestiren uzun zincirli ¢ift
baglar1 i¢eren polien (¢oklu doymamis organik bilesik) icerir. ASTX, lutein,
likopen, a-karoten ve R-karoten gibi ¢esitli karotenoidlere kiyasla daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahiptir. Haematococcus kaynakli astaksantin ile beslenme
sonrasi si¢an plazmasi ve karacigerinde bulunan CAT, SOD gibi antioksidan
enzimler yikselir. ASTX, her bir iyonon halkasinda yiiksek antioksidan
ozelliklerinden sorumlu olan hidroksil ve keto gruplarinin varliginda essiz bir
molekiiler yap1 icerir. Astaksantinin antioksidan aktivitesi, zeaksantin, lutein,
kandeksin, B-karoten ve a-tokoferolden 100 kat daha yiksektir. Astaksantin
i¢indeki polien zinciri, hiicre zarindaki radikalleri yakalarken, terminal halkasi ise

hiicre zarinin dis ve i¢ kisimlarindaki radikalleri temizleyebilir.

Astaksantin, NF-kB aktivasyonunu inhibe ederek kismen inflamasyonu inhibe
eder. Bunun disinda, astaksantinin anti-diyabetik ve anti-kanserojen akitivitlerini

gosteren ¢aligmalar da bildirilmistir (4).
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3. GEREC VE YONTEM

"Sisplatin ile Olusturulan Deneysel Toksisite Modelinde Astaksantinin Olasi
Koruyucu ve Antioksidan Roli", adli calismanin Marmara Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onayi alindi (13.02.2017- Onay yazisi ekte
sunulmustur). Calismamiz Istanbul Medeniyet Universitesi Bilimsel Arastirma

Projesi birimi (PROJE NO:1061) tarafindan desteklenmistir.

3.1. Deneylerde Kullanilan Sarf Malzemeler ve Cihazlar

Sarf Malzemeler

» Eldiven: nitril standart ISOLAB
Cam kalemi
Astaxanthin, >97% (HPLC)- Sigma SML0982
Cisplatin, Onco-Tain-Hospira
Dimetilstlfoksit; (DMSO, Fisher)

Serum fizyolojik (Eczacibasi-Baxter)

Eppendorf mikro pipet seti,

Eppendorf Multichannel otomatik pipetler,
Pipet rezervuari-Isolab

1 ml, 10 ml steril enjektdr

10 — 1000 pL hacim aralikli pipet uglar
2,5 — 50 mL hacim aralikl1 pipetdr uglar
Kurutma kagidi, 40x40 cm (Isolab)
Eppendorf tip (1.5 ml)

Bisturi ucu

Parafilm- ISOLAB

Thiobarbitlrik asit-TBA (Sigma)
Trikloroasetik asit-TCA (Sigma)

Potasyum klorir -KCI (Sigma)

Sodyum azid O- dianizidin (Sigma)
Heksadecyltrimethylammonium bromid-HETAB (Sigma)

V V.V VYV V VYV VYV V V VYV V V VY V V VY V V V VY V

Hidrojen peroksit-H,0, (Sigma)
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vV V.V V V V VYV V V VY V V VYV V

Di sodyum fosfat tamponu-Na,HPO, (Sigma)
Dithiobisnitrobenzoic acid -DTNB (Sigma)

Hidroklorik asit -HCI (Sigma)

Formaldehit-Merck

4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansiilfonik asit-HEPES (Sigma)
Di-potasyum karbonat-K,CO3

Desferal

Ethylendiamine Tetraacetic Acid (EDTA) Fisher

Rat TNF-a Platinum ELISA Kit (BMS622- Ebioscience)

Rat IL-6 Platinum ELISA Kit (BMS625- Ebioscience)
Formaldehit-Merck

Methanol-Merck

Luminol (3-Aminophthalhydrazide) - Sigma A8511

Lucigenin (N,N’-Dimethyl-9,9'-bisacridinium nitrate )-Sigma M8010

Cihazlar

Y

YV V V V V V VYV VYV V V VYV V V VY V VY

Distile Su cihazi, Millipore Elix
Absorbance plate reader+Nanodrop, ThermoScientific MultiSkanGo
Mikro Plate Yikayici- ThermoScientific
Kar-Buz makinesi, Brema

Derin dondurucu -86°, Panasonic

No frost Buzdolab1 (+40,-200), Bosch
Santrifuj, Beckman Coulter
Spektrofotometre - Shimadzu, UV-1280
Hassas terazi- Shimadzu-TW423L

Su banyosu-Wisebath
Thermo-Shaker-Grant-Gio

Santrifuj- Nive NF800

Santrifiij, sogutmali- Thermo Scientific
Homojenizator-IKA-Ultra Turrax-T18
pH metre-Hanna H12221
Vorteks-WiseMix VM-10

Manyetik karistirici-IKA C-MAG HS7
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» Sinbo tekli ocak
» Luminometre (EG & G Berthold Mini Lumat LB 9506, Almanya)

3.2. Hayvan Deneyi

Calismamizda Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezinden (DEHAMER) 250-340 g agirliginda yetiskin Sprague-Dawley erkek
siganlar (n=32) temin edildi. Sicanlar 20-22°C sicaklikta dortlii olarak kafeslerde
korundu. Laboratuvarda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde, etik
kurallara uygun olarak, yem su erisimi serbest olacak sekilde (ad libitum) bakim
yapild.

Hayvanlar deneye baslamadan 1 hafta once rastgele 4’lii gruplara ayrilarak,
kafeslere konuldu ve ortam kosullarina adaptasyonlar1 saglandi. Deney gruplari

asagidaki sekilde olusturuldu:

Deney Gruplar::

Grup 1: Sham Grubu (n=8)

Grup 2: Sisplatin Grubu (n=8)

Grup 3: Sisplatin+ Astaksantin Grubu (n=8)
Grup 4: Astaksantin Grubu (n=8)

Deneyin ilk giiniinde hayvanlarin bazal viicut agirliklar1 alinarak, gunlik kilo
takibi yapildi. ASTX kullanilmadan 6nce 100 mg/ml zeytinyag i¢inde ¢oziildii.
Sisplatin s1v1 formda olup direkt uygulandi. Sham grubuna 10 giin boyunca 1 ml
zeytinyagl gavaj yoluyla verildi. Sisplatin grubuna 8 mg/kg/giin sisplatin ardigik
Uc gln boyunca ginde bir kez (ip.) enjekte edildi. Sisplatin+astaksantin grubuna
sisplatin uygulanmasindan dnce 7 giin boyunca 6n tedavi olarak ASTX 100 mg/kg
olacak sekilde gavaj yolu ile verilerek sisplatin uygulamasi 8. giinde baslanilip 3
giin siire ile uygulandi. Bu 3 giinde sisplatin ile beraber ASTX uygulamasi da
yapildi. Tim hayvanlara sisplatin ayni gilinlerde verildi. 7+3 giin sonunda
hayvanlar, anestezi altinda (Ksilazin hidrokloriir 10 mg/kg ve ketamin hidrokloriir
100 mg/kg) kalplerinden kan Ornekleri alindiktan sonra sakrifiye edildi.

Karaciger, bobrek ve kalp dokulari ¢ikartilarak, biyokimyasal analizler igin
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ayrildi. Ayrica doku drneklerinden 5 mm* lilk doku 6rnekleri histolojik analizler
icin %10’luk tamponlu formole alindi. Kan 6rnekleri 3000 devirde 15 dakika

santrifiij edilerek serumlar ayrilarak, analiz edilinceye dek -80°C’de sakland.

3.3. Doku Lipit Peroksidasyonu (LPO) ve Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

Oksidan hasarin bir gostergesi olan lipid peroksidasyonun gostergesi MDA
dizeyinin ve endojen antioksidan GSH miktarinin 6lgtimii icin, doku ornekleri
250-300 mg agirliklarinda tartilip tizerine 10 katina kadar % 10’luk TCA
solusyonu ile Ultra Turrax marka doku homojenizatoriinde homojenize edildi.
Daha sonra 3000 devir de 4°C’de 15 dakika siireyle santrifiij edildi. 750 pL
slipernatant alinip {izerine 750 pL %0.67°lik TBA eklenip, 15 dk kaynatildi.
Buzda tutularak sogutuldu (Kaynatma sonrasi eger partikiil varsa 3-4 dk daha
santriftj edilir). MDA diizeyi spektrofotometrede 535 nm absorbansta okunarak
nmol/gr doku cinsinden ifade edildi (25). GSH o6l¢cuimu icin modifiye Ellman
yontemi kullanildi ayn1 homojenattan 250 pL siipernatant alinip iizerine 1 mL 0,3
M Na;HPO,4 ve 0,125 ml DTNB eklendi. GSH miktar1 spektrofotometrik olarak
412 nm’de okundu ve pmol/gr doku olarak ifade edildi (26).

3.4. Doku Myeloperoksidaz (MPO) Duzeylerinin Olgiimii

Notrofiller tarafindan  kullanilan  antibakteriyal savunma mekanizmasi
myeloperoksidaz enzimidir. O, radikalinin dismutasyonu sonucu olusan H;O;
MPO enzimi araciligi ile reaksiyona girerek gucli bir antibakteriyal ajan olan

hipoklorik asidi olusturur (27).

MPO aktivitesi 6lgumi igin, 0,25-0,3 gram agirligindaki doku ornekleri % 0,5'lik
HETAB (50 mM potasyum fosfat tamponu icginde; pH 6) icinde 10 Kkat
sulandirilip, homojenize edildikten sonra, 12.000 rpm’de 10 dakika sureyle
4°C’de santrifijj edildi. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra pellet, aym hacimde %
0,5’lik HETAB iceren 50 mM K;HPOy4 ile yeniden homojenize edildi. Daha sonra
o-dianisidin.2HCI (20 mg/ml) + H,0, (20 mM) + pellet olacak sekilde 37°C’de 3
dakika inkiibasyon yapildi. Reaksiyon % 2'lik sodyum azid ile durdurulduktan
sonra tiipler 4°C’ de 12.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve absorbans degerleri
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460 nm'de okundu. MPO aktivitesi, o-dianizidin.2HCI’nin H,0;’¢ bagiml
oksidasyonunun spektrofotometrik olarak 6lculmesi ile belirlenerek, enzim
aktivitesi U/gr doku olarak ifade edildi (28, 29).

3.5. Doku Kemiliiminesans (KL) Olguimii
Kemiluminesans dlguimleri

Sakrifikasyon sonrasi alinan karaciger, bobrek veya kalp dokulari bistiiri
yardimiyla 10-20 mg’lik kiiciik parcalara ayrildi. Sonra 2 mL PBS + HEPES (0,5
M PBS ve 20 mM HEPES) tamponu igeren sayim tiiplerine aktarildi.
Kemillminesans ol¢gumler luminometrede (EG & G Berthold Mini Lumat LB
9506, Almanya) luminol ve lusigenin problar1 kullanilarak yapildi. Lusigenin
aracili 6l¢tim ile O, saptanirken, luminol aracili 6lgtim ile OHe, H,O,, hipoklorit
asit ve hidroperoksil radikalleri saptanmaktadir. Luminol (0,2 mM) ve lusigenin
(0,2 mM) probu eklenen sayim tiipleri luminometrede 1 dakikalik araliklarla 5
dakika slreyle okutuldu (30).

Nitrik oksit (NO) salimimi 6lgimu

NO salinim 6l¢liimii i¢in saflastirilmis luminol-H,0; sistemi kullanildi Bu amagla,
2 mL PBS + HEPES tamponu igine alinan dokularin iizerine sirasiyla K,CO3 (0,4
mM), desferal (60 uM), H,O, (4 mM) ve luminol-sodyum tuzu (3,6 uM)
eklenerek, luminometrede sayim 5 dakika siireyle gergeklestirildi (31).
Kemilliminesans ol¢cumlerin sonunda dokular sayim tiiplerinden alindi, sivilari
filtre kagidina emdirildikten sonra kuru agirliklar1 alindi. Sonuglar egri alti alan
(AUC) hesaplanarak doku agirligina oranlandi. Sonuglar relatif light unit (rlu/mg
doku) cinsinden ifade edildi (31).

3.6. Sitokinlerin Tayini
3.6.1. IL-6 Olgumii

Interlokin-6 (IL-6), immiin yanitlari, akut faz reaksiyonlarini ve hematopoezi
diizenleyen ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir ve konak savunma mekanizmalarinda

merkezi bir rol oynayabilir. IL-6 genellikle normal hiicreler tarafindan yapisal
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olarak Uretilmez, ancak ekspresyonu gesitli sitokinler, lipopolisakkarid veya viral

enfeksiyonlar tarafindan kolayca indiiklenir.

Serum IL-6 duzeyleri, Invitrogen Ebioscience Sican IL-6 platinum (BMS625)
kantitatif ELISA test kiti kullanilarak tayin edildi. Bu ticari kitin uygulanmasinda
numune veya standartta bulunan IL-6, mikro kuyucuklara emdirilmis antikorlara
baglanir. Bir biotin-konjugati eklenir ve birinci antikor tarafindan yakalanan
serum IL-6'ya baglanir. inkiibasyonun ardindan baglanmamis biyotin-konjuge
anti-sigan IL-6 antikoru, yikama asamasi sirasinda uzaklastirilir. Streptavidin-
HRP eklenir ve biyotin-konjuge anti-sigan IL-6 antikoruna baglanir.
Inkiibasyonun ardindan, baglanmanus Streptavidin-HRP yikama asamasi ile
uzaklastirilir ve HRP ile reaktif olan substrat ¢ozeltisi kuyucuklara ilave edilir.
Ornek veya standartta bulunan sigan IL-6 miktarina orantili olarak renkli bir iiriin
olusur. Reaksiyon, asit ilavesiyle sona erdirilir ve absorbans, 450 nm'de 6lg¢iiliir.
Standart bir egri, sigan IL-6 standart dillisyon serisinin absorbans-konsantrasyon
miktarindan ¢izilir ve sican IL-6 numune konsantrasyonu da bu egrinin

formiiliinden hesaplanir (Sekil 16).

—/APL ® Standard

16 a_ ] 008532
14 b | 1305
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31,25 312,5
Konsantrasyon (pg/ml)

Absorbans 450 n

Sekil 16. IL-6 Standart Grafigi
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3.6.2. TNF-a Ol¢iimii
Serum TNF-o diizeyleri Invitrogen Ebioscience Rat TNF-alpha platinum
(BMS622) kantitatif ELISA test kiti kullanilarak olgiildii. Yukaridaki IL-6

protokolii ile ayn1 6l¢iim metodu kullanildi.

Plate yikama isleminden sonra bilinen konsantrasyondaki TNF-o standartlari,
kontroller ve bilinmeyen 6rnekler kuyucuklara pipetlenir. Daha sonra biyotin ile
konjuge edilmis ikincil antikorlar eklenir. Tekrar yikama isleminden sonra
streptavidin ile konjuge peroksidaz enzimi eklenir. Ugiincii yikamadan sonra
baglanmayan enzimler yikama islemiyle ekarte edilir. Substrat soliisyonu ilave
edilerek bagli enzimlerin reaksiyonuyla renk degisimi gozlenir. Renk siddeti

TNF-a konsantrasyonuyla orantili olarak degisim gosterir (Sekil 17).

—/APL @ Standard

1,6
14 )
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a

£ 1,2 / b 1,058
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% 0.8 / d 3606
S 06 MSE | 0,0001802
S Rz | 0,9992
b 0.4 // SS | 0,001261

O — SYX | 0,02051

0 ‘

39,0625 390,625

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 17. TNF-a Standart Grafigi

3.7. Serum Orneklerinde Analiz Edilen Biyokimyasal Parametreler

Bobrek fonksiyonlarindaki olasi bozuklugu tespit etmek i¢in kan iire azotu (BUN)
ve Kreatinin dlzeylerinin 6lclimi  gerceklestirildi. Karaciger dokusu olasi
fonksiyon bozuklugunu tespit etmek amaciyla biyokimyasal olarak serum
orneklerinde aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT),
Kalp dokusu icin de High sensitivity troponin | (HsTnl) seviyeleri incelendi.
Ayrica gruplar arasinda total protein seviyelerinde farklilik olup olmadigina
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baktik. Son olarak oksidan-antioksidan seviyelerin serum dizeyinde yansimasini

gormek igin total oksidan ve antioksidan seviyeyi de degerlendirdik.

Serumda baktigimiz BUN, Kreatinin, ALT, AST, Total Protein, TAS, TOS,
HsTnl gibi parametreler klinik biyokimya laboratuvarinda protokolleri aplike
edilmis otomatize cihazlar (Modular Systems (Abbott Diagnostics) yardimiyla

8lculda.

3.7.1. BUN Olguim Test Prensibi

Blood Urea Nitrogen (BUN) testi ilk olarak Talke ve Schubert tarafindan
aciklanan tamamen enzimatik Dbir prosedirin modifikasyonudur. Test,
reaksiyonun ilk hizinin siirlt bir siire icin lineer oldugu kinetik bir test olarak
gergeklestirilir. Ornek icindeki iire, iireaz tarafindan amonyak ve karbondioksite
hidrolize edilir. Glutamat dehidrojenaz (GLD) ile katalize edilen ikinci bir
reaksiyon, azaltilmis nikotinamid adenin diniikleotidin (NADH) nikotinamid
adenin dintkleotide (NAD) eszamanli oksidasyonu ile birlikte amonyagi ve a-
ketoglutarati glutamat ve suya doniistiirir. Mevcut her mol iire igin iki mol
NADH okside edilir. 340 nm'deki absorbans diisiisiiniin baslangi¢ hiz1 6rnekteki

iire konsantrasyonu ile orantilidir.

lreaz
ire+H,0 ——— & 2NHs +C03%

GLDH
NH4+ + 2-oksoglutarat + NADH — )l -glutamat + NAD+ + H20

3.7.2. Kreatinin Olgtim Test Prensibi:

Alkali bir pH'de, numunedeki kreatinin, bir kreatinin-pikrat bileseni olusturmak
icin pikrat ile reaksiyona girer. Bu bilesenin olusmasi nedeniyle 500 nm'ye kadar
yiikselmis absorbans orant numunedeki kreatinin konsantrasyonuna dogrudan

orantilidir.
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alkali ph
kreatinin + pikrik asit ———— sari-turuncu kompleks

3.7.3. ALT Olc¢lim Test Prensibi

ALT denge reaksiyonunu katalizlemistir. Piruvattaki artis laktat dehidrogenaz ile
kataliz edilen bir indikator reaksiyonunda belirlenmistir. NADH NAD"’ya okside
edilmistir. NADH’da meydana gelen azalma piruvat olusumu ile ve ALT

aktivitesi ile dogru orantil1 olarak belirlenmistir.

ALT

a-ketoglutarat + L-alanin «————*  |-glutamat + piruvat

ALT enzimi bu denge reaksiyonunu katalize eder. Piruvattaki artis, laktat

dehidrojenazin katalize ettigi bir indikatdr reaksiyonunda tayin edilir.

LDH
piruvat + NADH + H+ & * L-laktat + NAD+

NADH, NAD"ya yiikseltgenir. NADH'm NAD'ye oksitlenmesine bagl olarak
340 nm'deki absorbans, diisiis oranin dlglimii ile izlenir. Fotometrik olarak tayin
edilen NADH’nin azalma hizi, piruvatin olusma hizi ve bdylelikle ALT

aktivitesiyle dogru orantilidir.
3.7.4. AST Olg¢lim Test Prensibi

AST denge reaksiyonunu katalizlemistir. Okzolasetattaki artis malat dehidrogenaz
ile kataliz edilen bir indikator reaksiyonunda belirlenmistir. NADH NAD+’ya
okside edilmistir. NADH’da meydana gelen azalma oksaloasetat olusumu ile ve

AST aktivitesi ile dogru orantili olarak Sl¢iilmiistiir.

AST
a-ketoglutarat + L-aspartat ———# -glutamat + oksaloasetat

AST enzimi bu denge reaksiyonunu katalize eder. Oksaloasetattaki artig, malat

dehidrojenazin katalize ettigi bir indikatdr reaksiyonunda tayin edilir.
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MDH
oksaloasetat + NADH + H+ & * L-malat + NADY

NADH, NAD"ya yiikseltgenir. Fotometrik olarak tayin edilen NADH’nin azalma

hiz1, oksaloasetatin olugsma hizi ve boylelikle AST aktivitesiyle dogru orantilidir.
3.7.5. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Serum TAS seviyeleri piyasadaki mevcut tani kitleri vasitasiyla ¢aligildi (Rel
Assay, Gaziantep, Turkiye). Bu metoda gore; Fe? - o-dianisidine kompleksi, H,0,
ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak, OHe radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif
oksijen tiirti diisiik pH’da renksiz o-dianisidine molekili ile reaksiyona girerek
sari-kahverengi dianisidyl radikallerini olustururlar. O-dianisidyl radikalleri ileri
oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumunu artmaktadir. Ancak
orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarmi bastirarak renk
olusumunu durdurmaktadir. Kalibratér olarak E vitamininin suda c¢ozUnur bir
analogu olan Trolox kullanildi. Ornekler spektrofotometrik olarak okutulduktan

sonra sonuclar mmol/L olarak hesaplandi.
3.7.6. Total Oksidan Seviye (TOS)

Serum TOS seviyeleri piyasadaki mevcut tam kitleri vasitasiyla calisildi (Rel
Assay, Gaziantep, Turkiye). Bu metoda gore serumda bulunan oksidanlar, ferréz
iyonu ferrik iyona doniistiiriirler. Ferrik iyonlar, asidik ortamda xylenol orange ile
renkli bir kompleks olustururlar. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu
hizlandirmaktadir. Serumda bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin
siddeti, spektrofotometrik olarak Olgiildii. Standart olarak H,O, kullanildi ve

sonuglar umol/L olarak hesapland: .
3.7.7. Total Protein Ol¢imu

En az iki peptid bag: igeren polipeptidler biiire reaktifi ile reaksiyona girer.
Alkalin ¢ozeltide bakir iyonu, bir protein-nitrojen temelinde albiimin ile globulin
arasinda c¢ok az bir farkla protein nitrojen ile bir koordinasyon kompleksi

olusturur.
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3.7.8. Yuksek Duyarhhikh Kardiyak Troponin I (HsTnl)

Yiiksek Duyarlilikli-Troponin-I élcimd , serum ve plazmada bulunan cTnl'nin
belirlenmesi icin CMIA teknolojisi ile Chemiflex olarak taninan esnek protokoller
kullanan 2 adimli (two step) bir immiinolojik tetkiktir. ilk adimda, 6rnek ve
anti-troponin | antikoru kapli paramanyetik mikropartikuller birlestirilir. Ornekte
mevcut kardiyak troponin |, artbponin | kapli mi  kropartiktllere tutunur.
Inkiibasyon ve yikamadan sonra, ikinci adimda anti-troponin | akridinium etiketli
konjugati reaksiyon karigimina ilave edilir. Diger bir inkiibasyon ve yikama
doniisiimiinden sonra pretrigger ve trigger solUsyonlari reaksiyon karisimin  a
ilave edilir. Elde edilen kemiliminesan reaksiyon bagil 1sik initeleri (rlu'lar)
olarak 6lgiiliir. Ornekteki c¢Tnl miktar1 ve ARCHITECT i System’i optik
sistemleri ile tespit edilen rlu'lar arasinda dogrudan bir iliski bulunmaktadir. ¢Tnl
konsantrasyonu bilinen ¢Tnl konsantrasyonlarinin kalibratorlerinden gergeklesen

bir standart egriye kars1 rolatiftir.

3.8. Histokimyasal Degerlendirme

Isik Mikroskopi Yontemi; Dekapitasyon sonrasi alinan doku 6rnekleri
histokimyasal degerlendirme igin alinan Karaciger, kalp ve bobrek dokular
%10’luk tamponlanmis noétral formalin igerisinde 24 saat boyunca tespit edildi.
Ardindan dokular %70’den baslanarak sirasiyla %90, %96 ve %100 oraninda
yukselen etil alkol serilerinden gegirilip daha sonra ksilende saydamlastirma
islemine tabi tutularak, doku takibi asamasi tamamlandi. Takip asamasi
tamamlanan dokular 24 saat siireyle 60°C sicakliginda sivi parafin icerisinde
bekletildi. Dokular, gdmme kabini (Thermo Fisher Scientific, Shandon Histostar)
kullanilarak parafin ile kasetler icerisine gémullp ardindan soguk zemin Uzerinde
donmalar1 saglanarak bloklandilar. Histolojik boyamalar igin hazirlanan parafin
bloklardan mikrotom cihazi (Thermo Fisher Scientific, Microm HM 340 E) ile 4-5
um kalinhiginda kesitler lamlara alindi. Sonuglar Olympus Bx53 1sik
mikroskobunda incelendi ve fotograflari ¢ekildi.

Hematoksilen ve Eozin Boyama; Kesitler ksilen ile deparafinize edildikten sonra
sirastyla %100, %96, %90 ve %70 oraninda inen alkol serilerinden gegirilerek
yapilan rehidratasyon isleminin ardindan distile su ile yikandi. Genel doku

morfolojisinin incelenmesi icin hematoksilen ve eozin boyamasi yapildi. Kesitler
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Harris hematoksilen ile 10 dakika boyandiktan sonra 30 dakika boyunca akar
musluk suyu altinda mordanlama yapildi. Daha sonra kesitlere 5 dakikalik eozin
boyamasinin ardindan distile su ile yikandi. Boyama islemi tamamlanan kesitler
dehidrate edilmek Uzere sirasiyla %70, %90, %96 ve %100 oraninda ¢ikan alkol
serilerinde bekletildi. Kesitler, ksilende 2 dakika boyunca saydamlastirildiktan

sonra entellan damlatilarak lamelle kapatildi.
3.9. istatistiksel Analiz

Oncelikle gruplar arasindaki degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadig1
analiz edildi. Parametrik verilerin normal dagilip dagilmadigi Kolmogorov-
Smirnov testi kullanilarak degerlendirildi. Normal dagilim gdsteren verilerin
karsilagtirilmalart Tek Yonlii Varyans Analiz (Oneway ANOVA) testi kullanildi.
Gruplarin karsilagtirllmasi tek yonlii varyans analiz (ANOVA) sonrast Tukey-
Kramer coklu testi ile degerlendirildi. Tim veriler ortalama + standart hata
seklinde ifade edildi. p degerinin 0,05’den kii¢iik olmasi (p<0,05) durumunda
veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Verilerin degerlendirilmesinde

GraphPad Instat 3.0 istatistik paket programi kullanildu.
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4. BULGULAR

Calismamizda sisplatin uygulamasi ile olusturulan deneysel toksisite modelinde
sigan kalp, karaciger, bobrek dokulari ile kanlar1 alinarak, dokuda oksidatif stres
parametrelerinden MDA, GSH, MPO ve kemiliminesans (KL) yontemi ile
luminol ve lusigenin aracili serbest radikal 6l¢iimii ve NO salinimi 6lgiimleri ile
serumda doku hasar belirteclerinden ALT, AST, BUN, Kreatinin, HsTnl, oksidatif
stres gostergelerinden TAS, TOS, sitokinlerden TNF-a ve IL-6 ve total protein
bakildi. Bulgular asagidaki gibidir:

4.1. Karaciger Dokusu MDA, GSH, MPO ve KL Olgtumleri

Calisma gruplarimizin karaciger dokusuna ait sirastyla MDA, GSH, MPO ve KL

Olciim  degerlerinin  istatistiksel degerlendirmeleri  asagidaki  sekillerde

gosterilmistir.
Karaciger MDA seviyeleri
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Sekil 18. Karaciger Dokusunda MDA Diizeyleri. ““p<0.001 kontrol ile
karsilastirildiginda, *"p<0.01 ve *p<0.001 sisplatin grubu ile karsilastirildiginda.

Deney gruplarina ait karaciger dokularinin MDA sonuglar1 degerlendirildiginde
sirastyla kontrol grubunda 12.1+0.8 nmol/g doku, sisplatin grubunda 21.9+2.1
nmol/g doku, astaksantin grubunda 14.3+0.1 nmol/g doku, sisplatin+astaksantin
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grubunda 12.8+1.2 nmol/g doku olarak saptandi. Istatistiksel degerlendirme
sonucunda sisplatin grubu kontrol grubuna goére ileri derecede anlamli farkli
(p<0.001) bulunurken, astaksantin ve sisplatintastaksantin gruplar1 sisplatin
grubu ile karsilastirildiginda sirasi ile p<0.01 ve p<0.001 olarak anlamli distiigii
teshit edildi.

Karaciger GSH Seviyeleri
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Sekil 19. Karaciger Dokusunda GSH Diizeyleri. "p<0.05 kontrol ile

karsilastirildiginda, **p<0.001 ve "p<0.01 sisplatin grubu ile karsilastirildiginda.

Calisma gruplarimizin karaciger dokusu GSH degerleri hesaplandiginda sirasiyla;
kontrol grubunda 24.4+1.9 umol/g doku, sisplatin grubunda 15.7+1.3 umol/g
doku, astaksantin grubunda 30.0+1.6 umol/g doku, sisplatin+astaksantin grubunda
21.4+2.1 pmol/g doku oldugu belirlendi. Yapilan istatiksel analiz sonucunda
sisplatin  grubunun GSH degerinin kontrol grubu GSH diizeyi ile
karsilastirildiginda anlamli farkli (p<0.05) oldugu tesbit edildi. Astaksantin ve
sisplatintastaksantin ~ gruplarmin  GSH  degerleri  sisplatin ~ grubu ile
karsilastirildiginda sirasiyla p<0.001 ile p<0.01 olarak anlamli bir sekilde yiiksek
oldugu belirlendi.
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Karaciger MPO Aktivitesi
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Sekil 20. Karaciger Dokusu MPO Aktivitesi. “p<0.01 kontrol ile karsilastirildiginda,
p<0.001 sisplatin grubu ile karsilastirildiginda.

Deney gruplarimizin karaciger dokusu MPO aktivitesi tayin edildiginde sirasi ile
kontrol grubunda 21.8+0.9 U/g doku, sisplatin grubunda 30.4+2.1 U/g doku,
astaksantin grubunda 13.2+1.4 U/g doku, sisplatin+astaksantin grubunda 15.8+1.4
U/g doku olarak belirlendi. Yapilan istatistiki analizin sonucunda sisplatin
grubunun MPO aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 (p<0.01),
astaksantin ve siplatintastaksantin gruplarinin MPO aktivitesinin ise sisplatin

grubu ile karsilagtirlldiginda ileri derecede anlamli olarak diisiik oldugu tesbit

edildi (her iki grup icin p<0.001).
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Karaciger Kontrol Sisplatin Astaksantin Sisplatin+

Grubu Grubu Grubu Astaksantin

Grubu

Luminol KL 5.5+0.8 10.4+0.9™ 4.9+0.4™ 4.9+1.4™
(rlu/mg)

Lusigenin KL~ 5.6+0.6 14.2+1.37"  8.7+0.9" 2.9+0.4"**
(rlu/mg)

NO Salinimi 5.7+0.4 11.7¢0.8™"  6.1+0.7"" 2.5+0.3""
(rlu/mg)

Tablo 3. Karaciger Dokusu KL Olgiim Sonuglar1. ~“p<0.01 ve ~“p<0.001 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, “"p<0.01 ve "p<0.001 sisplatin grubu ile
karsilagtirildiginda.

Karaciger dokusu luminol aracili KL degerleri tayin edildiginde sonuglar sirasiyla
kontrol grubunda 5.5+0.8 rlu/mg, sisplatin grubunda 10.4+0.9 rlu/mg, astaksantin
grubunda 4.9+0.4 rlu/mg, sisplatin+astaksantin grubunda 4.9+1.4 rlu/mg doku
olarak belirlendi. Istatiksel olarak incelendiginde sisplatin grubunun luminol
aracth KL degerinin anlamli olarak arttigi (p<0.01), astaksantin ve
sisplatin+astaksantin grubunda ise anlamli olarak diisiik oldugu belirlendi (her iki

deger i¢in p<0.01).

Lusigenin aracili KL 6l¢timleri karaciger dokusunda sirasiyla kontrol grubunda
5.6£0.6 rlu/mg, sisplatin grubunda 14.2+ 1.3 rlu/mg, astaksantin grubunda 8.7+
0.9 rlu/mg doku, sisplatin+astaksantin grubunda 2.9+0.4 rlu/mg doku olarak
Olclildii. Yapilan istatiksel analiz sonucunda lusigenin aracili KL o6l¢iimlerinin
sisplatin grubunda kontrol grubuna gore ileri derecede anlamli farkli olarak arttig1
belirlendi (p<0.001). Astaksantin grubunun lusigenin aracili KL degeri ile
sisplatin grubu arasinda anlamhi fark varken (p<0.01), sisplatin+astaksantin
grubunun lusigenin aracili KL degerinin ileri derecede anlamli olarak diistigl

teshit edildi (p<0.001).
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Karaciger dokusunda NO salinimi tayin edildiginde, 6l¢tim sonuglar1 sirasiyla
kontrol grubunda 5.7+0.4 rlu/mg, sisplatin grubunda 11.7+0.8 rlu/mg, astaksantin
grubunda 6.1£0.7, sisplatin+astaksantin grubunda 2.5+0.3 rlu/mg olarak saptandi.
Istatistiksel inceleme sonucunda sisplatin grubunun NO saliniminin kontrol grubu
NO salinimu ile karsilastirildiginda, ileri derecede anlamli farkli (p<<0.001) oldugu,
astaksantin uygulamasinin da sisplatin+astaksantin grubu NO salinimim ileri
derecede anlamli farkli olarak diislirdiigii (p<0.001) belirlendi. Astaksantin
grubunun NO salimimi da sisplatin grubu ile ileri derecede anlamli farkli

(p<0.001) idi.

4.2. Kalp Dokusu MDA, GSH, MPO ve KL Olgumleri
Calisma gruplarimizin Kalp dokusuna ait sirasiyla MDA, GSH, MPO ve KL

Olcim  degerlerinin  istatistiksel degerlendirmeleri asagidaki  sekillerde

gosterilmistir.
Kalp MDA Seviyeleri
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Deney Gruplari

Sekil.21. Kalp Dokusunda MDA Dizeyleri. *p<0.05 kontrol ile karsilastirildiginda,
p<0.001, sisplatin grubu ile karsilastirildiginda.
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Deney sonucu elde edilen kalp dokularindaki MDA degerleri karsilastirildiginda
sirast ile kontrol grubunda 14.7+0.8 nmol/g doku, sisplatin grubunda 24.7+2.2
nmol/g doku, astaksantin grubunda 10.7£1.5 nmol/g doku, sisplatin +astaksantin
grubunda 16.2+4.2 nmol/g doku olarak tayin edildi. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, sisplatin grubu kontrol grubuna gore anlamli yiiksek
(p<0.05) bulunurken, astaksantin grubu sisplatin grubuna gore ileri derecede
anlaml diisiik (p<0.001) olarak saptandi. Sisplatin+astaksantin grubu kalp dokusu
MDA diizeyleri sisplatin grubu ile karsilagtirildiginda diigiik olmasina ragmen

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Kalp GSH Seviyeleri
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Sekil 22. Kalp Dokusunda GSH Diizeyleri.”"p<0.01 sisplatin grubu ile
karsilastirildiginda.

Kalp dokusu GSH degerleri sirasi ile kontrol grubunda 14.7+0.4 pmol/g doku,
sisplatin grubunda 16.8+1.0 umol/g doku, astaksantin grubunda 14.8+0.5 umol/g
doku, sisplatin+astaksantin grubunda 12.1+1.3 pmol/g doku olarak belirlendi.

Sonuglar istatiksel olarak degerlendirildiginde, gruplar arasinda anlamli bir
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farkliik olmadigi (p>0.05), sadece sisplatin+astaksantin grubu kalp GSH
diizeyinin sisplatin grubuna gore hafif diisiik oldugu (p<0.01) saptand.

Kalp MPO Aktivitesi
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Sekil 23. Kalp Dokusunda MPO Duizeyleri. ***p<0.001 kontrol ile
karsilastirildiginda, """ p<0.001, sisplatin grubu ile karsilastirildiginda.

Kalp doksunun MPO aktivitesi gruplar i¢inde sirasi ile kontrol grubunda 12.8+0.7
U/g doku, sisplatin grubunda 21.9+1.2 U/g doku, astaksantin grubunda 10.4+0.8
U/g doku, sisplatin+astaksantin grubunda 15.3+1.0 U/g doku olarak belirlendi.
[statistiksel analiz sonrasinda kalp dokularinda sisplatin grubunun MPO
aktivitesinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda ileri derecede anlamli farkli
oldugu (p<0.001) saptandi. Sisplatin + astaksantin tedavi grubu ile sadece
astaksantin grubunun MPO aktivitesi ise sisplatin grubuna gére anlamli olarak

diisiik bulundu (p<0.001).
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Kalp Kontrol Sisplatin Astaksantin Sisplatin+

Grubu Grubu Grubu Astaksantin

Grubu

Luminol KL 5.5+0.5 14.0+1.4™ 12.4+1.4 14.5+2.4
(rlu/mg)

Lusigenin KL 7.6+1.3  19.3+2.0 9.6+0.8"" 13.242.0
(rlu/mg)

NO Sahmmm  551.5#86.0 305.0+51.0 1452.0+297.9""  895.2+274.5
(rlu/mg)

Tablo 4. Kalp Dokusu KL Olgiim Sonuglar1. “p<0.01 ve™"p<0.001 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, *"p<0.01 sisplatin grubu ile karsilastirildiginda.

Kalp dokusu luminol aracili KL degerleri tayin edildiginde sonuglar sirasiyla
kontrol grubunda 5.5+0.5 rlu/mg, sisplatin grubunda 14.0£1.4 rlu/mg, astaksantin
grubunda 12.4+1.4 rlu/mg, sisplatin+astaksantin grubunda 14.5+2.4 rlu/mg doku
olarak belirlendi. Istatiksel olarak incelendiginde sisplatin grubunun luminol
aracili KL degerinin anlamli olarak arttig1 saptandi (p<0.01). Sisplatin+astaksantin

grubunda ise anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05).

Lusigenin aracili KL 6l¢iimleri kalp dokusunda sirasiyla kontrol grubunda 7.6+1.3
rlu/mg, sisplatin grubunda 19.3+ 2.0 rlu/mg, astaksantin grubunda 9.6+ 0.8 rlu/mg
doku, sisplatin+astaksantin grubunda 13.2£2.0 rlu/mg doku olarak Olculdu.
Yapilan istatiksel analiz sonucunda lusigenin aracili KL dl¢limlerinin sisplatin
grubunda kontrol grubuna gore ileri derecede anlamli farkli olarak arttig
belirlendi (p<0.001). Astaksantin grubunun lusigenin aracili KL degeri ile
sisplatin grubu arasinda anlamli fark saptandi (p<0.01). Sisplatin+astaksantin
grubunun sisplatin grubuna gore lusigenin aracili KL degerinde anlamli bir

farklilik tesbit edilmedi (p>0.05).

Kalp dokusunda NO salinimi tayin edildiginde, 6l¢iim sonuglart sirastyla kontrol
grubunda 551.5+86.0 rlu/mg, sisplatin grubunda 305.0+£51.0 rlu/mg, astaksantin
grubunda 1452.0+297.9 rlu/mg, sisplatin+astaksantin grubunda 895.2+274.5

rlu/mg olarak saptandi. Istatistiksel inceleme sonucunda gruplar arasi
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karsilastirma yapildiginda sadece astaksantin grubunda sisplatin grubuna gore
anlaml olarak bir artig varken (p<0.01), diger gruplar arasinda anlamli bir fark

saptanmadi (p>0.05).

4.3. B6brek MDA, GSH, MPO ve Kemiliiminesans Olgiimleri
Calisma gruplarimizin bobrek dokusuna ait sirastyla MDA, GSH, MPO ve KL

Olgiim degerlerinin istatistiksel degerlendirmeleri asagidaki grafikler de

gosterilmistir.
Bobrek MDA Seviyeleri
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Sekil 24. Bobrek MDA Seviyelerinin Gruplar Arasi Karsilastirmasi.

Deney gruplarina ait bobrek dokularmin MDA sonuglari degerlendirildiginde
sirastyla kontrol grubunda 11.4+0.7 nmol/g doku, sisplatin grubunda 13.0£0.9
nmol/g doku, astaksantin grubunda 11.6+0.3 nmol/g doku, sisplatin+astaksantin
grubunda 12.3+0.8 nmol/g doku olarak saptandi. Istatistiksel degerlendirme
sonucunda gruplar arasi karsilagtirma yapildiginda anlamli bir farklilik tespit
edilmedi (p>0,05).
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Bobrek GSH Seviyeleri
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Sekil 25. Bobrek GSH Seviyelerinin Gruplar Aras1 Karsilastirmas1.” p<0.001
kontrol ile karsilastirildiginda, “"p<0.01 ve *"p<0.001 sisplatin grubu ile
karsilagtirildiginda.

Bobrek dokusu GSH degerleri sirasi ile kontrol grubunda 15.6+2.2 umol/g doku,
sisplatin grubunda 29.4+1.7 umol/g doku, astaksantin grubunda 19.2+2.1 umol/g
doku, sisplatin+astaksantin grubunda 12.6+1.7 pmol/g doku olarak belirlendi.
Sonuglar istatiksel olarak degerlendirildiginde, sisplatin grubunda kontrol grubuna
gore ileri dizeyde anlamli bir artis saptandi (p<0,001). Astaksantin ve
sisplatin+astaksantin ~ gruplarinin MDA degerleri  sisplatin  grubu ile
karsilagtirildiginda sirastyla p<0.01 ile p<0.001 olarak anlamli bir sekilde diisiik
oldugu belirlendi.
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Bobrek MPO Aktivitesi
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Sekil 26. Bobrek MPO Seviyelerinin Gruplar Aras1 Karsilastirmasi. ~ p<0.01
kontrol ile karsilastirildiginda, “p<0.05 ve *"p<0.01 sisplatin grubu ile
karsilagtirildiginda.

Deney gruplarimizin bdbrek dokusu MPO aktivitesi tayin edildiginde sirasi ile
kontrol grubunda 9.9+1.4 U/g doku, sisplatin grubunda 17.0+1.3 U/g doku,
astaksantin grubunda 8.1+0.9 U/g doku, sisplatin+astaksantin grubunda 10.6+1.1
U/g doku olarak belirlendi. Yapilan istatistiki analizin sonucunda sisplatin
grubunun MPO aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 (p<0.01),
astaksantin ve sisplatin+astaksantin gruplarinin MPO degerleri sisplatin grubu ile
karsilastirildiginda sirasiyla p<0.01 ile p<0.05 olarak anlamli bir sekilde diisiik
oldugu belirlendi.
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Bobrek Kontrol Grubu  Sisplatin Astaksantin Sisplatin+

Grubu Grubu Astaksantin

Grubu

Luminol KL 6.0+0.6 12.3+1.47"  4.3+0.3™ 7.9+0.6""
(rlu/mg)

Lusigenin KL 5.4+0.7 11.4+1.4" 6.4+0.7" 10.8+1.1
(rlu/mg)

NO Salinimi 6.8+0.6 16.9+1.47°  7.5+0.7"*" 10.0+1.3™*
(rlu/mg)

Tablo 5. Bobrek KL Seviyelerinin Gruplar Aras1 Karsilagtirmasi. ~ p<0.001
kontrol ile karsilastirildiginda, “"p<0.01 ve *"p<0.001 sisplatin grubu ile
karsilastirildiginda.

Bobrek dokusu luminol aracili KL degerleri tayin edildiginde sonuglar sirasiyla
kontrol grubunda 6.0+0.6 rlu/mg, sisplatin grubunda 12.3+1.4 rlu/mg, astaksantin
grubunda 4.3+0.3 rlu/mg, sisplatin+astaksantin grubunda 7.9+0.6 rlu/mg doku
olarak belirlendi. Istatiksel olarak incelendiginde sisplatin grubunun luminol
aracii KL degerinin anlamli olarak arttigi (p<0.001),  astaksantin ve
sisplatintastaksantin ~ gruplarimin  luminol degerleri sisplatin  grubu ile
karsilastirildiginda sirastyla p<0.001 ile p<0.01 olarak anlamli bir sekilde diisiik
oldugu belirlendi.

Lusigenin aracilt KL o6l¢iimleri bobrek dokusunda sirasiyla kontrol grubunda
5.4+0.7 rlu/mg, sisplatin grubunda 11.4+1.4 rlu/mg, astaksantin grubunda 6.4+0.7
rlu/mg doku, sisplatin+astaksantin grubunda 10.8+1.1 rlu/mg doku olarak él¢uldu.
Yapilan istatiksel analiz sonucunda lusigenin aracili KL Ol¢iimlerinin sisplatin
grubunda kontrol grubuna gore ileri derecede anlamli farkli olarak arttig1
belirlendi (p<0.01). Astaksantin grubunun lusigenin aracili KL degeri, sisplatin
grubuna gore anlamli olarak diistiigii saptanirken (p<0.01), sisplatin+astaksantin

grubunda anlamli olarak bir fark tespit edilmedi (p>0.05).
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Bobrek dokusunda NO salimimi tayin edildiginde, Ol¢lim sonuclar1 sirasiyla
kontrol grubunda 6.8+0.6 rlu/mg, sisplatin grubunda 16.9+1.4 rlu/mg, astaksantin
grubunda 7.5£0.7 rlu/mg, sisplatin+astaksantin grubunda 10.0+1.3 rlu/mg olarak
saptand1. Istatistiksel inceleme sonucunda sisplatin grubunun NO saliniminin
kontrol grubu NO salimimu ile karsilagtirildiginda, ileri derecede anlamli farkli
(p<0.001) oldugu, astaksantin uygulamasinin da sisplatint+astaksantin grubu NO
salimimint ileri derecede anlamli farkli olarak diisiirdiigii (p<0.001) belirlendi.
Astaksantin grubunun NO salinimi da sisplatin grubu ile ileri derecede anlamli

farkl (p<0.001) idi.

4.4. Serum Orneklerinde Analiz Edilen Biyokimyasal Parametreler

Deney gruplarini olusturan sicanlarin kanlarindan elde edilen serum o6rneklerinde
ALT, AST, BUN, Kreatinin (Crea), HsTnl, total protein, TAS, TOS, sitokinlerden
TNF-a ve IL-6’nin sonuglart asagidaki tabloda (Tablo 6) ayrintili olarak

gosterilmistir:
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Kontrol Sisplatin Astaksantin Sisplatin+
Grubu Grubu Grubu Astaksantin
Grubu
TNF-alpha 90.4+4.0 178.1#40°°  101.3+11.2 156.1+2.2*
(pg/mL)
IL-6 173.145.4  250.0+14.2™"  170.5+11.6 245.6+11.6
(pg/mL)
ALT 47.442.0 100.3+9.0" 56.6+3.3 69.4+12.2%
(U/L)
AST 99.2+4.7 197.5+26.8"" 106.9+7.2 153.4+15.7
(U/L)
BUN 13.240.5 111.1425.17" 11.9+0.9 122.3+2.7
(mg/dL)
Crea 0.5+0.0 2.9+0.3"" 0.5+0.0"*" 2.7+0.3
(mg/dL)
HsTnl 2.5+0.9 13.1+2.77 1.240.7** 3.0+0.1"*
(ng/mL)
Total Protein 6.7+0.1 6.3+0.0 7.4+0.1"" 6.940.0™
(g/dL)
TAS 1.8+0.0 1.8+0.0 2.1+0.0"" 2.0+0.0
(mmol/L)
TOS 32.243.7 35.845.8 18.6+1.9 56.8+6.9"
(pmol/L)

Tablo 6. Serum Orneklerinde Biyokimyasal Analiz Sonuglar1. ***p<0.001 kontrol

grubu ile karsilastirildiginda; “p<0.05, *"p<0.01 ve
karsilastirildiginda.

+++

p<0.001 sisplatin grubu ile

Sisplatin grubunu olusturan deney hayvanlarinin serum 6rneklerindeki ALT, AST,

BUN, Kreatinin, HsTnl diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda ileri

derecede anlamli yiliksek bulundu (p<0.001). Sisplatint+astaksantin uygulamasi

ALT ve HsTnl diizeylerini istatistiksel olarak anlamli olarak disiiriirken, AST,

BUN ve Kreatinin diizeylerini anlamli olarak etkilemedi (p>0.05).
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TNF-o degerleri, gruplar arasi degerlendirildiginde sisplatin grubunda kontrol
grubuna gore ileri derecede anlamli  yiiksek bulundu (p<0.001).
Sisplatin+astaksantin uygulamast TNF-o degerini anlamli olarak disiirdi
(p<0.05). Oysa sisplatin grubunun IL-6 dizeyi kontrol grubuna goére anlamli
(p<0.001) olarak artarken, sisplatin+astaksantin uygiulamasi ile anlamli (p>0.05)

bir degisiklik saptanmada.

Total Protein degerleri, gruplar arasi1 degerlendirildiginde kontrol grubuna gore
astaksantin grubunda ileri diizeyde anlami bir artis belirlendi.(p<0.001) Sisplatin
grubuna gore sisplatin+astaksantin grubuna gore anlamli bir degisiklik saptanmadi

(p>0.05).

TAS degerleri, gruplar arasi degerlendirildiginde sadece astaksantin grubunda
kontrol grubuna gore ileri diizeyde anlamu bir artis belirlendi (p<0.01). Oysa TOS
degerleri, gruplar arasi degerlendirildiginde anlamli sonuglar ortaya ¢ikmadi

(p>0.05).

4.5. Histolojik Sonuclar

Calismamizdaki karaciger, kalp ve bobrek doku ornekleri Hematoksilen-Eozin
boyama yontemiyle incelendi.

Karaciger dokusuna ait 151k mikroskobik incelemede, kontrol grubuna ait
karaciger parankim hiicreleri merkezi ven (vc) diizenli ve 1sinsal kordonlar
seklinde bir yerlesim gosteriyordu. Hepatositlerin merkezi yerlesimli bir ya da ¢ift
yuvarlak nikleuslara sahipti. Portal triadlar normal gérinimde idi(A-B)Sisplatin
grubuna ait karaciger doku kesitlerinde morfolojik bozulmalar goézlendi.
Sinuzoidlerin oldugu bolgelerde genislemelerin oldugu ozellilkle zon 1ve 3 ‘i
olusturan hepatositlerin sitoplazmalarinda vakoullesmelerin oldugu izlendi.
Hepatosit niikleuslar1 piknotik goriintimlere sahipti. Portal alanda (pa) yer yer
kanama alanlar1 yer aliyordu (C-D).Hem tedavi grubunda (sist+ast) (E-F) hemde
astaksantin grubunda (G-H) karaciger doku kesitlerinde merkezi veni déseyen tek
katli yass1 epitel hiicrelerinde kontrol grubuna goére devamlihigimi kaybettigi
gbzleniyordu. Tedavi grubundaki hepatositlerin sitoplazmasi ve niikleus yapisinin

kontrole yakin astaksantin grubundaki hepatositlerin ise morfolojik bozulmalar
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oldugu izlendi. Sekil 30’da karaciger dokusuna ait 151k mikroskop gorintdleri

gorulmektedir.

Isik mikroskobik incelemelerde H&E ile boyali kalp dokusu incelemeleri sonucu
Kas liflerinin birbirine olan parallelikleri ve bifurkasyonlar1 belirgindi (A). Kalp
kas1 hiicrelerinin ¢izgilenmeleri diizgiin, belirgin interkalar diskler ve hiicrelerin
niikleuslar1 merkezi yerlesimli normal morfoloji yapilar1 gosteriyordu (B).
Sispatin grubuna ait doku kesitlerinde kas lifleri arasindaki sinirlarin bozuldugu
ve bazi bolgelerde kanama alanlarinin oldugu, yer yer kas hiicrelerinin
niikleuslarin membran biitiinliigliniin olmadigini, piknotik goriiniimlere sahip
oldugu ve sitoplazmalarinda ¢izgilenmelerin kayboldugu izlendi (D) Tedavi
grubundaki kalp kasi lifleri arasinda kanama alanlarin devam ettigi,
cizgilenmelerin belirgin olmadig1 gdzleniyordu (E-F).Benzer bulgularin
astaksantin grubundaki kalp kasi lifleri i¢inde parallelik gozlemlenmekteydi (G-
H). Sekil 31°de kalp dokusuna ait 151k mikroskop gorintuleri gortilmektedir.

Isik mikroskobik incelemelerde H&E ile boyali bobrek dokusu kesitleri
incelemeleri sonucu kontrol grubuna ait glomeriil yapisi, bowman kapsiilii ve
bowman aralifi, proksimal (pt) ve distal tiibiiler(dt) normal morfolojik yapi
ozelligi gosteriyordu (A-B). Sisplatin grubuna ait doku Kkesitleri incelemesi
sonucunda glomeriil yapisinda bozulmalar 06zellikle bazal membranda
kalinlagsmalar(gl), parietal membranda diizensizlikler, proksimal tiibiiliin epitel
dokusunun hiicrelerinde nekrotik yapilar, distal tiibiil limeninde hemoraji(*)
alanlar izlendi (C-D). Sisplatin astaksantin grubuna ait bobrek doku kesitlerinde
sisplatin gruplarina benzer bulgular olan glomerular yapisinda bozulmalar, distal
tiibiiller alanlarinda yer yer kanama alanlar1 yer almaktadir (E-F). Astaksantin
grubunda ise kontrol grubuna gore glomertil yapilarinda biiziilme, tiibiillerin epitel
doku yapisinda biitiinliigiin bozuldugu gozleniyordu (G-H). Sekil 32°de bobrek

dokusuna ait 151k mikroskop goruntuleri gortlmektedir.
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Sekil 30. Karaciger Dokusuna Ait Kontrol Grubu (A-B), Sisplatin Grubuna (C-
D) Sisplatin+Astaksantin Grubu (E-F) ve Astaksantin Grubuna (G-H) ait Isik
Mikroskobu Inceleme Goruntuleri
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Sekil 31. Kalp Dokusunu Ait Kontrol Grubu (A-B), Sisplatin Grubuna ( C-D)
Sisplatin+Astaksantin Grubu (E-F) ve Astaksantin Grubuna (G-H) ait Isik
Mikroskobu Inceleme Gortintuleri
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Sekil 32. Bobrek Dokusuna Ait Kontrol Grubu (A-B), Sisplatin Grubu ( C-D)
Sisplatin+Astaksantin Grubu (E-F) ve Astaksantin Grubuna (G-H) ait Isik
Mikroskobu Gortintuleri
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5. TARTISMA

Caligmamizda sisplatinin karaciger, kalp ve bobrek dokusunda olusturdugu hasar
ve astaksantinin olasi koruyucu roliinii oksidan-antioksidan parametreler,
inflamatuvar ve bazi biyokimyasal belirtegler ve histopatolojik incelemelerle

ortaya koymaya calistik.

Genotoksik ajan sisplatinin tek basina, radyasyon veya diger kemoterapotik
ajanlarla kombinasyonlar halinde kullanilmasi genis bir kanser yelpazesi i¢in
onemli bir kemoterapi yontemidir. Sisplatinin klinik kullanimi, direng gelistirmesi
ve doza bagl toksisite olusturmasi nedeni ile sinirlidir. Bu da sisplatini hem
normal doku hem de timorlu doku icin toksik hale getirirken, tedavi degerini
siirlayan kritik bir faktordir. Bununla birlikte, ilacin normal ve tiimor dokusu
arasinda secici olmayan davranisi, akut nefrotoksisite, miyelosupresyon ve kronik

norotoksisite dahil olmak lizere doz bagimli yan etkilerini arttirir (32).

Sisplatinin yiiksek dozlarda hepatotoksisite gelisimine neden oldugu gdsterilmistir
(33, 34). Son galismalarda, sisplatin kaynakli hepatotoksisite mekanizmasinin
multifaktoryel olabilecegi bildirilmistir. ROS'dan kaynaklanan oksidatif stres bu
faktorler arasinda birinci siray1r alirken, apoptozun da 6nemli bir yeri oldugu

gosterilmistir (3).

Cesitli calismalarda sisplatinin farkli dozlarda ve sirelerde verildigi gozlenmistir.
Tek doz uygulamalar, ardigik 2-3 giin ya da haftalik uygulamalar ile 5 mg/kg, 7
mg/kg, 8 mg/kg ya da daha yiikksek veya daha diisiik dozlarda sisplatin
uygulamalari literatiirde mevcuttur (3, 35, 36, 37, 38). Yaptigimiz 6n ¢alismalarin
sonucunda galismamizda 8 mg/kg/giin sisplatini ardisik 3 giin olmak tizere
uyguladik (36, 39).

Cagin ve ark. sicanlar {izerinde yapmis oldugu c¢alismada 5 mg/kg tek doz
sisplatin uygulamasi ile karacigerde lipit peroksidasyon Uriini, total oksidan
durum ve ALT diizeylerinin belirgin olarak arttigini, SOD ve GPx aktivitelerinin
ise belirgin olarak azaldigini1 bildirmistir (3). Malki ve Sayed’in ¢alismasinda 12
mg/kg tek doz sisplatin uygulamasi sonrasi karaciger fonksiyonlar1 ve
histopatolojik degisikliklerin belirgin bir sekilde etkilendigi, antioksidan enzim
aktiviteleri ve GSH iceriklerinin onemli Olctide azaldigini, MDA seviyelerinin
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anlamli olarak arttigini, inflamatuar belirteclerden TNF-a, indiklenebilir-nitrik
oksit sentaz (INOS) wve interlokin 18 (IL-1B) eckspresyonlar1 ile
konsantrasyonlarinin belirgin sekilde yiikselmis oldugunu géstermistir (40). Baska
bir ¢alismada Kim ve ark. 7.5 mg/kg ip. tek doz sisplatin uygulamasi ile
olusturulan karaciger toksisitesi sonrasinda, serum aminotransferazlarinda artis ve
hepatositlerin dejenerasyonu/ nekrozu, vakuolasyon ve sinizoidal dilatasyon gibi
histopatolojik degisikliklerinin ortaya c¢iktigini belirlemistir. Ayrica karaciger
dokularinda MDA konsantrasyonunda artis, GSH, CAT, SOD ve GST

aktivitelerinde azalma tespit etmistir (41).

Calismamizda 8 mg/kg/giin ardisik {i¢ doz sisplatin uygulamasi sonucunda
karaciger dokularini inceledigimizde MDA, MPO, KL parametrelerini artmis, bir
hiicre ici antioksidan olan GSH duzeylerini ise azalmis tespit ettik. Ayrica serum
ALT ve AST diizeyleri anlamli olarak yiikselmis bulundu. Histopatolojik agidan
degerlendirildiginde ise karaciger sinuzoidlerin oldugu bolgelerde geniglemelerin
oldugu ozellikle zonl ve zon3’ii olusturan hepatositlerin sitoplazmalarinda
vakuollesmelerin oldugu izlendi. Bu bulgularimiz sisplatin ile olusturulmus

hepatotoksisite modellerinin ¢aligma verileri ile uyumluluk gostermektedir.

Kanser hastalarmna uygulanan sisplatinin  kardiyotoksik etkileri arasinda
elektrokardiyografik degisiklikler, aritmiler, ventrikuler aritmiler, supraventrikuler
tagikardi, atriyal fibrilasyon, siniis bradikardi ve tam atriyo-ventrikiiler blogu
iceren degisiklikler yer almaktadir. Bu kardiyotoksik (ve diger potansiyel olarak
bilinmeyen) problemler sonucunda konjestif kalp yetmezligi ve ani kardiyak
olumler ortaya ¢ikar. Sisplatin ile indiiklenen kardiyak toksisiteyi iyilestirmek igin
klinik yaklagimlarda basar1 saglanamamistir. Bu nedenle, bir¢ok klinik
miidahaleye ragmen, sisplatin ile tetiklenen kardiyotoksisitenin sinirlandirilmasi

icin gecerli bir terapi yonteminin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir (42).

Coskun ve ark. yaptig1 ¢alismada 14 giin streyle 5 mg/kg ip. uygulanan sisplatinin
kardiyak dokuda oksidatif hasara yol ac¢tigi, DNA hasar1 triinleri ve MDA’ nin
yikseldigini, buna karsin GSH seviyelerinin diistiigiinii tespit etmistir (43). Bir
baska calismada, kardiyotoksisiteyi indiiklemek igin si¢anlara 20 mg/kg, i.p. tek

doz sisplatin verilmis, sisplatin grubunda kontrol grubuna gore azalmis GSH ve
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CAT aktivitesi ile yiikselmis MDA seviyesi oksidatif stresin belirgin olarak
arttigini

gostermistir. Ayn1 ¢aligmada kardiyotoksisitenin biyokimyasal parametreleri
arasinda yer alan laktat dehidrogenaz, CK-MB, kardiyak troponin T (cTnT), B-
natridiretik peptid (BNP), inflamatuvar TNF-o ve MPO aktivitesi ile apoptozla
iliskili olan kaspaz-3 gen ekspresyonunun ve nikleer DNA fragmantasyonun

sisplatin grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak arttigini belirtmislerdir

(44).

Calismamizda kardiyotoksisiteyi gostermek icin kalp dokusunda MDA, GSH,
MPO, KL olglimlerin yamisira serumda da HsTnl parametresini ve
histopatolojisini degerlendirdik. MDA, luminol, lusigenin ve MPO’da anlamli bir
artis belirlerken, GSH dizeylerinde sisplatin grubunda kontrol grubuna gore
anlamli bir sonug¢ elde edemedik. Serumda baktigimiz HsTnl sisplatin grubunda
kontrol grubuna gore yiiksek ¢ikmis olup, yukaridaki arastirma sonuglari ile

uyumlu goriilmiistiir.

Akut bobrek hasari, sisplatin tedavisinden sonra gorilen en dnemli yan etkidir.
Insanlarda sisplatinin ilk doz uygulamasindan sonra olusan bu yan etki, hastalarin
%25-30"unda sisplatin'in klinik kullanimin1 sinirlamistir. Nefrotoksisite, sisplatin
ile tedavinin ciddi bir sonucu olmakla birlikte, proksimal tibdl hiicrelerine segici
olarak nasil zarar verdiginin mekanizmas: halen belirsizligini korumaktadir.
Sisplatin nefrotoksisitesine katkida bulunmak i¢in c¢oklu mekanizmalar
belirlenmis olmakla birlikte, bdbrek patolojisini uyarmak icin bu sinyal
yolaklarimin  nasil  diizenlendigi biiyiik  Olglide  bilinmemektedir. Bazi
aragtirmacilar, esas olarak sisplatinin renal hicrelerde antioksidan enzim
aktivitelerini ve hticre ici GSH Konsantrasyonlarini azaltarak oksidatif strese
neden oldugunu gostermistir (45, 46, 47, 48, 49, 50, 51). Bir¢ok calisma sisplatin
kaynakli nefrotoksisitede c¢esitli antioksidanlarin yararli etkilerini belgelemistir

(45, 47, 51, 52, 53).

Sisplatin nefrotoksisitesi, akut bobrek hasarinin olusumunda temel bir rol oynayan

proksimal tiiblil hiicrelerinin hasarlanmasinin baslica patofizyolojik mekanizma
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oldugu kabul edilir. Bobrekte en yiksek sisplatin konsantrasyonuna proksimal
tbdl hiicreleri igerisinde rastlanir ve hicre iginde sisplatin, doza ve uygulama
sliresine bagl olarak, renal toksisiteye, tlbdler hasara ve hicre 6limune yol agar
(54).

Hagar ve ark’nin ¢alismasinda tek bir ip. sisplatin enjeksiyonu (5 mg/kg) ile
yukselmis BUN ve kreatinin seviyeleri ile bdbrek fonksiyonlar1 bozulmus;
bobrek dokusunda artmis lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak
tiyobarbiturik asit-reaktif maddeler ile toplam antioksidan durumunun azalmasi
belirlenmistir. ~ Sisplatin  grubunda  nitrit konsantrasyonunun artmasiyla
oksidatif/nitrozatif stres gosterilmistir. Sisplatin, renal dokularda GSH, GPx, CAT
ve SOD aktivitelerinde diisiise neden olurken, TNF-a diizeylerini yiikseltmis, NF-
kB ve kaspaz-3’Un imminhistokimyasal olarak artmis ifadelerinin oldugunu
bildirmistir (55).

Bir baska c¢alismada sisplatin (7 mg/kg tek doz, ip.) enjeksiyonu yapilan
sicanlardan alinan bobrek dokusunda MDA seviyelerinde Onemli bir artis
gosterilmig, ayni sekilde serumda yliksek BUN ve Kreatinin degerlerini tespit

edilmistir (56).

El-Naga’nin c¢alismasinda tek doz 7 mg/kg sisplatin enjeksiyonu sonrasi
sicanlarda akut nefrotoksisite belirgin olarak serumda artmis BUN ve kreatinin
seviyeleri ile gosterilmistir. Ayrica, sisplatinin lipid peroksidasyonunu arttirdig:
ve azalmig GSH seviyesi ve SOD’a ek olarak, dokuda IL-1B, TNF-o,, NF-kB,
INOS, ICAM-1 ve MCP-1 gibi parametrelerin belirgin artisla bir pro-inflamatuar
yanit oldugu belirtilmistir (57).

Calismamizda sisplatin uygulanan sicanlarin bobrek dokusu ile kontrol grubunun
bobrek dokularinin MDA diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulamadik. Ote
yandan GSH seviyeleri ise ilging bir seklide sisplatin grubunda kontrol grubuna
gore anlamli derecede ylksek bulundu. Bulgularimizin, olasi sisplatin direng
mekanizmalarindaki bulgular ile eslestigini diistintiyoruz. Soyle ki, sisplatin
direnci, antioksidan yaniti, hiicresel detoksifikasyonu ve ilacin hiicre i¢ine alimi /

atilimi, DNA hasar toleransi ve artan DNA hasar tamiri dahil olmak tizere farkli
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hiicresel adaptasyonlar1 iceren karmasik bir mekanizmanin sonucudur. Ornegin,
tedavi 6ncesi GSH diizeyi, sisplatin bazli kemoterapiye yanitla negatif korelasyon
gosterir. Cesitli GSH ve antioksidan mediyatorler (GPx ve SOD), normal dokuya
gore asir1 eksprese edilir (57). Sisplatin hucre igine girdikten sonra sitoplazmada
hidrolize edilerek iki su molekiliiniin —OH gruplari klor iyonlar1 ile yer degistirir.
Bu sekliyle siilfiir (tiyol) igeren bilesiklerle de reaksiyona girebilmektedir. GSH,
sisplatin ile reaksiyona giren bir siilfir bilesigidir ve bazi ¢alismalarda bu
bilesiklerin artisi ile sisplatin direncinin de arttig1 bildirilmektedir (8,10). Hiicre
icinde antioksidan olarak gorev yapan GSH, sitoplazma ve nukleusta sisplatin ile
baglanarak GSH-sisplatin konjugatlarin1 olusturarak DNA-platin  kompleks
formlarin olusumunu engellemekte ve sitotoksik etkilerini azaltmaktadir. Plazma
membraninda bulunan GSH-X pompasi, GSH sisplatin komplekslerini ATP
bagimli bir mekanizma ile hicre disina tasimmaktadir (59). Sisplatin direngli
mesane kanseri hicre serilerine GSH inhibitori uygulanarak hucre ici GSH
dizeyi azaltilmakta ve sisplatin duyarliligi arttirilmaktadir (60). Ayrica sisplatin
duyarliligi ylksek bir tumor olarak bilinen testis kanseri hicre serilerinde GSH
diizeyleri diisiik iken, sisplatin direncli mesane kanseri hiicre serilerinde yiksek
bulunmaktadir (61). Rudin ve ark. calismasinda artmis hiicresel GSH
konsantrasyonlari, sisplatin direnci ile yakindan iliskili oldugunu ancak sisplatin-
DNA kompleks formlarinin olusumunu azaltmadigini bildirir. GSH’1n sisplatin
sitotoksisitesini inhibe etmesini apoptotik diizenleyici yollarda rol oynamasindan
ileri geldigi hipotezi One siiriilmiistiir. Bu hipotezi, apoptotik inhibitér Bcl-2 ile
transfekte edilmis MCF-7 meme kanseri hicrelerini kullanarak degerlendirmistir.
MCEF-7 hicrelerinde Bcl-2’nin asir1 ekspresyonu, sisplatin maruziyetinden sonra
hiicre 6liimiine kars1 artan direng ve hiicre ici GSH seviyelerinde yaklasik 3 kat
artis ile iligkilidir. MCF-7 hiicre hatlarmin GSH sentezinin bir inhibitérii olan
bitiyonin sulfoksimin ile inhibisyonu sonucu GSH seviyeleri normalize edilip,
Bcl-2 ekspresyonunu etkilemeden sisplatin direncini ortadan kaldirmistir. Bu
sonuclar, MCF-7 hicrelerinde Bcl-2 aracili sisplatin direncinin, GSH retiminin
artisina baglh oldugunu ve bunun da, sisplatin inaktivasyonundan veya DNA
eklenti formasyonlarinin inhibisyonundan bagimsiz mekanizmalarla hiicre sag

kalimina katkida bulundugunu belirtmistir (62).
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Bobrekte baktigimiz diger parametrelerden doku MPO’yu, KL ol¢umlerini,
serumda BUN ve kreatinin seviyeleri mevcut ¢alismalar ile uyumlu, istatistiksel
anlamli artmis bulundu. Bu da yiksek doz ve ardisik uyguladigimiz sisplatin
etkisinin hicre i¢ci mekanizmalarinda farkli yolaklar iizerinden es zamanli olarak

ilerledigini gosterdi.

Calismamizda  sisplatin  aracili  hepatoksisiteyi,  kardiyotoksisiteyi  ve
nefrotoksisiteyi es zamanli gosterip, astaksantinin olasi koruyucu, antioksidan

ve/veya antiinflamatuvar etkilerini bu toksisitelere kars1 ortaya koyduk.

Kirmiz1 ketokarotenoid astaksantin iki hidroksil, 2 keto grubu ile baglanan 13
konjuge cift baga sahiptir. Bu nedenle, serbest radikalleri nétrlestiren ve ROS’u
tutan bir antioksidan etkiye sahiptir. Astaksantinin antioksidatif aktivitesine ek
olarak antitimor (63), anti-inflamatuvar (64), antidiyabetik (65) ve
hepatoprotektif (66) etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu da astaksantinin
insan saglig1 ve beslenmesinde yararli olabilme potansiyeline sahip olabilecegini
diisiindiirmektedir (67).

Zhou ve ark. siganlarda olusturduklar1 deneysel sepsis modelinde astaksantini 100
mg/kg seklinde 7 giin boyunca oral olarak operasyon oncesi uygulamislardir.
Sepsis sonucu serum TNF-a, IL-13, IL-6, MDA dizeylerinde anlamli bir artis
saptanirken, SOD aktivitesinde belirgin bir azalma, BUN, Kkreatinin, laktat
dehidrojenaz, CK-MB, ALT ve AST gibi organ hasar ile iliskili parametrelerde
histolojik inceleme ile dogrulanan ylkselmeye neden olmustur. Astaksantin
uygulamasi bu inflamatuar ve oksidan yaniti tersine g¢evirmis, organ hasarini
azaltmig, ¢ekum ligasyonu ve perforasyonu tarafindan indiiklenen septik

siganlarin sagkalimini arttirmistir (68).

Sisplatin nefrotoksitesinde astaksantinin etkisine Akga ve ark. tarafindan yeni
yayimlanan bir calismada bakilmig, sisplatini 16 mg/kg i.p. olarak tek doz
caligmanin 5. ginl uygulanmis ve astaksantinin, TAS diizeylerini arttirirken,
BUN, serum kreatinin, TOS, kaspaz-3 ve bobrek doku ddemini azalttigini tespit
etmislerdir (69).

Bir baska c¢alismada, astaksantinin sisplatin gibi antineoplastik bir ajan olan
doksorubisin (2 mg/kg i.p.). ile indiiklenen davranigsal ve norobiyolojik

anormalliklere kars1 potansiyel noroprotektif ve bellek arttirict  etkileri
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aragtirllmistir. Astaksantin tedavisinin (25 mg/kg) doksorubisin ile indiklenen
hafiza bozuklugunu o6nemli Olglide korudugunu, hipokampal histopatolojik
iyilesme sagladigini bildirmisler. Indiklenen oksidatif ve inflamatuar olaylari
MDA, GSH , CAT, TNF-a gibi parametreler ile degerlendirip, astaksantinin
MDA ve TNF-a’y1 anlamli derecede azaltirken, GSH ve CAT’1 arttirdigina,
asetilkolinesteraz aktivitesindeki artis1 azalttigi ve apoptotik yolaklart down-

regiile ettigini bildirmisdir (70).

Diger bir ¢alismada si¢anlarda arsenik (5 mg/kg ip) maruziyetinin neden oldugu
nefrotoksisite ve oksidatif stres (zerinde astaksantinin (10, 20, and 40 mg/kg )
oral uygulamasmin, koruyucu etkileri olup olmadigin1 incelemis, bobrek
fonksiyon belirteglerinden BUN, kreatininin degerlerinin arsenik grubuna gore
tedavi grubunda azaltmasi, oksidatif stres parametrelerinden MDA’y1 azaltirken
GSH, CAT, SOD’u arttirmasiyla astaksantinin, arsenigin neden oldugu

nefrotoksisiteye karsi1 nemli bir koruyucu etkisini gostermistir (71).

Sila ve ark. siganlarda (120 mg/kg, subkutan) alloksan monohidrat ile
olusturduklar1 diyabet modelinde karaciger dokusu Uzerine astaksantinin (20
mg/kg, gavaj) koruyucu etkileri degerlendirilmistir. Karaciger MDA kontrol
grubuna gore diyabet grubunda anlamli olarak artmistir. SOD, CAT, GPX, GR ve
GSH duzeyleri gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri kontrol grubuna gore
anlamli olarak azaldigini, astaksantinin bu parametrelerin degerlerini kontrol

grubuna yakin olarak restore ettigini bildirmislerdir (72).

Bagka bir ¢alismada, iki hafta boyunca haftada iki doz subkutan 50 mg/kg
isoproterenol (ISO) uygulamasi ile indiiklenen miyokard infarktlsii ve kardiyak
hipertrofi olusturulan siganlarda astaksantinin (25 mg/kg/gun, oral) etkisi
incelenmis ve kalp dokusunda MDA, NO, ileri oksidayon protein trunleri (AOPP)
ISO grubunda kontrol grubuna gore artarken; CAT, GSH, SOD degerleri azalmus,
plazmada ise ALT, AST, CK-MB artmis olarak tespit etmislerdir. Astaksantin
tedavisi artan oksidan parametreleri azaltirken, antioksidan kapasiteyi artirmistir.
Bu veriler dogrultusunda astanksantinin ISO ile indiiklenmis kardiyak hasara kars1

koruyucu etkisi bildirilmistir (73).

Calismamizda sisplatin ile toksisite olusturulan siganlara astaksantin uygulamasi

sonucunda karaciger, kalp ve bobrek dokularinda birbirileriyle uyumlu olmayan
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farkli sonuclar elde ettik. Sisplatin+astaksantin grubunun karaciger dokularinda
MDA diizeyi anlamli olarak azalirken, GSH diizeyleri beklenildigi {izere anlamli
olarak yiikselmis bulundu. Kalp dokusunda sisplatin+astaksantin uygulamasi
MDA diizeylerinde diisme gostermesine ragmen, anlamli bulunmadi. Sisplatin
grubunun  kalp GSH  diizeylerinin  yiilksek  bulunmasi nedeni ile
sisplatintastaksantin grubunun GSH diizeyleri anlamli ytliksek bulunmadi, tam
tersi bir sonu¢ ortaya ¢ikti. Sisplatin iizerine astaksantin uygulamalar1 bobrek
dokularinda tam tersi bir etki yaratarak, MDA duzeylerini degistirememis, GSH
duizeylerini de sisplatin grubu yiiksekligi nedeni ile yeterince yiiksek bir seviyeye

tastyamamustir. Bu sonuglarin nedenleri asagidaki gibi olabilir:

1. Astaksantin dozu ve uygulamalari yeterli gelmemis olabilir. Doz ve sire
arttirilmasi ile farkli sonuglar ortaya konabilir.

2. Sisplatinin baz1 dokularda (bobrek) direng gostermesi nedeni ile beklenen
etkiyi yaratmamasina bagli olarak, sonuclar istatistiksel olarak ortaya
konamamustir.

3. Hicre ici redoks dengesi etkilenmistir. Ozellikle sisplatin toksisitesi
nedeni ile hiicre ici GSH dengesi degismis, muhtemel antioksidan enzim
aktivitelerinde degisiklik ortaya ¢ikmuis olabilir.

4. Astaksantinin hiicre i¢inde olasi anti- inflamatuvar yolaklar1 aktive ederek,
inflamasyon iliskili transkripsiyon faktorlerini zit yonde aktive ettigi
sOylenebilir. Nitekim karaciger, kalp ve bdbrek dokularinin MPO
aktiviteleri astaksantin uygulamalari ile anlamli olarak diisiik bulunmustur.

5. Bireyler arasinda genetik farkliliklar ilag metabolizmasinda farkli ilag
cevaplarma sebep olur. ilacin hiicre i¢ine alimi ve atiliminda membranda
bulunan gorevli tasiyicilardaki, hiicre i¢i detoksifikasyonda gorevli
enzimlerdeki ve DNA tamir genlerindeki polimorfizim, mutasyon gibi
genetik varyasyonlar sebebi ile metabolik streclerin indiklenmesi veya
baskilanmasi ilaca karst dayaniklihk ya da duyarlilik durumlarini

etkilediginden olabilir.

Sisplatin uygulamalar1 doku ve organlarda inflamatif yolaklar1 aktive ederek,
notrofil infiltrasyonunu arttirmakta, hlcre i¢i bazi transkripsiyon faktorlerini ve

sitokinlerin artisina neden olmaktadir (74, 75). Calismamizda sisplatin uygulamasi
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sonucu artan doku (karaciger, kalp ve bdobrek) MPO aktiviteleri artan
inflamasyonun en Onemli karakteristigidir. Ote yandan serum TNF-a ve IL-6
duzeyleri de sisplatin uygulanan grupta anlamli yiiksek bulunmustur.
Astaksantinin sisplatin toksisitesi iizerine etkisine bakildiginda doku diizeyinde
MPO aktiviteleri azalirken, sistemik bir bulgu olan serum sitokin diizeylerini
diisiirmesine ragmen ¢ok da etkili bulunmamistir. Tedavi grubunun TNF-

a diizeyleri anlamli diisiiktiir.

KL yontemi serbest radikal salinimimi Olgen non-invazif bir yodntemdir.
Mikrosaniyeler diizeyinde salgilanan, ortamda bulunan antioksidan enzimler ve
transisyon metallerin varliginda birbirine hizla doniisebilen veya tutulan ROS
ve/veya RNT’lerinin 6l¢iimii i¢in gesitli problar kullanilmaktadir (76). Luminol
aracili KL yontemi ile OHe, Hy0,, hipoklorit ve hidroperoksil radikalleri tayin
edilirken, lusigenin probu ile O," radikali 6lctilmektedir. Sisplatin uygulanan
gruplarin karaciger, kalp ve bobrek dokularinin luminol ve lusigenin aracili KL
Ol¢iimleri beklenildigi iizere, anlamli olarak yiiksek bulundu. Doku harabiyetinin
ve sisplatin toksisitesinin en 6nemli bulgusu olarak hiicre i¢i serbest radikal artisi
meydana gelmistir. Sisplatin grubuna astaksantin uygulamasi ile karaciger ve
bobrek dokusunda anlamli bir diisiis saptanmis, astaksantinin olas1 serbest radikal
tutucu etkisi kanitlanmigtir. Sisplatin+astaksantin uygulanan grupta inflamasyon
kaynakli ROS’un analizine katkida bulunan luminol aracili KL degerlerinin
diismesi ile blylk oranda astaksantinin anti-inflamatuvar etkisi olarak
aciklanabilir. Nitekim bu bulgular MPO ve TNF-a degisimleri ile de ortaya

konmustur.

NO hucrelerde nitrik oksit sentaz (NOS) araciligi ile ti¢ ayr1 formda olugmaktadir.
Bunlardan endotelyal NOS (eNOS) endotel hiicrelerinden salgilanmakta ve
vazodilatasyona neden olmaktadir. Beyin ve sinir sisteminden salgilanan ndéronal
NOS (nNOS) aracilt NO bir nérotransmitter olarak davranmakta ve 6grenme,
bellek ile sinyal iletimi mekanizmalarinda gorev yapmaktadir. Ozellikle
inflamasyon sonucu polimorfonukleer hicrelerin ve mononikleer htcrelerin
varhiginda ortaya ¢ikan indiiklenebilir NOS (iNOS) aracilt NO ise hiicre yikimi,
anti-bakteriyel etki, inflamasyon gibi etkiler ortaya ¢ikarmaktadir (77).

Saflagtiritlmig luminol-H,O, sistemi ile 6lgllen kemiliminometrik yontemde total
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NO o6l¢iimii gergeklesmektedir. Sisplatin uygulanan gruplarda karaciger ve bobrek
dokusunda NO salinimi anlamli yiiksek bulunurken, kalp dokusunda ise diisiik
saptandi. Bu durumun en 6nemli nedeni ise hiicre i¢inde 1:1 oraninda bulunan Oy~
ile NO’nun etkileserek, daha toksik olan peroksinitrit radikalini olusturabilir. Kalp
dokusunun eNOS agisindan zengin olmasi, muhtemel NO’nun agir1 artmasinin
saglarken, lusigenin aracili KL ile de siiperoksit radikalinin yiikseldigi agikca
ortaya konmustur. Peroksinitrit ile olusturulan hasar hem bir lipit peroksidayonu
urini olan MDA hem de inflamasyon kaynakli MPO’nun artis1 ile
desteklenmektedir. Sisplatin toksisitesine astaksantin uygulandiginda karaciger ve
bobrek dokusunda NO azalmis goriilmektedir. Oysa kalp dokusunda izafi olarak
yiikselmis NO goriilmektedir. Yukarida da agiklandigi iizere olasi peroksinitrit
olusumu ile azalan sisplatin grubu NO salinim sisplatin+astaksantin grubunda bir
artis seklinde yansimaktadir. Bu bulgular astaksantin uygulamalarinin olasi iNOS

uzerinde NO salinimini azalttigin1 géstermektedir.

Serum Orneklerinde baktigimiz doku hasar gostergeleri sisplatin grubunda kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklt bulunurken, sisplatint+astaksantin
uygulamasi serum ALT, HsTnl diizeylerinin anlamli olarak diistiigii, Kreatinin ve
AST diizeylerinin de diistligii fakat anlamli olmadig1 goriildii. Bu bulgular deney
hayvanlariin sistemik bulgularinin bir gostergesi olarak doku bulgular ile
uyumlu olarak tesbit edildi. TAS diizeyleri sadece astaksantin uygulamasi ile
anlamli artmis bulundu. Buna karsin TOS diizeyi diiserken anlamli fark
saptanmadi. Bu bulgularin deney hayvanlarinin olasi bireysel farkliliklarindan

etkilenmis olabilecegi kanaatini olusturdu.

Calismamizda karaciger, kalp ve bobrek dokusu histolojik olarak incelendiginde
sisplatin grubunda goriilen morfolojik bozulmalar, yer yer kanamalarin ve hicre
kayiplarinin olmasi seklinde belirlenirken, sisplatin+astaksantin grubunun sadece
karaciger dokusu hepatositlerinde sitoplazma ve niikleus yapisinin kontrole yakin
diizeldigi tespit edilmis olup, kalp ve bobrek dokularinda, sisplatin grubuna gore,
anlaml bir iyilesme goriilmemesi doku ve serum biyokimyasal sonuglarimiz ile

ortlismektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sisplatin ile olusturulan deneysel toksisite modelinde astaksantinin olasi koruyucu
ve antioksidan rolii karaciger, kalp ve bobrek dokularinda arastirildiginda;
astaksantinin karaciger dokusunda antioksidan, anti-inflamatuvar, serbest radikal
tutucu etki yaratarak, iyilestirici etki yarattigi histolojik olarak da desteklemistir.
Astaksantin kalp dokusunda sisplatin ile olusturulan serbest radikal hasarim lipit
peroksidasyonunu ve MPO aktivitesini azaltarak gosterirken, siirpriz bir sekilde
olasi doku kaynaklt NO salimimui arttirarak ve peroksinitrit diizeyin azaltarak,
dizenleyici etkisine neden olmustur. Bobrek dokusunda ise sisplatin grubunda
GSH direnci gelismis, hiicre i¢i GSH diizeyleri artmis, buna karsin serbest radikal
salinimi ylikselmistir. Muhtemel hiicre i¢i redoks degisimi ile lipit peroksidasyonu
artist  Onlenmistir. Ancak inflamatuvar siirecler kendi yolaklar1 tizerinden
ilerlemistir. BoObrek dokusunda sisplatintastaksantin uygulamasi ise anti-

inflamatuvar ve serbest radikal tutucu etki yaratmustir.

Calisma sonuglarimiz sistemik serum biyokimya bulgulari, sitokin diizeyi
sonuglar1  ile  histopatolojik  goriintiilerle  desteklenmistir. ~ Sisplatin
uygulamalarinda, ortaya cikabilecek sisplatin direng faktoriiniin mutlaka goz
onlinde bulundurulurken dokular arasi farklilhik ihmal edilmemelidir. Sisplatin
kaynakli inflamasyon tiim dokularda goriilmiis, sistemik olarak da

desteklenmistir.

Astaksantin gibi giiclii bir antioksidanin kullanim1 farkli dokularda farkli cevaplar
olusturmus, 6zellikle NO ve peroksinitrit salinimi {lizerine etkisi ilk kez ortaya
konmustur. Calismamizin sonucunda astaksantinin anti-inflamatuvar ve
antioksidan etkileri ile sisplatin toksisitesini farkli dokularda farkli mekanizmalar

lizerinden azalttig1 gorilmiistiir.

Sisplatinin ozellikleri g6z Oniline alindiginda, ileri ¢alismalar planlanmasi
asamasinda doz-cevap ve sisplatin direnci mekanizmalarinin ayrintili olarak
incelenmesi gereklidir. Bu asamada apoptotik/nekrotik ve hatta otofajik yolaklarin
incelenmesi Onerilir. Astaksantinin biyokimyasal etkilerinin arastirilmasi amaciyla
molekiiler yonde projelerin planlanmasi, transkripsiyon faktorleri {izerine

etkinliginin arastirilmasi gereklidir.

75



KAYNAKLAR

1. Yang Y, Liu H, Liu F, Dong Z. Mitochondrial dysregulation and
protection in cisplatin nephrotoxicity. Arch Toxicol. 2014; 88(6):1249-
1256.

2. Dugbartey GJ, Peppone LJ, Graaf IAM. An itegrative view of cisplatin-
induced renal and cardiac toxicities: molecular mechanisms, current
treatment challenges and potential protective measures. Toxicology 2016;
371: 58-66.

3. Cagin YF, Erdogan M, Sahin N, Parlakpinar H, Atayan Y, Polat A et al.
Protective effects of apocynin on cisplatin-induced hepatotoxicity in rats.
Arch Med Res 2015; 46: 517-526.

4. Ambati RR, Moi PS, Ravi S, Aswathanarayana RG. Astaxanthin: Sources,
extraction, stability, biological activities and its commercial applications-A
review. Mar. Drugs 2014; 12: 28-152.

5. Dasari S, Tchounwou PB. Cisplatin in cancer therapy: Molecular

mechanisms of action. European J Pharmacol 2014; 740: 364-378.

6. Dilruba S, Kalayda GV. Platinum-based drugs: past, present and future.
Cancer Chemother Pharmacol 2016; 77: 1103-1124.

7. Quintanilha JCF, Sousa MV, Visacri MB, Amaral LS, Santos RMM,
Zambrano T et al. Involvement of cytochrome P450 in cisplatin treatment:

implications for toxicity. Cancer Chemother Pharmacol 2017; 80:223-233

8. Petrovi¢c M, Todorovi¢ D. Biochemical and molecular mechanisms of
action of cisplatin in cancer cells. Med & Biol. 2016; 18: 12-18.

76



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

BC Cancer Agency Cancer Drug Manual.[Internet]. Drug Name: Cisplatin
[Revision: 2016 June 1] Available from: http://www.bccancer.bc.ca/drug-

database-site/drug%20index/cisplatin_monograph_1jul2016.pdf

Fuertesa MA, Castilla J, Alonsoa C, Pérezc JM. Cisplatin biochemical
mechanism of action: from cytotoxicity to induction of cell death through
interconnections between apoptotic and necrotic pathways. Current Med
Chem 2003; 10: 257-266.

Spreckelmeyer S, Orvig C, Casini A. Cellular transport mechanisms of
cytotoxic metallodrugs: an overview beyond cisplatin. Molecules 2014; 19:
15584-15610.

Achkar IW, Abdulrahman N, Al-Sulaiti H , Joseph JM, Uddin S, Mraiche
F. Cisplatin based therapy: the role of the mitogen activated protein kinase
signaling pathway. J Transl Med 2018; 16: 96.

Manohar S, Leung N. Cisplatin nephrotoxicity: a review of the literatire. J
Nephrol 2018; 31: 15-25.

Amable L. Cisplatin resistance and opportunities for precision medicine.
Pharmacol Res 2016; 106: 27-36.

Roger TY, Al-Fayea T, Au HJ. Cisplatin overdose: toxicities and
management. Drug Saf 2009; 32: 1109-1122.

Biswas SK. Does the interdependence between oxidative stress and
inflammation explain the antioxidant paradox? Hindawi Publishing
Corporation Oxid Med Cell Longev 2016; 2016: 5698931.

Biiyiikuslu N, Yigitbas1 T. Reaktif oksijen tirleri ve obezitede oksidatif
stres. Marmara Uni. Saglik Bil. Enst. Dergisi 2015; 5: 197-203.

77



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

Chemistry Online Guru. Free Radical. [Internet, 2016] Available from:

https://chemistryonline.guru/free-radical/

Gurdol F, editor. Tibbi Biyokimya. Nobel tip kitabevi. 2015; 641-646.

Karabulut H, Giilay MS. Serbest radikaller. Mehmet Akif Ersoy Uni. Sag
Bil Enst Derg. 2016; 4: 50-59.

Filip C, Albu E, Zamosteanu N. Superoxide dismutase: Therapeutic targets
in sod related pathology. Health 2014; 975-988.

Suleyman H, Gul V, Erhan E. Oksidatif stres ve doku hasari. Erzincan Tip
Derg. 2018;1:1-4.

Ozcan O, Erdal H, Cakirca G, Yénden Z. Oksidatif stres ve hiicre ici lipit,
protein ve DNA yapilar iizerine etkileri. J Clin Exp Invest 2015; 6: 331-
336.

Karabulut H, Giilay MS. Antioksidanlar. Mehmet Akif Ersoy Uni Vet Fak
Derg. 2016;1: 65-76

Beutler E., Red Blood Cell Metabolism: A Manual of Biochemical
Methods, Grune &Stratton, New York. 1975; 112-114.

Aykac G, Uysal M, Yalcin, AS, Kocak Toker N, Sivas A, Oz H. The effect
of chronic ethanol ingestion on hepatic lipid peroxide, glutathione
peroxidase and glutathione transferase in rats. Toxicology 1985; 36,71-76.

Cavdar C, Sifil A, Camsar1 T. Reaktif oksijen partikilleri ve antioksidan
savunma.Tlrk Nefro Diy Transpl Derg. 1997; 3-4: 92-9.

Bradley PP, Priebat DA, Christersen RD, Rothstein G. Measurement of
cutaneous inflammation. Estimation of neutrophil content with an enzyme
marker. J Invest Dermatol. 1982; 78: 206-9.

78


https://chemistryonline.guru/free-radical/

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Hillegass LM, Griswold D. E, Brickson B, Albrightson- Winslow C.
Assessment of myeloperoxidase activity in whole rat kidney. J Pharmacol
Methods. 1990; 24: 285-95.

Haklar U, Yiiksel M, Velioglu A, Tirkmen M, Haklar G, Yalgin AS:
Oxygen radicals and nitric oxide in chondral and meniscal lesions or both.
Clin Orthop Relat Res. 2002; 403: 135-142.

Kikuchi K, Nagano T, Hayakawa H, Hirata Y, Hirobe M. Detection of
nitric oxide production from a perfused organ by a luminol-H,O, system.
Anal Chem. 1993;65:1794-9.

Xiaopin D, Chunbai H, Kron SJ, Wenbin L. Nanoparticle formulations of
cisplatin  for cancer therapy. Wiley Interdiscip Rev Nanomed
Nanobiotechnol. 2016; 8: 776-791.

Zicca A, Cafaggi S, Mariggio MA, Maria VO, Ottone M, Bocchini V et. al.
Reduction of cisplatin hepatotoxicity by procainamide hydrochloride in
rats. Eur J Pharmacol 2002; 442: 265- 272.

Bentli R, Parlakpinar H, Polat A, Samdanci E, Sarihan ME, Sagir M.
Molsidomine prevents cisplatin-induced hepatotoxicity. Arch Med Res
2013; 44: 521-528.

Kenza B, Djihane A, Mouad B, Ratiba M, Samir B, Fadila B.et. al.
Renoprotective effect of centaurea choulettiana pomel (asteraceae) leaves
on cisplatin -induced oxidative stress and renal dysfunction in mice. J
Applied Pharmac. Sci. 2017; 7: 147-154.

Hyppolito MA, Oliveira JA, Lessa RM, Rossato M. Amifostine
otoprotection to cisplatin ototoxicity: a guinea pig study using otoacoustic
emission distortion products (DPOEA) and scanning electron microscopy.
Rev Bras Otorrinolaringol. 2005; 7: 1268-73.

79



37.

38.

30.

40.

41.

42.

43.

44,

Huang QY, Li XF, Liu SP. Endothelin-1 and type 11l collagen alterations
in the heart of rats following cisplatin-induced toxicity. Mol Med Rep
2012; 5: 651-654.

Sanchez-Gonzalez PD, Lopez-Hernandez FJ, Perez-Barriocanal F, Morales
A, Lopez-Novoa JM. Quercetin reduces cisplatin nephrotoxicity in rats
without compromising its anti-tumour activity. Nephrol Dial Transplant
2011; 26: 3484-3495.

Rabelo De Freitas M, Figueiredo AA, Brito GA de C, Leitao RF de C,
Junior JV de C, Junior RMG. The role of apoptosis in cisplatin-induced
ototoxicity in rats. Braz J Otorhinolaryngol. 2009; 75: 745-52.

Al-Malki AL, Sayed AAR. Thymoquinone attenuates cisplatin-induced
hepatotoxicity via nuclear factor kappa- . BMC Complemen Alternat.
Med. 2014; 14: 282.

Kim SH, Kim JC , Ko JW, Lee IC, Park SH, Moon C. Protective effects of
pine bark extract against cisplatin-induced hepatotoxicity and oxidative
stress in rats. Lab Anim Res 2014; 30: 174-180.

Bahadir A, Ceyhan A, Gergin OO, Yalgin BUM. , Ozyazgan TM.
Protective effects of curcumin and beta-carotene on cisplatin-induced
cardiotoxicity: An experimental rat model. Anatol J Cardiol 2018; 19: 213-
21.

Coskun R., Turan MI, Siltelioglu TI, Gulapoglu M. The protective effect of
thiamine pyrophosphate, but not thiamine, against cardiotoxicity induced
with cisplatin in rats. Drug Chem Toxicol 2014; 37: 290-294.

Soliman AF, Anees LM, Ibrahim DM. Cardioprotective effect of zingerone
against oxidative stress, inflammation, and apoptosis induced by cisplatin
or gamma radiation in rats. Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol.
2018; 391: 819-832.

80



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Nasr AY, lbrahim AAS. Aged garlic extract ameliorates the oxidative
stress, histomorphological, and ultrastructural changes of cisplatin-induced
nephrotoxicity in adult male rats. Micros Res Techn 2015;78(6): 452-461.

Parhizgar S, Hosseinian S, Hadjzadeh MAR, Soukhtanloo M,
Ebrahimzadeh A, Mohebbati R et al. Renoprotective effect of plantago
major against nephrotoxicity and oxidative stress induced by cisplatin.
Iranian J Kidney Dis. 2016; 10: 182-8.

Boroushaki MT, Rajabian A, Farzadnia M, Hoseini A, Poorlashkari M,
Taghavi A et al. Protective effect of pomegranate seed oil against cisplatin-
induced nephrotoxicity in rat. Ren Fail 2015; 37 (8): 1338-1343.

Nagshband A, Khan MW, Rizwan S, Rehman S, Khan F. Studies on the
protective effect of dietary fish oil on cisplatin induced nephrotoxicity in
rats. Food Chem Toxicol 2012; 50: 265-273.

Sahu BD, Kalvala AK, Koneru M, Mahesh Kumar J, Kuncha M, Sistla R et
al. Ameliorative effect of fisetin on cisplatin-induced nephrotoxicity in rats
via modulation of NF-xB activation and antioxidant defence. PLOS One
2014; 9 (9): €105070.

Kellea I, Akkoc H, Tunik S, Nergiz Y, Erdinc M , Erdinc L. Protective
effects of ethyl pyruvate in cisplatin-induced nephrotoxicity. Biotech
Biotechnol. Equip. 2014; 28: 674-680.

Yoshida T, Kumagai H, Kohsaka T, Ikegaya N. Protective effects of
relaxin against cisplatin-induced nephrotoxicity in rats. Nephron Exp
Nephrol 2014;128:9-20.

Kamel KM, Abd EI-Raouf OM, Metwally SA, Abd El-Latif HA, El-sayed
ME. Hesperidin and rutin, antioxidant citrus flavonoids, attenuate cisplatin-
Induced nephrotoxicity in rats. J Biochem Mol Toxicol. 2014; 28: 312-9.

81



53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

Karwasra R, Kalra P, Gupta YK, Saini D, Kumar A, Singh S. Antioxidant
and anti-inflammatory potential of pomegranate rind extract to ameliorate

cisplatin induced acute kidney injury. Food Funct. 2016;7: 3091-101.

Kim HJ, Park DJ, Kim JH, Jeong EY, Jung MH, Kim TH, Yang J.
Glutamine protects against cisplatin-induced nephrotoxicity by decreasing
cisplatin accumulation. J Pharmacol. Sci. 2015; 127:117-126.

Hagara H, Medanya AE, Salam R, Medany GE, Nayal OA. Betaine
supplementation mitigates cisplatin-induced nephrotoxicityby abrogation of
oxidative/nitrosative stress and suppression of inflammation and apoptosis
in rats. Exp Toxicol Pat 2015; 67:133-141.

Ugur S, Ulu R, Dogukan A, Gurel A, Pembegul Yigit I, Gozel N, The
renoprotective effect of curcumin in cisplatin-induced nephrotoxicity. Ren
Fail, 2015; 37: 332-336.

El-Naga RN. Pre-treatment with cardamonin protects against cisplatin-
induced nephrotoxicity in rats: Impact on NOX-1, inflammation and
apoptosis. Toxicol Appl Pharmacol. 2014; 274: 87-95.

Hayden A, Douglas J, Sommerlad M, Andrews L, Gould K, Crabb SJ. et
al. The Nrf2 transcription factor contributes to resistance to cisplatinin
bladder cancer. Urol Oncol. 2014; 32: 806-14.

Ishikawa T, Ali-Osman F. Glutathione-associated cis metabolism and ATP-
dependent efflux from leukemia cells. J Biol Chem. 1993;268:20116-25.

Byun SS, Kim SW, Choi H, Lee C, Lee E. Augmentation of cisplatin
sensitivity in cisplatin-resistant human bladder cancer cells by modulating
glutathione concentrations and glutathione-related enzyme activities. BJU
Int. 2005; 95: 1086-90.

82



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Masters JR, Thomas R, Hall AG, Hogarth L, Matheson EC, Cattan AR,
Lohrer H. Sensitivity of testis tumour cells to chemotherapeutic drugs: role
of detoxifying pathways. Eur J Cancer. 1996; 32: 1248-53.

Rudin CM, Yang Z, Schumaker LM, VanderWeele DJ, Newkirk K, Egorin
MJ et al. Inhibition of glutathione synthesis reverses bcl-2-mediated

cisplatin resistance. Cancer Res. 2003; 63: 312-8.

Zhang L, Wang H. Multiple mechanisms of anti-cancer effects exerted by
astaxanthin. Mar Drugs 2015;13: 4310-4330.

Ohgami K, Shiratori K, Kotake S, Nishida T, Mizuki N, Yazawa K, Ohno
S. Effects of astaxanthin on lipopolysaccharide-induced inflammation in
vitro and in vivo. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2003; 44: 2694-701.

Li X, Qi Z, Zhao L, Yu Z. Astaxanthin reduces type 2 diabetic-associated
cognitive decline in rats via activation of PI3K/Akt and attenuation of
oxidative stress. Mol Med Rep. 2016;13: 973-9.

Turkez H, Geyikoglu F, Yousef MI, Togar B, Gurbiz H, Celik K, Akbaba
GB, Polat Z. Hepatoprotective potential of astaxanthin against 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin in cultured rat hepatocytes. Toxicol Ind
Health. 2014; 30: 101-12.

Yang Y, Kim B, Lee JY. Astaxanthin structure, metabolism, and health
benefits. J Hum Nutr Food Sci 2013; 1: 1003.

Hou L, Gao M, Xiao Z, Zhang J, Li X, Wang A. Protective effect of
astaxanthin against multiple organ injury in a rat model of sepsis. J Surg
Res. 2015; 195: 559-67.

Akca G, Eren H, Tumkaya L, Mercantepe T, Horsanali MO, Deveci E et.

al. The protective effect of astaxanthin against cisplatin-induced
nephrotoxicity in rats. Biomed Pharmacother 2018; 100: 575-582.

83



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

El-Agamy SE, Abdel-Aziz AK, Wahdan S, Esmat A, Azab SS.
Astaxanthin  ameliorates doxorubicin-induced cognitive impairment
(chemobrain) in experimental rat model: impact on oxidative,
mflammatory, and apoptotic machineries. Mol Neurobiol. 2018; 55: 5727-
5740.

Wang X, Zhao H, Shao Y, Wang P, Wei Y, Zhang W. Nephroprotective
effect of astaxanthin against trivalent inorganic arsenic-induced renal injury
in wistar rats. Nutr Res Pract. 2014; 8: 46-53.

Sila A, Kamoun Z, Ghlissi Z, Makni M, Nasri M, Sahnoun Z et al. Ability
of natural astaxanthin from shrimp by-products to attenuate liver oxidative
stress in diabetic rats. Pharmacol Rep. 2015; 67: 310-6.

Alam MN, Hossain MM, Rahman MM, Subhan N, Mamun MAA, Ulla A
et al. Astaxanthin prevented oxidative stress in heart and kidneys of
1soproterenol-administered aged rats. J Diet Suppl. 2018; 15: 42-54.

Yousef MI, Hussien HM. Cisplatin-induced renal toxicity via tumor
necrosis factor-a, interleukin 6, tumor suppressor P53, DNA damage,
xanthine oxidase, histological changes, oxidative stress and nitric oxide in
rats: Protective effect of ginseng. Food Chem Toxicol. 2015;78: 17-25.

Ozkok A, Ravichandran K, Wang Q, Ljubanovic D, Edelstein CL. NF-xB
Transcriptional inhibition ameliorates cisplatin-induced acute kidney
injury. Toxicol Lett. 2016; 240: 105-13.

Boveris A, Cadenas E, Reiter R, Filipkowski M, Nakase Y, Chance B.
Organ chemiluminescence: Noninvasive assay for oxidative radical
reactions. Proc Natl Acad Sci U S A.1980; 77: 347-51.

Turkoz Y, Ozerol E. Nitrik Oksit’in etkileri ve patolojik rolleri. J Turgut
Ozal Med Cen. 1997; 4: 453-461.

84



EKLER
EK-1. OZGECMIS$

Adi Soyadi: Saniye ADA

Uyrugu: T.C.

Dogum Tarihi ve Yeri: 29 Eyliil 1987, Kadikoy

Elektro

nik Posta: saniye.ada@medeniyet.edu.tr

EGITIM

Derece Kurum Mezuniyet
Yih

Lisans Anadolu Uni.Biyoloji 2010

Yiksek Lisans IMU, Saglik Bilimler Enstitiisii, -

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

iS TECRUBESI
Tarih Kurum Gorev
2015- IMU, Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya A.D. Arastirma Gorevlisi

YABANCI DIiLLER
Ingilizce-YOKDIL(2017) saglik bilimleri- 82,500

YAYINLAR

Posterler

1.

Ada S, Erman ., Erek Toprak A, Kilig, Koger A, Kesgin Ayhan S et. al.
Evaluation Of Prognosis with Total Oxidant/ Antioxidant Status And
Some Oxidative Stress Parameters in Patients wiith Acute Ischemic The
FEBS Journal, 283, P-09.03.3-007, 2016.

Ada S, Erman H, Erek Toprak A, Kilig E, Koger A, Kesgin Ayhan S et. al.
Akut iskemik inmeli hastalarda total oksidan/antioksidan durumun
degerlendirilmesi. Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi, Uluslararasi
Katilimli Kongre & Lab Expo, Kongre ve 06zet kitab1:163/PS-051,27
Eylul-1 Ekim 2016. Trabzon, Tilrkiye

85



Proje

1. Aragtirmaci: Sisplatin ile Olusturulan Deneysel Toksisite Modelinde
Astaksantinin Olas1 Koruyucu ve Antioksidan Rolii- IMU BAP 1061 nolu
Tez Projesi (Devam eden...)

2. Arastirmaci: Losemi Hiicre Hatlarinda GLUT3  Ekspresyonun
Duzenlenmesinde STAT3 Geninin Roluniin Arastirilmasi- IMU BAP 1109
nolu genel arastirma projesi-(Devam eden...)

Sertifikalar

» Deney Hayvanlar1 Uygulama Ve Arastirma Sertifika Programi, Marmara
Uni-DEHAMER, 2016

> Pedagojik Formasyon Egitimi Sertifikasi, Eskisehir Osmangazi Uni-
Egitim Fakiiltesi, 2014

> AU-Kromotografik Sistemler’ Teorik ve Uygulamali Egitim programu,
Anadolu Uni-AUBIBAM, 2010

» 6. Kok Hicre Sempozyumu-2017 Mayis

» Eppendorf Hicre Kiiltir Semineri- 17 Nisan 2017

86



EK-2. ETIK KURUL ONAY FORMU

MARMARA UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

PROJE ONAY FORMU

- PROTOKOL KODU 15.2017.mar 1(;ALI$MA:'E§'EUMSE'L— l
Sisplatin  ile  Olusturulan  Deneysel Toksisite |
PROJE ADI Modelinde  Astaksantinin = Olasi  Koruyucu Ve

SanenBhed S SERER Antioksidan Roli.

BASVURU SORUMLU ARASTIRMACI | Prof. Dr. Mustafa Baki GEKMEN ;

BILGILERI | NVANI/ AD|
DEHAMER T

ARASTIRMA MERKEZ

__ DESTEKLEYICI
TARIH: 13.02.2017

Yukarida bagvuru bilgileri verilen arastirma bagvuru dosyasi ve ilg-ﬂi belgeler ara;l|rr;i_:,4‘r‘\|-n_1 g'erekl;ejarﬁ_a;;, w-,rak'lalgum
KARAR Bf-I'.GfLERf ve yéntemleri dlkkaFela'lf:arak mcele_nmj; f’e gerceklestiriimesinde sakinca bljl.luTmad‘lgl |-;|r'.| l.cufuluntnuzca
onaylanmasina oy birligi ile karar verilmistir. Onay sonrasinda yapilacak her tirld proje degigiklikleri (kathimailar,
| s bashk vb.} veya pratokol degisikliklerinin Etik Kurula bildirilerek proje onayinin yenilenmesi gerekmektedir.

ETiK KURUL BILGILERI

Deney hayvanlari ile yapilacak olan bilimsel aragtirma, test, saghk hizmetleri uygulamalan ve eﬁitim-b’éretin@ﬁi_
temel etkinliklerde kullanilan yéntem ve materyaller ile ilgili etik standartlar gdzetmek, etik ilkeler dogrultusunda

CALISMA ESASI goris bildirmek, aragtirma énerilerini incelemek ve sertifikasi ol mayanlarin deney hayvani kullanmalarim
engellemektir. —
UYELER ; k|
Onaylanan |
2t Uzmanlhk R e Toplantiya :
Unvani/ Adif Soyadi z Kurumu/ Ek Oyeligi Projeile P ¥ imza
Dah R Katihm
lligkisi et S S
M. . Eczacilik Fakiiltesi ve
Prof.Dr. Géksel SENER | Farmakoloji Hayvan Deneyleri Etik Kurul Var
Bagkani Yok Evet Hayir
Prof.Dr. Levent T M.U. Eczacilik Fakiiltesi ve
Farmakoloji o - |Var
KABASAKAL Hayvan Deneyleri Etik Kurul Uyesi |, Evet Hayir
o | M. 0. Dis Hekimligi Fakiiltesi ve  |\ap j
Prof.Dr. Aysen YARAT | Biyokimya Hayvan Deneyleri Etik Kurul Uyesi |yok Evet  Hayir M
- = i
Prof.Dr. Serap Er}:lbs:ioylgllcl:ji M.U. Tip Fakiiltesi ve Hayvan var Q|
. A . |
X _?RVANCI ABD Deneyleri Etik Kurul Oyesi ok Evet Hayrr \ ‘.
ke, . | navir |
Prof.Dr. R 0T iiltesive H
Dr. Rezzan Farmakoloji M.U. Tip F;?kulltem veHayvan  |yar !
i GUL_HAN Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evet Hayr | ]
Doc.Dr. Giirkan SERT Tip Tar'nhl ve M.U. Tip F?ku!tem ve :-_lawz‘m Var
_ Etik Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evet Haywr |
Vet.Dr. Dilek Veterine M.U. Tip Fakiiltesi ve Hayvan
BZBEYLI Hekim : Deneyleri Etik Kurul Uyesi Var Aragtirmact
Yok | Evet Hayr |
coe Sivil Toplum Kurulugu Uyesi ve
Bio. Arif GUMUS Biyoloj| Kurumla iliskisl olmayan TC  |Var
T | vatendagiye ___[vok |Evet Hayw
Cihansah Serbest Kurumla iliskisi olmayan TC |,
_ MURATOGLU Danismanlik | vatandas: iive Yok Evet  Hayr |
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