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SISPLATIN VERILMIiS SICANLARIN BOBREK HUCRELERINDE cAMP'NIiN
RADIKAL SUPURUCU ENZIM AKTIiVITELERI UZERINE ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada sisplatin ve cAMP uygulanan sicanlarin bobrek hiicrelerinde
cAMP’nin radikal siipiiriicii bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve

malondialdehit (MDA) diizeyine etkileri arastirildi.

Calisma i¢in 100 adet Wistar albino sican kullanildi. Kontrol, sisplatin, cAMP
ve sisplatin+cAMP olarak dort ana grup olusturuldu. Her gruptan 5 hayvan olacak
sekilde toplam 20 sican rastgele secildi ve 4, 8, 12, 24 ve 48 saatleri i¢in gruplara
sisplatin ve cAMP uygulamalan yapildi.

Calismamizda sisplatin verilen gruplarmn, 4, 8, 12, 24 ve 48. saatlere gore,
kontrol grubu ile ayr ayr karsilastirilmalar1 sonucunda SOD degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edilememistir. Sadece 8. saatte anlaml1 olmasa da sisplatin
grubunun SOD degerinin kontrol grubuna gore azaldigi, sisplatin+cAMP grubunda ise

sisplatin grubuna gore SOD degerinin arttig1 goriilmiistiir.

Sisplatin grubunun MDA diizeylerinin 4. ve 24. saatte kontrol grubuna goére
anlamli olarak azaldign goriilmistiir. 8. ve 12. saatte sisplatin gruplarimin MDA
degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli olmayan bir artis gosterdigi ve bu artigin
sisplatin ve cAMP’nin birlikte uygulanmasiyla biraz azaldigi gozlenmistir. Sisplatin
grubu MDA degeri 8. saatte cAMP grubuna gore anlamhi olarak artmistir. 4. ve 8.
saatlerde sisplatin+cAMP gruplar1 MDA degerleri cAMP grubuna gore anlamli olarak
fazlaydi.

Sisplatin uygulanmis sicanlarin bobrek hiicrelerinde cAMP’nin SOD ve MDA
seviyeleri iizerine etkilerini kesin olarak ifade edebilmek i¢in daha ayrintili

arastirmalara gerek oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: cAMP, MDA, SOD, Sisplatin



INVESTIGATION OF cAMP EFFECTS ON RADICAL SCAVENGING
ENZYME ACTIVITIES IN KIDNEY CELLS OF CISPLATIN TREATED RATS

ABSTRACT

In this study, the effects of cAMP were investigated on SOD activity and MDA

level in the kidney cells of cisplatin and cAMP treated rats.

100 Wistar albino rats were used. Four main groups were formed as control,
cisplatin, cAMP and cisplatin+cAMP. Totaly 20 rats were selected randomly that each
groups have consist of 5 animals. Cisplatin and cAMP were treated to groups for 4t gt

12" 24™ and 48" hours.

In our study, according to comparison cisplatin treated groups with control
group, SOD values at 4™, 8", 12, 24™ and 48" hours were no statistically differences.
Whereas, cisplatin groups’ SOD values were dicreased not significantly acccording to
control groups at gt although cisplatin+cAMP groups’ SOD values were increased

according to cisplatin groups.

MDA levels of cisplatin group in 4™ and 24™ hours were dicreased significantly
according to control groups. MDA levels of cisplatin groups in 8" ve 12™ hours were
increased according to control groups and observed a little dicreased in cis+cAMP
group but results not significant. MDA value of cisplatin group in 8" hours were
increased significantly according to cAMP groups. MDA values of cisplatin+cAMP

groups in 4™ and 8" hours were increased significantly according to cAMP groups.

We concluded that more detailed investigations are needed to certain express of

cAMP on SOD and MDA levels.

Key words: cAMP, MDA, SOD, cisplatin
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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H,0, . Hidrojen peroksit
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DNA : Deoksiriboniikleik asit

RNA : Riboniikleik asit

ROS : Reaktif oksijen tiirleri
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ATP : Adenozin trifosfat

AMP : Adenozin monofosfat

PKA : Proteinkinaz A

NADH : Nikotinamid adenin diniikleotit hidrojen
PMN : Polimorfoniikleer 16kosit

ER : Endoplazmik Retikulum

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotit fosfohidrojen
Cu : Bakir

Fe : Demir

GSH-Px : Glutatyon peroksidaz

Mn: Mangan

NOS : Nitrik oksit sentaz

NO : Nitrik oksit

ONOO : Peroksinitrit

HOCI : Hipokloroz asit

FDA : Amerikan Gida ve Ilag Idaresi
NAC : N-asetilsistein

MAPK : Mitojen aktive eden protein kinaz
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1. GIRIS

Organizmada hiicresel metabolizma sonucunda veya cevresel faktorlerin
etkisiyle olusan serbest radikaller son yillarda en ¢ok iizerinde durulan ve arastirmalarin
yogunlastigi bir konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklar
reaksiyonlar ve serbest radikallere karsi hiicresel savunma mekanizmalarinin agikliga

kavusmasi, bugiin bilinmeyen pek ¢ok hastalia aciklik getirecektir (Erden, 1992).

Serbest radikallerin organizma icin fagositoz gibi yararh islevleri de olmakla
birlikte, agir1 miktarda bulunmalar1 basta lipitler ve glikoproteinler olmak {izere niikleik
asitler, aminoasitler, proteinler, karbonhidratlar gibi onemli yapisal ve fonksiyonel
molekiilleri etkileyerek toksik etki yapmaktadir (Delibas ve Ozcankaya, 1995; Derin ve
ark., 2001).

Belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan molekiil artis1 yine viicutta daima
belirli bir diizeyde bulunan dogal antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale
getirilmektedir. Saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlar
etkisizlestirme giicii bir denge i¢indedir. Oksidanlar belirli bir diizeyin iizerine ¢ikar
veya antioksidanlar yetersiz olursa yani denge bozulursa oksidatif stres denilen durum

ortaya ¢ikar (Cavdar ve ark., 1997).

Oksidatif hasara kars1 hiicreyi koruyucu enzimatik ve enzimatik olmayan sayisiz
mekanizma vardir. Oksijen iiriinlerine bagh hasarin diizeltilmesi antioksidan enzimler
tarafindan katalizlenir ve bu enzimler serbest radikallerin neden oldugu oksidatif
hasardan hiicrenin korunmasinda baslica rolii oynarlar (Diilger ve ark., 2002). Radikal
stiptiriicii yetenegi oldugu bilinen SOD (siiperoksit dismutaz), katalaz ve peroksidaz gibi
enzimler, askorbik asit, E vitamini (alfa-tokoferol), sistein, indirgenmis glutatyon gibi
antioksidan maddeler siiperoksit (O;), hidrojen peroksit (H,O;), serbest hidroksil
radikali (OH) ve bunlarin etkisiyle olusan lipit peroksitleri ve diger benzer tiirevlere

kars1 hiicrelerde bulunan savunma sistemlerinden bazilaridir (Ak ve Oto, 1988).

Oksijenin suya indirgenmesinde ilk once siiperoksit radikali ortaya c¢ikar. Bu
radikal hiicrelerde yaygin olarak bulunan radikal siipiiriicii enzim SOD (siiperoksit
dismutaz) tarafindan hidrojen peroksite cevrilir. Organizmada oksidan stresin arttigi

durumlarda SOD enzim sistemi, aktivitesini arttirarak koruyucu etkinligini siirdiirmeye



calisir. Ozellikle diger radikal siipiiriiciilerin aktivitelerinde azalma soz konusu
oldugunda SOD aktivitesinin arttig1 ¢esitli arastiricilar tarafindan gosterilmistir. Katalaz
ve peroksidaz gibi diger radikal siipiiriicii enzimler hidrojen peroksiti suya
doniistiiriirler. Serbest radikallerin yapiminin arttigi ve dogal savunma sistemlerinin
yetersiz kaldig1 durumda siiperoksit ve hidrojen peroksit birbirleriyle reaksiyona girerek
hidroksil radikalini iiretirler. Bu son derece toksik radikale kars1 herhangi bir savunma
sistemi yoktur. Hidroksil radikali siiperoksit radikalinden daha reaksiyoner olup
biomembranlarda bulunan doymamis yag asitlerini perokside ederek doku hasari
olusturur (Ak ve Oto, 1988; Erden, 1992).

Cesitli organlarda geliserek her yastaki bireyi etkileyen kanser, kardiovaskiiler
hastaliklardan sonra en sik rastlanan Oliim nedenidir. Deneysel ve epidemiyolojik
calismalar, kanser gelisiminin patogenezinde serbest oksijen radikallerinin rol aldigini
gostermistir. Serbest oksijen radikalleri tiimoriin ilerlemesini ve hiicre ¢ogalmasini
arttirabilmektedir (Yilmaz ve Ozan, 2003).

Lipit peroksidasyonu hiicrelerde antioksidan enzimatik sistemi etkileyen serbest
radikal metabolitlerinin aracilik ettigi hiicresel hasarlarda gerceklesen Onemli bir
olaydir. Hiicresel oksidasyonlar ve lipit peroksidasyonu kanser basta olmak iizere ¢esitli
hastaliklarin gelisimine yol acan patolojik olaylarda etkin oksijen gruplari, organik
peroksitler ve diger radikallerin diizeylerinde artis seklinde kendini gosterir. Lipit
hidroperoksitler dogrudan DNA zincirini kirabilir ve lipit peroksil ve alkoksil radikalleri
DNA’da oksidasyona neden olabilir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay1 antimitotik
etki gosterirler. Boylece, kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (Yilmaz ve Ozan,
2003; Karahan ve Yilmaz, 2006).

Lipit peroksidasyonu bircok yolla kantitatif olarak belirlenebilir. Lipit
peroksidasyonunu kantitatif olarak degerlendirmek i¢in en sik kullanilan yontem lipit
peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA) diizeyinin tiyobarbiitirik asit
testi ile Olctimiine dayanmaktadir (Bolaman ve ark., 2000). MDA konsantrasyonu
enzimatik olmayan oksidatif lipit peroksit par¢alanmasi sonucu olusmaktadir. MDA
proteinlerin amino gruplarina, fosfolipitler veya niikleik asitlere baglanarak toksik
etkilerini gosterir. Oksidatif stresin arttigi durumlarda plazma MDA diizeyi de

artmaktadir (Oztiirk ve ark., 2001; Ozkan ve ark., 2003).



Bobrek dokusu oksidasyon isleminin en yogun oldugu organlardan biri olmasi
nedeniyle oksidatif hasara karsi da son derece duyarli bir organdir (Kog ve ark., 2006).
Son yillarda yapilan hayvan calismalarinda reaktif oksijen tiirlerinin bobrek
hastaliklarinda patofizyolojik Onemleri saptanmistir. Bobrek dokusu veya idrarda
oksidan hasar {iirlinlerinin saptanmasi yaninda reaktif oksijen inhibitorleriyle koruyucu
etkinin gosterilmesi bunu kamitlamistir (Cavdar ve ark., 1997).

Cesitli  glomeriiler hastaliklar, sisplatin, gentamisin, kontrast ilaclar,
miyoglobiniiri, hemoglobiniiri gibi post-iskemik ve toksik sebeplerle olusan akut bobrek
yetmezligi ve pyelonefrit, patogenezinde reaktif oksijen tiirlerinin rol oynadigi
diisiiniilen bobrek hastaliklarindandir (Cavdar ve ark., 1997).

Sisplatin bir¢ok kanser tiirtinde yaygin olarak kullanilan bir anti-kanser ajandir.
Cis durumunda klor ve amin gruplari ile ¢cevrilmis platin atomunun inorganik kompleksi
olan sisplatinin bircok tiimore kars1 giiclii etkisi vardir. Sisplatinin etkisi doza baglhdir,
fakat antineoplastik etkilerini arttiran yiiksek doz kullanimi ¢ogunlukla nefrotoksisite
denilen bobrek hasar1 riski yaratir. Sisplatine bagli bobrek hasar1 serbest radikallerin
olusumu ve oksidatif stresle iliskilidir (Hanigan ve Devarajan, 2003; Francescato ve
ark., 2007). Yapilan caligmalar sisplatine bagli nefrotoksisitenin renal lipit
peroksidasyonuyla da iliskili oldugunu gostermistir (Nakano ve Gemba, 1989; Fukishi
ve Gemba, 1989; Zhong ve ark., 1990; Sadzuka ve ark., 1992; Saad ve ark., 2004).

Sisplatin ve gentamisin uygulamalar sonucu olusan lipit peroksidasyonuna bagl
olarak dokularda MDA ve glutatyon (GSH) diizeylerinde ve bazi koruyucu enzimlerin
aktiviteleri ile antioksidan maddelerin diizeylerinde degisikliklere neden olduklar
gosterilmistir (Karahan, 2006). Sisplatin lipit peroksidasyonunu arttirtr, MnSOD
aktivitesini arttirirken CuZnSOD’u azaltir ve hiicresel tiimor nekroz faktor (TNF-alfa)
miktarinm arttirir (Mishima ve ark., 2006).

cAMP (siklik AMP), hiicre membraninda yerlesmis bulunan adenilil siklaz
enziminin katalitik etkisiyle adenozin trifosfat (ATP)'tan sentezlenen ve fosfodiesteraz
enziminin etkisiyle 5' -Adenozin mono fosfat'a (5'-AMP) doniiserek inaktif hale gelen
cok onemli bir hiicre i¢i niikleotitdir. Kanser hiicrelerindeki kontrolsiiz ¢ogalmanin
hiicre i¢i siklik AMP seviyesindeki azalmanin bir sonucu oldugu gosterilmistir (Akkus

ve ark., 1989; Nelson ve Cox, 2005).



Sitoplazmada siklik AMP artis1 ise bazi hiicrelerin (normal B lenfosit, B hiicreli
kronik lenfositik 16semi hiicreleri, timosit, insan meme kanseri hiicreleri) Oliimiinii
tetiklerken bazi hiicrelerin (notrofil, 16kosit, hepatosit, beyincikteki noronlar) ise
Olumiinii engellemektedir (Gonliigiir ve Gonliigiir, 2007).

Yapilan calismalarda siklik AMP anologlar ve sisplatine baglh renal hasara kars1
tiibiiler hiicreleri koruyan, forskolin ve prostasiklin analoglari, beroplast gibi ajanlarin
adenilil siklaz aktivitesini sitiimiile ettigi ve cAMP/ PKA (proteinkinaz A) sinyalinin
sisplatine bagli nefrotoksisiteye karsi korumada onemli rolii oldugu kaydedilmistir
(Mishima ve ark, 2006).

Calismamizda sisplatin uygulanan si¢anlarin bobrek hiicrelerinde SOD aktivitesi
ve MDA diizeyleri incelenerek siklik AMP’nin, sisplatinin bobrek dokusunda
olusturdugu harabiyeti azaltici etki gosterip gostermediginin degerlendirilmesi

planlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SERBEST RADIKALLER
2.1.1. Serbest Radikal Tanim

Atomlar, proton ve notrondan olusan pozitif yiiklii bir ¢ekirdek ve cekirdegin
etrafinda bulunan negatif yiiklii elektronlardan olusur. Elektronlarin ¢ekirdek etrafinda
bulunma olasiliginin en yiiksek oldugu yer orbital olarak adlandirilir (Kiling ve Kiling,
2002).

Radikaller, dis orbitallerinde paylasiimamis elektron iceren kimyasal tiirlerdir.
Bu basit bir atom ya da karmasik yapili bir organik molekiil olabilir. Her tiirden
kimyasal ve biyokimyasal tepkime atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar seviyesinde
gerceklesir. Bir bilesik, bir elektron kaybederek veya bir ilave elektron alarak serbest
radikal olusturabilir (Kiling ve Kiling, 2002; Delibas ve Ozcankaya,1995).

Dis yoriingesinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron iceren herhangi bir
molekiill tiirli serbest radikal olarak tanimlanir. Serbest radikaller eslenmemis
elektronlart nedeniyle oldukca reaktiftirler. Elektronu koparilmis olan molekiil,
eslenmemis elektron icerdiginden, serbest radikale doniisiir (Sekil 2.1) (Maxwell ve Lip,

1997; Giinaydin ve Celebi, 2003).

Antioksidan

Elektron
wverilir

Eslenmemis ' ¥ o
elektron N - il
Serbest Radikal

Sekil 2.1.1. Serbest radikal reaksiyonu (www.biomatrixone.com/support_anti-ox.html)




Serbest radikaller baslica ii¢ temel mekanizma ile olusurlar:

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki
elektronun her biri ayr ayr1 atomlar tizerinde kalir ve her iki atom iizerinde de

paylasilmamais elektron kalir.

X:Y—> X+Y

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile: Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa,
radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller (E vitamini) gibi
hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken,

kendilerinin radikal formlar1 olusur.

- —+
X:'Y—-> X +Y

3. Normal bir molekiile elektron transferi ile: Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile
tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron olusturuluyorsa, bu tiir
indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron
ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksitin olusumuna neden olur. Bu mekanizma
ile radikal yapimi biyolojik sistemlerde yaygin olarak gerceklestiginden canlilar icin

onemlidir (Kiling ve Kiling, 2002).

At+e —> A

2.1.2. Serbest Radikal Kaynaklari

Viicutta dogal metabolik yollarla serbest radikaller olusur, ancak radikal
parcalayan antioksidan sistemlerle olusan serbest radikaller ortadan kaldirildigindan
herhangi bir sitotoksisite ortaya ¢ikmaz. Bu isleyisin radikaller lehine bozuldugu
durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya ¢ikar (Oztiirk ve ark, 2001).

In vivo olarak hiicrede normal metabolizmanin iiriinleri seklinde aciga ¢ikan

radikaller oldugu kadar, organizmanin iyonize edici radyasyona, oksitleyici ozellik



tasiyan ajanlara ve dogal durumda serbest radikal metabolitleri olusturabilen yabanci
kimyasal maddelere (ksenobiyotiklere) maruz kaldigi durumlarda da meydana gelirler
(Erden, 1992).

Serbest radikaller hiicrelerde endojen (i¢sel) ve eksojen (dis etkiler) kaynakli
etmenlere baglh olarak olusurlar:

2.1.2.1. Serbest Radikaller Olusturan Eksojen (D1s Etkiler) Kaynakh Etmenler

e Asin1 Oksijen Konsantrasyonu (Hiperoksi): Serbest radikaller oksijen igin
yiiksek Ku’1 olan enzim sistemlerini aktive eder ve bazilar1 oksijen radikalleri

iretir.

e Karbon Tetrakloriir, Parasetamol Gibi 1lac Toksikasyonlari:
Karbontetrakloriir, sitokrom P-450 monooksijenaz sistemi tarafindan
triklorometil ve triklorometilperoksi radikallerine doniistiiriiliir. Triklorometil

radikali, lipit peroksidasyonunun temel baglaticisidir.

e Jlyonize ve Ultraviyole Ismlar: Iyonize edici 1sinlar, suyu hidroksil ve hidrojen
radikallerine pargalayabilmeye yetecek kadar yiiksek diizeyde enerji igerir ve
bdylece deride 151n harabiyetine, mutasyonlara, kansere ve hiicre 6liimiine yol

acar.

e Paraquat, alloksan gibi kimyasallarin etkisinde kalma, hava kirliligi yapan
fitokimyasal maddeler, sigara dumam, coziiciiler gibi cevresel faktorler,
nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve sisplatin gibi antineoplastik ajanlar ve
alkol ve uyusturucular gibi aliskanlik yapici maddeler de serbest radikal
olusturan eksojen kaynakli etmenler arasinda sayilabilir (Mercan, 2004; Delibas

ve Ozcankaya, 1995; Erden, 1992).

2.1.2.2. Serbest Radikaller Olusturan Endojen (icsel) Kaynakl Etmenler

¢ Mitokondrial ve Mikrozomal Elektron Transport Zinciri: i¢ mitokondriyal
membranda lokalize oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiik oranda
indirgendiginde mitokondriyal siiperoksit radikalinin aciga cikis1 artar. Yapilan
caligmalarda mitokondriyal serbest radikallerin kaynagimin i¢ mitokondriyal

membranda yer alan elektron transport sistemi oldugu anlasilmistir. Bagta



stiperoksit radikali olmak iizere hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit
mitokondri i¢inde meydana gelir. Normalde siiperoksit ve hidrojen peroksit
yapimi, mitokondriyal oksijen tiiketiminin yaklasitk % 1-2’sini olusturur.
Mitokondri hidrojen peroksiti sitoplazmaya verebilirken siiperoksit radikalini

cok diisiik konsantrasyonlarda tutar (Erden, 1992).

Mitokondrideki radikal yapiminin nedeni NADH dehidrogenaz ve
koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagaginin olmasidir
(Kiling ve Kiling, 2002). Koenzim Q’nun tek elektronlu indirgenmis sekli zar
icinde serbest haldedir ve bir elektronu ortamda ¢6ziinmiis halde bulunan
oksijene kazara aktararak bu yolla siiperoksit olusturur (Smith ve ark., 2007).
Aktive Fagositler (Polimorfoniikleer lokosit (PMN) ve Makrofajlar):
Polimorfoniikleer 16kosit (PMN) fagosite ettigi bakterileri ldiirmek ve nekrotik
dokulart temizlemek icin proteazlarla birlikte oksijen radikallerini kullanir.
PMN’nin aktive olmus komplemanla aktivasyonu ile PMN’nin oksijen tiikketimi
80 kat artar ve bu oksijen toksik oksijen tiirleri iiretir (Delibas ve Ozcankaya,

1995).

Endoplazmik Retikulum (ER) ve Niikleer Membran Transport Proteinleri:
Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda serbest radikaller, membrana
bagh sitokromlarin oksidasyonundan meydana gelirler. Niikleer membrandan
aciga cikan serbest radikaller ozellikle DNA’da etkili olur. Endoplazmik
retikulum ve niikleer membranlar ayn1 elementleri, 6rnegin P450 icerdikleri i¢in
doymamis yag asitlerini ve ksenobiyotikleri okside edebilir ve oksijeni
indirgeyebilirler. Ayrica flavoprotein iceren sitokrom rediiktazlar da
otooksidasyonla siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit olustururlar (Erden,

1992).

Peroksizomlar: Peroksizomlar, gii¢clii hidrojen peroksit kaynagidir. Bu enzimler
D-amino asit oksidaz, iirat oksidaz, L.-a hidroksi asit oksidazdan zengin olup

hidrojen peroksit agiga ¢ikarici 6zellige sahiptirler (Erden, 1992).

Iskemi-Perfiizyon: Iskemi (kan akimmin kesilmesi) ya da hipoksi (oksijensiz

kalma) sirasinda olusan ksantin oksidaz, siiperoksit radikali iiretir. Iskemik



hiicrelerde ATP depolar hizla azalirken adenozin, inozin, hipoksantin ve ksantin
gibi piirin metabolitleri ortamda birikirler. Bunlar ksantin oksidaz enziminin
substratlaridir. Reperfiizyon sirasinda oksijenin dokulara yeniden girisi ile
ksantin oksidaz bu maddeleri kullanarak hipoksantini ve ksantinin iirik aside
cevrilmesini katalizler. Bu durumda, cok yiiksek miktarlarda siiperoksit

iiretilmektedir (Ak ve Oto, 1988; Cavdar ve ark., 1997; Savag ve ark., 2005).

¢ Plazma membranlari: Plazma membram serbest radikal reaksiyonlari igin
kritik bir yerdir. Ekstraselliiler olarak agiga cikan serbest radikaller hiicrenin
diger kisimlan ile reaksiyona girebilmek i¢cin ya Once plazma membranindan
gecmelidir ya da toksik reaksiyonlarini membranda baslatmalidir. Membranda
bulunan fosfolipitler, gliseridler, steroller gibi doymamis yag asitleri ve kolay
okside olabilen aminoasitleri iceren transmembran proteinleri serbest radikal

hasarina aciktir (Erden, 1992).

Lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi mikrozomal ve plazma membranma bagl
enzimler de serbest radikal aciga ¢ikarabilirler. Bu enzimlerin substrati olan arasidonik
asitin enzimatik oksidasyonu ile bir karbonlu serbest radikal aciga cikar. Hidroksil
radikali ya da diger radikal tiirlerinin prostaglandin sentezi sirasinda agiga cikist
siklooksijenazin feedback regiilasyonuna yol acabilir, prostaglandin sentezinin hem
hizin1 hem de miktarini diizenleyebilir (Erden, 1992).

2.2.  Oksijen ve Oksijen Radikalleri

Canliligin devaminin zorunlu bir pargasi olan oksijen radikalleri sayisiz
enzimatik reaksiyon ve biyolojik fonksiyonlar icin gereklidir (Erden, 1992). ATP
iiretilmesi, detoksifikasyon ve biyosentez yollarindaki oksidasyon tepkimeleri icin
oksijene bagimliyiz. Ote yandan, oksijen tek elektron aldig1 zaman hiicrenin lipitleri,
proteinleri ve DNA’sin1 tahrip eden reaktif oksijen radikallerine (ROS) doniismektedir
(Smith ve ark., 2007).

Oksijen atomu cift radikal olup (diradikal) farkli yoriingelerde iki tane tek
elektron tasir. Bu elektronlar paralel spinlere (elektronlarin kendi ¢evresinde donmesi)
sahip olduklar i¢in ayn1 yoriinge {izerinde yer almazlar (McCord, 2000; Smith ve ark.,

2007).
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Oksijen cok giiclii bir oksidan olmamasina ragmen, suya indirgenmesi sonucu
cok reaktif ara iiriinler olugmasina neden olur (Giinaydin ve Celebi, 2003). Normal
aerobik metabolizma kosullarinda ¢ok az miktarda meydana gelirler ve hiicre ici
savunma sistemleri tarafindan derhal yok edilirler (Ak ve Oto, 1988).

Oksijen toplam 4 elektron alarak suya indirgenir. Oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi stiperoksit radikalini (O;") olusturur (McCord, 2000). Siiperoksit, hala bir
tane eslenmemis elektron tasimasindan dolay: bir radikaldir. Eger iki elektron transfer
edilirse, radikal olmayan, hidrojen peroksit (H,O,) olusur. Son olarak son elektronun

kabul edilmesi hidroksil radikalini (OH) suya indirger (Sekil 2.2) (Smith ve ark., 2007).

Oz
Oksijen

k e
Os
Siperoksit

ren 2H+

H20s
Hidrojen peroksit

ke-, H+

HQO +OH-

Hidroksil
radikali

k e, H+

Sekil 2.2. Oksijenin dort elektron alarak suya indirgenme basamaklari

Biyolojik sistemlerdeki en O©Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir (Tablo 2.1). Oksijen siiperoksit grubuna bazi demir-kiikiirt iceren
yiikseltgenme—indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Son
derece etkin ve hiicre hasarina yol acan siiperoksit grubu, bakirli bir enzim olan SOD

araciligiyla hidrojen peroksit ve oksijene ¢evrilir (Mercan, 2004).
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Tablo 2.1. Fizyolojik ve fizyolojik olmayan nedenlerin olusturdugu reaktif

oksijen/nitrojen tiirleri (Giinaydin ve Celebi, 2003).

Fizyolojik Ve Fizyolojik Olmayan Nedenlerin Olusturdugu Reaktif
Oksijen/Nitrojen Tiirleri

Nedenler Reaktif oksijen/nitrojen tiirleri
Radyasyon (X ve vy 1sinlar1) Hidroksil radikali

Ultraviyole 1s1m Singlet oksijen

Endojen oksidazlar Hidrojen peroksit

Metabolizma ve solunum zincirinde | Siiperoksit radikali
elektron transferi  swrasinda  yetersiz | Hidrojen peroksit

otooksidasyon
Notrofil/makrofajlarla katalizlenen Stiperoksit radikali
solunum patlamasi Hidrojen peroksit

Hipokloroz asit

Hidrojen peroksitin metallerle katalizlenen | Hidroksil radikali

reaksiyonu

Lipit peroksidasyonu Alkil radikaller
Alkil peroksitler
A,B-doymamuis aldehitler
Malondialdehit

Nitrikoksit sentazla arjinin katalizi Nitrik oksit

Nitrik oksit-siiperoksit reaksiyonu Peroksinitrit

Atmosfer Ozon/nitrojen dioksit

2.2.1. Siiperoksit Radikali (O,)
Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi siiperoksit radikalini olusturur

(McCord, 2000).
O,+ e — O, (siiperoksit radikali)

Stiperoksit radikali, bir eslenmemis elektron igcerdiginden ne ¢ok fazla reaktif, ne
de giiclii bir oksidandir (Gilinaydin ve Celebi, 2003). Siiperoksit toksik olmayan hidrojen
peroksit olusumuna yol acabilir (Pryor, 2006).

Bu radikal hiicrelerde yaygin olarak bulunan SOD tarafindan hidrojen peroksite
cevrilir. Katalaz ve peroksidaz gibi diger enzimler hidrojen peroksiti suya doniistiiriir

(Ak ve Oto, 1988).
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SOD enziminin yiiksek katalitik aktivitesi nedeniyle hiicrelerde siiperoksit
birikimine izin verilmez. Ancak cesitli patolojik durumlarda siiperoksit yapiminin
artmas1 durumunda, siiperoksite 6zgiil tepkimeler goriilmeye baslar. Siiperoksit metal
iyonlarin1 indirgeyerek baghi olduklarnn proteinlerden salimmmina neden olur,
kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozar, metal iyonlarin1 katildig1 hidroksil radikali
yapim tepkimelerini hizlandirir. Diger radikallere gore daha az reaktif olsa da,
sliperoksit indirgenmis niikleotitleri, baz1 aminoasitleri ve antioksidan bilesikleri

(glutatyon, askorbik asit, tokoferol) oksitler (Kilin¢ ve Kiling, 2002).

Zar fosfolipitleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri daha asidiktir ve siiperoksit
burada daha kolayca bir proton alarak hidroperoksit radikalini olusturur. Bu radikal de
cok reaktif olup hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonunu baslatabilir ve zarsal

antioksidanlar1 (tokoferol) oksitleyebilir (Kilin¢ ve Kiling, 2002).

NADPH oksidazin etkinligi sonucu NADPH’dan bir elektronun O;’ye
aktarilmasiyla da siiperoksit iiretilmektedir. Siiperoksit fagolizozomun zar ici
mesafesine salimir ve burada genellikle bakterilere ve fungus proteinlerine etkili olan

hidrojen peroksit ve diger radikallere ¢evrilir (Smith ve ark., 2007).
2 NADPH + 20, - 2NADPH +2 H +2 O,

Stiperoksit anyonu hem okside hem de rediikte ajan olarak is goriir. Epinefrin ve
dopamini oksitlerken, nitro blue tetrazolium veya stokrom c’yi indirger. Siiperoksit
radikalleri SOD tarafindan inhibisyonla, stokrom c’nin rediiksiyonu ile belirlenebilir

(Cohen, 1974).

2.2.2. Hidrojen Peroksit (H>O,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da
siiperoksit radikaline bir elektron eklenmesiyle olusur (Kiling ve Kiling, 2002;
Giinaydin ve Celebi, 2003).

0O, + Oy + 2H" — H,0, (hidrojen peroksit) + O,

Aslinda hidrojen peroksit gercek bir serbest radikal olmamasina ragmen, Cu, Fe
gibi metal iyonlar varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak davranmasi nedeniyle

onemli bir oksidandir (Delibas ve Ozcankaya, 1995; Kiling ve Kiling, 2002).
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0, + H,0, — OH + OH (hidroksil radikali) + O,

Stiperoksit grubundan daha zayif etkili olan hidrojen peroksit, dokularda
bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerle su ve oksijen
gibi daha zayif etkili iiriinlere donustiiriilerek etkisiz kilinir. Hidrojen peroksit membran
lipitlerinde lipit peroksidasyonuna, siiperoksit dismutazin inaktivasyonuna, DNA

hasarina neden olmaktadir (Mercan, 2004).

2.2.3. Hidroksil Radikali (OH)
Stiperoksit radikalinin yer aldig1 bir dizi reaksiyon sonucu, 6zellikle mitokondri

icinde hidroksil radikali (OH) olusur (Erden, 1992).

Hidroksil radikali biyomembranlarda bulunan doymamis yag asitlerini perokside
ederek doku hasari1 olusturur (Ak ve Oto, 1988). Siiperoksit radikallerinin serbest gecis
metalleri (Fe, Cu, Mn) varliginda, Fenton ya da Haber-Weiss reaksiyonlar1 tarafindan,
hidrojen peroksit bilinen en reaktif oksijen radikali olan hidroksil radikalini olugturabilir

(Delibas ve Ozcankaya, 1995; Giinaydin ve Celebi, 2003; Sakac ve Sakac, 2000).

H,0, + Fe™> —— Fe** +OH + OH
Fet’+e —— Fe*?

Cu?+e — Cut

Bir elektronun alinmasi ve verilmesi durumlarinda bu serbest metal iyonlar
radikal reaksiyonunu hizlandirir. Metal iyonlar lipid peroksidasyonu esnasinda rol
oynarlar. Olusmus lipid hidroperoksitlerin parcalanmalarini ve lipit peroksidasyonunun
zincir reaksiyonunu katalize eder (Sekil 2.3). Boylece daha az zararli olan radikalleri

daha zararli hale getirirler (Memisogullari, 2005).
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Haber-Weiss tepkimesi

+

Siiperoksit Hidrojen
peroksit

l,HA

0, + HD + |
Oksijen Su Hidroksil

radikali
Fenton tepkimesi

Hidrcjen
peroksit

Fe2+
3+

Sekil 2.3. Haber — Weiss Tepkimesi ve Fenton Tepkimesi (Smith ve ark., 2007)

2.1.3.4. Nitrik Oksit (NO) ve Peroksinitrit (ONOO)

Nitrik oksit (NO) radikal toplayicisidir ve siiperoksit varliginda toksin olabilir
(Delibas ve Ozcankaya, 1995). Aktive 16kositlerde, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile
NO olusurken, makrofajlarda NO ile siiperoksit radikali olusur. Siiperoksitin NO ile
reaksiyonu sonucunda ise hidrojen peroksitten bile daha giiclii 06zellikte olan
peroksinitrit olusabilir. Peroksinitrit direkt doku hasarina neden olabilecegi gibi

hidroksil radikali ve nitrojen dioksit olusturabilir (Giinaydin ve Celebi, 2003).
2.2.4. Lipit Peroksil Radikali (LOO)

Reaktif serbest radikaller ve metabolitler membrandan bir hidrojen
uzaklastirillmasiyla lipit peroksidasyonunu baslatirlar. Olusan lipit radikal (L) oksijenle
reaksiyona girerek lipit peroksil radikalini olusturur (Giinaydin ve Celebi, 2003).

L+ 0, —-LOO

LOO +LH — LOOH + L

Lipit peroksil radikali baska bir lipitten hidrojen atomunu uzaklastirir ve lipit
hidroperoksit ile baska bir lipit radikali olusturur. Bu zincir reaksiyonunun NO’nun lipit
peroksil radikali ile etkileserek inhibe edildigi gosterilmistir (Giinaydin ve Celebi,
2003).
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LOO + NO — LOONO— LONO,

2.2.5. Hipokloroz Asit (HOCI)

Oksijenin  notrofillerdeki  bir baska metabolizmast da  notrofillerdeki
miyeloperoksidaz enzimiyle hidrojen peroksiti klorlayarak hipokloréz asiti
olusturmaktadir. Notrofillerden ve monositlerden saliverilen miyeloperoksidaz
enziminin hidrojen peroksit iizerine etkisiyle olusup ekstraselliiler araliga saliverildigi
gibi miyeloperoksidaz inhibitoriiyle de bu olusum engellenebilir (Giinaydin ve Celebi,
2003).

H,0, + CI'+ H — HOCI + H,0

Notrofiller aktive olduklarinda oksijenin siiperoksit radikaline doniisiimii 20 kat
artar ki, buna oksijen tiikketiminin artmasim ifade ettigi i¢in solunum patlamasi denir.
Artmis metabolizma sonucu hidrojen peroksitin yaklasik % 40’1 hipokloréz asit, geri

kalani ise hidroksil radikaline doniisiir (Giinaydin ve Celebi, 2003).

2.2.6. Singlet Oksijen
Singlet oksijen, serbest radikal olmasina karsin kuvvetli oksidan bir ajandir ve
bircok molekiille etkilesir. Membran lipitlerine etki ederek peroksitleri olusturur

(Giinaydin ve Celebi, 2003).

Stiperoksit gruplarinin hizli bir sekilde olusturdugu singlet oksijen, hiicre
zarlarinin fosfolipit, glikolipit, gliserit ve sterol yapisindaki doymamis yag asitleriyle
reaksiyona girerek peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan
gibi cesitli lipit peroksidasyon iiriinlerini olustururlar. Lipit peroksitler, indirgenmis
glutatyona (GSH) bagimli selenyumlu bir enzim olan GS-peroksidaz tarafindan lipit
alkollere cevrilerek inaktive edilirse de gerek siiperoksit gruplariyla fazla miktarda lipit
peroksitlerinin sekillendirilmesi, gerek ortamda GSH’nin tiikenmesine neden olan
maddelerin bulunmasi, hidroperoksitlerinden serbest lipit gruplarinin olugmasina yol
acar. Serbest lipit gruplart da doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olur.
Lipit hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan aldehitler ya
hiicre diizeyinde metabolize olurlar ya da baslangictaki etki alanlarinda diffiize olup
hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarak sekonder bozukluklarin gostergesi olabilirler

(Mercan, 2004).



16

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya icerdigi enerjiyi transfer eder
ya da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon - karbon ¢ift baglar1 singlet oksijein
tepkimeye girdigi baglardir. Bu molekiilerin basinda tokoferoller, fenoller, bilirubin,
DNA, karotenler, kolesterol, NADPH, triptofan, methionin, sistein ve histidin gibi
bilesikler gelir. Doymamus yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksi radikalini
olusturur ve HO kadar etkin bir sekilde lipit peroksidasyonunu baslatabilir (Kiling ve
Kiling, 2002).

2.2.7. Oksidatif Stres

Saglikli bireylerde olusan serbest oksijen radikalleri ile antioksidan savunma
sistemi dengededir. Serbest radikallerin ve diger oksidanlarin iiretimi ile antioksidan
savunma arasindaki dengesizlik oksidatif stres olarak adlandirilir. Bu durumda ya
antioksidan savunma sistemi zayiflamistir ya da serbest oksijen radikallerinin {iretimi

artmistir ya da her iki etki bir arada goriiliir (Erbay ve ark., 2003; Mercan,2004).

Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif
oksijen tiirleri (ROS) meydana gelmektedir. Basta mitokondriyal elektron transportu
olmak iizere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon, cesitli sentez ve
degradasyon  reaksiyonlarinda  reaktif = oksijen  tiirleri =~ olusmakta = ve
prooksidan/antioksidan dengenin prooksidan lehine kaymasi sonucu gelisen oksidatif
stress cesitli proteinler, lipitler, karbohidratlar ve niikleik asitler gibi biomolekiillere

hasar vermektedir (Sekil 2.4) (Burgak ve Andican, 2004; Pryor, 2006).

Mormal hiicre Serbest radikallerin saldinsi Oksidatif hasarl hilcre

Sekil 2.4. Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasar
(www.nature.com/.../v73/n9/fig tab/5002786f1.html)
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2.4. Antioksidanlar-Serbest Radikal Hasarma Kars1 Hiicresel Savunma (Serbest
Radikal Siipiiriiciiler)

Antioksidanlar, oksidanlar inaktif hale getiren maddelerdir. Saglikli kisilerde
serbest radikaller/antioksidanlar denge halindedir (Memisogullari, 2005). Oksijen
tiirevlerine kargt savunma saglayan kiiciik molekiiller ve enzim sistemleri serbest
radikallerin duragan (steady-state) konsantrasyonlarinda kalmalarimi saglar. Bu
savunma mekanizmalar1 aerobik hiicrelerin canliligim siirdiirmede son derece kritik bir

oneme sahiptir (Erden, 1992).
Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile oksidanlari etkisizlestirirler:

1. Siipiiriicii (scavenging) Etki: Oksidanlar zayif bir molekiile cevirme seklinde olan
bu etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Baskilayic1 (quencher) Etki: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale
getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onaric (repair) Etki: Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.

4. Zincir koparial (chain breaking) Etki: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini
engelleyen agir metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E

vitamini tarafindan yapilir (Memisogullari, 2005; Gokpinar ve ark., 2006).

Organizmanin serbest oksijen radikallerinden korunmasinda enzimatik (SOD,
katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi) ve enzimatik olmayan (E
vitamini, C vitamini, glutatyon, iirik asit gibi) sistemler aktivite gosterir (Sakac ve

Sakac, 2000).

2.4.1. Enzimatik Antioksidanlar (Serbest Radikal Siipiiriiciiler)

Stiperoksit radikallerini elemine eden SOD, hidrojen peroksitin eleminasyonunu
yapan katalaz, glutatyon peroksidaz ve organik peroksidazlar, hiicre i¢inde mitokondri
ve sitosolde bulunan ve oksidanlarin rediiksiyonunu katalizleyen dogal antioksidan

enzim sistemleridir (Sekil 2.6) (McCord, 2000; Giinaydin ve Celebi, 2003).

Hidroperoksitlerin degredasyonu katalaz, glutatyon peroksidaz ya da askorbat
peroksidaz tarafindan saglanirken siiperoksitlerin degredasyonu SOD tarafindan

saglanir. SOD ve katalaz dismutazdir ve bu yiizden kofaktorleri tilketmezler. Boylece
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primer reaksiyonlar bu enzimler tarafindan enerji harcanmadan katalizlenir. Tersine
glutatyon peroksidaz ve askorbat peroksidaz, metabolik yollarda iiretilen NAD(P)H
ekiivalantlar ile yeniden kullanilan, koenzimleri kullanan rediiktanlardir (Chaudiere ve
Ferrari-Iluou, 1999).

2.4.1.1. SOD (Superoxide oxidoreductase, EC 1.15.1.1)

Siiperoksit dismutaz (SOD), bovine eritrositinden elde edilen bir enzimdir.
Siiperoksit radikalinin dismutasyonunu katalizler (McCord ve Fridovich, 1969).
Siiperoksit rediiksiyon ya da dismutasyonla hidrojen peroksite ¢evrilir (Pryor, 2006). Bu
durum cogu kez oksidatif strese karsi birinci savunma hatti olarak adlandirilir (Sekil

2.5) (Smith ve ark., 2007).

Siperoksit

2H*
Siiperoksit
dismutaz

_______

_______

Hidrojen peroksit

Sekil 2.5. SOD’un katalizledigi tepkime
0, +0,+ 2H" — H,O, + O,

SOD’un subselliiler dagilimi hiicre tipine, organa ve memeli tiiriine gore farklilik
gosterebilir. Plazmada diisiik aktiviteli SOD oldugu ileri siiriilmiistiir. Genel olarak
SOD sistemi organizmayr serbest radikal hasarina karsi koruyucu bir sistemdir.
Organizmada oksidan stresin arttig1 bazi klinik durumlarda bu enzim sistemi aktivitesini
arttirarak koruyucu etkinligini siirdiirmeye calisir. Ozellikle diger radikal siipiiriiciilerin
aktivitelerindeki azalmanin s6z konusu oldugu klinik durumlarda SOD aktivitesinin

arttig1 ¢esitli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (Erden, 1992).

Okaryotlarda SOD’un ii¢ tipi tamimlanmistir. En sik bulunan sekli sitoplazmada
bulunan Cu-ZnSOD ve mitokondride bulunan MnSOD’dur. Daha az yaygin olan sekli,
cogunlukla hiicre dis1 sivilarda bulunan, ekstraselliller SOD’dur (Bolann, 1991).
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2.4.1.2. Katalaz (EC 1.11.1.6)

Katalaz hidrojen peroksitin oksijen ve suya dismutasyonunu katalizleyerek
toksik hidrojen peroksiti hiicrelerden uzaklastirmada 6nemli bir rol oynar. Porfirin
iceren yiiksek molekiil agirlikli bir enzim olan katalaz, yiiksek konsantrasyonlu hidrojen
peroksitin iki elektron dismutasyonuyla oksijen ve suya ayrilmasim katalizler (Cimen

ve ark., 2005; Pryor, 2006).
2 H202 — HzO + 02

Hidrojen peroksit olustugunda bunun Fenton tepkimesi ya da Haber-Weiss
tepkimelerinde hidroksil radikalinin olusumunu Onlemek i¢in suya indirgenmesi
zorunludur. Hidrojen peroksiti indirgeyebilen enzimlerden birisi de katalazdir. En
yiiksek aktivite yiiksek peroksizomal icerige sahip dokularda (bobrek ve karaciger)

goriiliir (Smith ve ark., 2007).

Katalaz H,0,’ye spesifiktir, diger organik peroksitlere etki etmez. Aerobik
hiicrelerin ¢ogunda bulunur. Hem bulunduran bir enzimdir. Bir molekiil H,O, elektron
verici, bir molekiil H>O, de oksidan veya elektron alic1 olarak kullanilabilir (Delibas ve
ark., 1995).

Katalaz, kanser, diabet, katarakt, ateroskleroz, iskemik-perfiizyon hasari, artrit,
norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaslanmay1 igine alan pek c¢ok
durumda ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi savunmada antioksidan sistemin oncelikli

enzimlerindendir (Yilmaz ve Ozan, 2003).
2.4.1.3. Glutatyon Rediiktaz ve Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon  (y-glutamilsisteinilglisin)  viicudun  oksidatif  hasara  karsi
korunmasinda rol oynar. Glutatyonun peroksitlerle ve disiilfitlerle reaksiyonundan
okside glutatyon olusur. Okside glutatyon bir flavoprotein yapisinda olan glutatyon
rediiktaz enzimi tarafindan yeniden rediiklenir. Rediikte glutatyon (GSH) glutamik asit,
sistein ve glisin igeren bir tripeptit olup aktif bir siilfidril grubuna sahiptir (Erden, 1992;
Oztiirk ve ark., 2001). Glutatyon rediiktaz bir FAD icerir ve elektronlarin NADPH’dan
okside olmus glutatyonun (GSSG) disiilfit bagina aktarilmasini katalize eder (Smith ve
ark., 2007).
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2 GSH (glutatyon) + HO, — GSSG (okside glutatyon) + 2H,O

Substrat olarak glutatyon kullanan glutatyon peroksidaz (GSH-Px) serbest
oksijen radikalleri, peroksitler ve kanserojenlere karsi savunmada 6nemli bir rol oynar
(Yi1lmaz ve Ozan, 2003). Transplantasyon amaciyla organlarin korunmasinda ve
siklofosfamid gibi sitotoksik ilaclarin organ hasarimi olusturmasimi engellemede yararli
katkilar1 vardir (Cavdar, 1997)

Ayrica GSH-Px lipoksigenaz ve siklooksigenaz yollarimi degistirerek tiimor
olusumunda anahtar bir rol oynar. Tiimorlerde H,O, ve diger hidroperoksitlere karsi
enzim savunmasinin ilk enzimi olan GSH-Px aktivitesinde onemli artig bildirilmistir.
Glutatyon peroksidazlar enzim peroksit reaksiyonunu katalizler (Erden, 1992). Hiicre
icinde esas olarak sitosol ve mitokondrilerde yer alan bu enzimler selenyum kapsamlart,
fiziksel oOzellikleri ve substrat Ozgiilligii bakimindan hem iceren peroksidanlardan

farklilik gosterirler (Erden, 1992; Smith ve ark., 2007).

H;O + 1/2 O,
katalaz
SOoD + Fe®™
Oz~ + Fe' + OH™
Fenton reaksiyonu
NADPH + H' 2 GSH
R
NADP™ GSSG

2 H;O

Sekil 2.6. Enzimatik antioksidanlar (Armstrong, 1998)

2.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar (Serbest Radikal Siipiiriiciiler)
Enzimlerin disinda doku hasarina yol agmadan serbest radikalleri bastirmaya
yonelik onemli rol oynayan bir¢ok kiiciik molekiil de vardir. Enzim olmayan serbest
radikal siipiiriiciilerin ¢ogu, radikale bir hidrojen atomu (bir elektronla birlikte) vererek
serbest radikali nétralize eden bilesikler olan antioksidanlardir. Bunlar arasinda E

vitamini, askorbik asit, karotenoidler ve flavonoidler gibi diyette bulunan, iirat ve
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melatonin gibi igsel olarak iiretilen serbest radikal siipiiriiciiler yer alir (Delibas ve

Ozcankaya, 1995; Smith ve ark., 2007).
2.4.2.1. E Vitamini (Alfa-Tokoferol)

Dogada en yaygin sekilde bulunan antioksidan olan E vitamini suda ¢6ziiniir bir
antioksidan olup ana islevi siiperoksit, hidroksil ve lipit peroksit radikallerini daha az
toksik forma indirgeyerek zarlar lipit peroksidasyonuna karsi korumaktir (Erden, 1992;

Smith ve ark., 2007).
2.4.2.2. Karatenoidler

Karatenoidler sozciigii beta-karoten (A vitamininin Onciilii) ve benzeri bilesikler
i¢in kullanilir. Bu bilesikler singlet oksijeni baskilarlar ve zincir kiran antioksidanlar
olarak etki gosterirler (Chaudiere ve Ferrari-Iluou, 1999; Smith ve ark., 2007).Beta
karoten lipit peroksidasyonunu Onler ve radikalleri ortadan kaldirir. En yiiksek

baskilamayi likopen yapar (Erden, 1992; Chaudiere ve Ferrari-Iluou, 1999).
2.4.2.3. Askorbat (C Vitamini)

Askorbat, kollajen sentezi ve diger tepkimelerde islevi bulunan bir oksidasyon-
rediiksiyon koenzimi olmasina karsin serbest radikal savunmasinda da rol oynayabilir
(Smith ve ark., 2007). Suda ¢6ziinebilir bir radikal siipiiriicii olup ayrica tokoferolleri

indirgenmis aktif formda tutarlar (Erden, 1992).
2.4.2.4. Urik asit (I"Jrat)

Urik asit tiyol proteinleri ile birlikte plazmanin serbest radikal yakalama
kapasitesinin biiyiik bir kismindan sorumludur. Hidroksil radikallerini, hemoglobin ve
peroksi radikalleri arasindaki tepkime sonucu olusan oksihem oksidanlari ve peroksi

radikallerinin siiptirebilirler (Smith ve ark., 2007).

2.4.2.5. Melatonin
Melatonin serbest radikalleri notralize etmek iizere bir elektron alarak serbest
radikal siipiiriicii olarak gorev yapar (Smith ve ark., 2007). Askorbat, E vitamini ve

GSH gibi zincir reaksiyonlarmi kirabilen diger antioksidanlardan farkli olarak,
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melatonin yayilmakta olan lipit peroksidasyonunu peroksil radikalini yakalayarak

sonlandirmaktadir (Yazici ve Kose, 2004).

Monosakkaritler, doymamis aminoasitler, siilfiir iceren aminoasitler, doymamis
yag asitleri de serbest radikallerle reaksiyona girerler ve bu nedenle hiicrede serbest

radikalleri siipiiriicii olarak kabul edilirler (Erden, 1992).

2.5. Serbest Radikaller ve Hiicresel Hasar

Serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki zararli etkileri g¢esitlidir. Oksidatif
ataga meyilli olan niikleik asitler, aminoasitler, proteinler, karbonhidratlar, lipitler gibi
biitiin hiicre elemanlarinda hasara yol acabilirler (Sekil 2.8) (Delibas ve Ozcankaya,

1995).

Solunum

Protein enzimleri

hasan
Mitokondriyal
hasar
Hiicre
sigmesi
DNA Zar
hasari harabiyeti

Lipit
peroksidasyonu

Ca’'nin katlesel
ige akigi

Artan gecirgenlik

Sekil 2.7. Serbest radikal aracili hiicresel hasar (Smith ve ark., 2007)

2.5.1. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkisi

Serbest radikal atagi sonucu proteinlerde olusan yapisal degisiklikler
aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu, proteinlerin agregasyonu
veya capraz baglanmalar olarak iice ayrilabilir.(Delibas ve Ozcankaya, 1995).

Aromatik aminoasitlerde (fenilalenin, tirozin, triptofan) doymamis yapilar
bulundugundan oksidatif ataklara ¢ok hassastirlar. Siilfiirlii aminoasitler olan sistein ve

sistin de serbest radikal atagma hassas aminoasitlerdendir. Radikaller membran
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proteinleri ile de reaksiyona girebilirler ve enzim, norotransmitter ve reseptor

proteinlerinin yapisini bozarlar (Delibas ve Ozcankaya, 1995).

Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi
yilksek oldugu icin triptofan, tirozin, fenilalenin, histidin, metionin, sistein gibi
aminoasitleri iceren proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler (Erden,
1992).

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden ne derecede etkilenece8i aminoasit
kompozisyonlarina baghdir. Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite

giicline gore protein harabiyetinin boyutlar1 degisebilir (Erden, 1992).

Proteinlerde prolin, histidin, arginin, sistein ve metiyonin aminoasitleri hidroksil
radikali saldiris1 ve oksidatif harabiyete Ozellikle yatkindir. Oksidatif harabiyetin bir
sonucu olarak protein pargalanabilir ve kalitlar diger kalitlarla ¢apraz baglar kurar
(Smith ve ark., 2007).

Serbest radikal saldiris1 ve tripeptit glutatyonun (y-glutamil-sisteinil-glisin)
sistein siilfiidril gruplarinin oksidasyonu tiim hiicre iizerindeki oksidatif harabiyeti
arttirir. Glutatyon hiicrenin serbest radikal hasarina kars1 kullandigi savunmanin 6nemli
bir bilesenidir ve bunun oksidasyona ugramasi koruyucu etkilerini azaltir (Smith ve

ark., 2007)

2.5.2. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkisi

DNA da lipitler, karbonhidratlar ve proteinler gibi kimyasal oksidatif hasara
ugrayabilmektedir. Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve cift dal kiriklari,
abazik alanlar, baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker
hasar1 meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda c¢apraz baglanma olabilir.
Oksidatif modifikasyon sonucunda DNA antijenik karakter kazanmakta ve anti-DNA

antikorlar1 olusmaktadir (Burgcak ve Andican, 2004).

Radyasyonla hiicre i¢inde enerji depolanmasi sonucu iyonlar, serbest radikaller
ve aktif molekiiller meydana gelir. Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller,
DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve oOliime yol acarlar. Sitotoksisite, biiyiik
oranda, ya niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine ya

da DNA’daki diger bozukluklara baghdir (Erden, 1992).
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Oksijenden tiireyen serbest radikaller DNA harabiyetinin de Onemli bir
kaynagidir (Sekil 2.9). Fe**’nin DNA’ya 6zgiil olmayan sekilde baglanmasi hidroksil
radikalinin tiretimini kolaylastirir ve bu da DNA’da baz degisikliklerine neden olabilir.
Bu radikal deoksiriboz omurgasina da saldirabilir ve iplikte kopmalara neden olur. Bu
DNA harabiyeti hiicre tarafindan bir ol¢iide onarilabilir ve hiicrenin apoptozu ile
asgariye indirilir (Smith ve ark., 2007).

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol acarlar. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan
H,0, membranlardan kolayca gegerek ve hiicre cekirdegine ulasarak DNA hasarina,
hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir. Bu yiizden DNA serbest

radikallerden zarar gorebilen 6nemli bir hedeftir (Yilmaz ve Ozan, 2003).
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Sekil 2.8. DNA hasari olusturan serbest radikal kaynaklari
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2.5.3. Membran Lipitlerine Etkisi

Membran kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle
reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. Serbest radikal etkisiyle yag asidi
zincirinden bir H atomunun uzaklagtinlmasi sonucu, zincir radikal niteligini

kazanmaktadir. Boylece olusan lipit radikali (L) dayaniksiz diger bir bilesiktir ve bir
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dizi degisiklige ugramaktadir. Lipit radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu
olusan lipit peroksit radikalleri, zar yapisindaki diger coklu doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri de agiga cikan
hidrojen atomlarin1 alarak lipit peroksitlerine (LOOH) doniigsmektedir. Boylece olay

kendi kendine katalizlenerek yiiriimektedir (Erden, 1992).

2.5.4. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, hiicre membran lipitlerinin oksidatif hasar1 olarak
tanimlanir. Hiicre membraninin lipofilik i¢ yapisi arasidonik asit ¢oklu doymamis yag
asitlerinden zengindir ve bu yag asitlerinin diisilk erime noktasi1 hiicre membraninin
akiskanligindan sorumludur. Oksidasyon, membran yag asitlerinin erime noktasinin
yiikkselmesine ve boOylece membranin akiskanliginin azalmasina neden olur. Sonug
olarak membran, selektif gecirgenligini kaybederek hiicrelerde ozmotik yikima neden
olur (Giinaydin ve Celebi, 2003).

Lipit peroksidasyonunun en énemli iiriinii MDA’dir. Ug ya da daha fazla cift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre
membranlarindaki iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari ile
reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve
karsinojeniktir (Mercan, 2004).

Reaksiyon zinciri ¢coklu doymamis yag asitindeki karbon atomundan bir hidrojen
atomu (proton ve elektron) koparan hidroksil radikali gibi gii¢lii bir oksidanla baglar
(Sekil 2.10). Boylece olusan karbon merkezli radikal, komsu yag asitinden hidrojen
atomu koparan oksijen merkezli peroksil radikaline doniisiir. Bu reaksiyon substrat
olarak yag asitleri tiikkeninceye kadar devam eder (Giinaydin ve Celebi, 2003).

Lipit molekiillerinin peroksidasyonu daima lipitin molekiiler catisini degistirir
veya harabiyete ugratir. Zar lipit peroksidasyonunun kendi kendisini yikic1 dogasina ek
olarak, olusan aldehitler proteinlerle capraz kopriiler kurabilir (Smith ve ark., 2007).
Lipit peroksidasyonunun, membranin lipit yapisindaki degisiklikler nedeniyle membran
iglevinin bozulmasi sonucu enzimler ve hiicrelerin hasarina neden oldugu

diistiniilmektedir (Erden, 1992).
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Oksijen radikalleri ¢oklu doymamis yag asitlerine etkiyerek lipit
peroksidasyonuna yol acar (Sakac ve Sakac, 2000). Membran kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglarnn serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyona ugrayabilir. Lipit peroksidasyonu serbest radikallerin ¢oklu doymamaig
yag asitlerinin metilenik karbonlarindan hidrojen atomu c¢ikarmak icin yaptiklar1 atakla
baslar. Demir, lipit peroksidasyonununda zincir reaksiyonunun baslangicinda 6nemli rol
oynar (Delibas ve Ozcankaya, 1995).

Lipit peroksidasyonu bircok yolla kantitatif olarak belirlenebilir. Ana yikim
iiriini olan MDA tiyobarbiitirik asitle olusturdugu renkli kompleks, kalorimetrede
olgiilebilir (Delibas ve Ozcankaya, 1995). MDA proteinlerin amino gruplarina,
fosfolipitler veya niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini gosterir (Oztiirk ve ark.,

2001).

A. Baglama
LH + «OH— L+ + OH

A==/

Le

B. llerleme
Le + O; —» LOO=
LOOs + LH-—» LOOH + L=
y Q X
==
LOO-

>0-X

Y, Q x
V=TV

Lipid perokigie
LOOH

C. Yikim

Malondialdehid Yikilmig lipid peroksit

D. Senlanma
LOO+ + L+ —» LOOH + LH
or

L* + VItE —» LH + VitEe

VitEe + L —» LH 4+ VitE,

Sekil 2.9. Lipit peroksidasyonu basamaklar1 (Smith ve ark., 2007).

A. Lipit peroksidasyonu ¢ogul doymamuis bir lipitten (LH) bir hidrojen atomu soken
ve boylece bir lipit radikali (L) yapan bir hidroksil veya diger radikalle baslatilir.
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B. Serbest radikal zincir tepkimesi O, ile tepkimeye girip lipit peroksi radikali
(LOO) ve lipit peroksit (LOOH) iireterek ilerler.

C. Tek elektronun yeniden diizenlenmesi lipit yikimi ile sonug¢lanir. Olusan
iriinlerden biri olan MDA suda ¢6ziiniir ve kanda belirir.

D. Zincir tepkimesi tek elektronlar bagislayan E vitamini ve diger lipitte ¢oziiniir
antioksidanlar tarafindan bitirilir. Daha sonraki iki indirgenme basamag ile

kararli, okside olmus bir antioksidan olusur (Smith ve ark., 2007).
2.6. Kanser ve Serbest Radikaller

Hiicrelerin anormal sekilde gelistigi ve kotiiciil bir tiimor olusturdugu bir grup
hastaliga kanser adi verilir (Smith ve ark., 2007). Cesitli organlarda geliserek her
yastaki bireyi etkileyen kanser, kardiovaskiiler hastaliklardan sonra en sik rastlanan

Oliim nedenidir (Y1lmaz ve Ozan, 2003).

Deneysel ve epidemiyolojik calismalar, kanser gelisiminin patogenezinde
serbest oksijen radikallerini rol aldigin1 gostermistir. Serbest radikaller kanserin
baslangi¢, gelisme ve ilerleme safhalarinda etkili olmakla beraber bu etki ilerleme
safhasinda daha belirgin, diger safhalarda nispeten azdir. Ozellikle metal iyonlarim
varliginda serbest oksijen radikalleri hiicrede protein, lipit ve DNA iceren
makromolekiiller ile reaksiyona girerek oksidatif hasara neden olmaktadir (Yilmaz ve
Ozan, 2003).

Kanserin gelismesine katilan genler onkogenler veya tiimor baskilayict genler
olarak bilinir. Onkogenler islevleri hiicrenin liremesi veya hayatta kalmasin1 tesvik olan
normal genlerin (protoonkogenler) mutasyona ugramis tiirevleridir. Bu genler gelisme
faktorlerini, gelisme faktor almaglarini, isaret iletim proteinlerini, hiicre i¢i kinazlar1 ve
transkripsiyon faktorlerini sifreleyebilir (Smith ve ark., 2007). Serbest radikal etkisi
sonucu DNA ve kromozomlarda kirilma ve onkogenlerde aktivasyon meydana gelir.
DNA hasarinin artmasinin karsinogeneze katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir (Y1lmaz

ve Ozan, 2003).

Siiperoksit iiretimi artarsa oksidatif stres olusur. Insanda kanser hiicrelerinin

cogu tipinde MnSOD’un azaldigi goriilmiistiir. Cogu durumda bu azalma defektif gen
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ekspresyonuyla sonuglanir. Yapilan bazi calismalarda MnSOD’un tiimor baskilama

gorevi yaptigini ileri siiriilmiistiir (McCord, 2000).

Kanserli ¢cogu hastanin tedavisinde nefropati, tubuler interstisiyel defektler,
glomeriiler anormallikler, sivi-elektrolit bozukluklar1 gibi engellerle karsilasilabilir.
Radyasyon, antineoplastik ilaglar, antibiyotikler, steroid olmayan antiinflamatuar ilaclar
ve kontrast madde gibi tam1 ve tedavi amaciyla kullanilan ajanlarin tiimii timor lizis
sendromu ya da direkt nefrotoksisite yolu ile bobrek yetmezligine neden olabilirler

(Yal¢in ve Sahin, 2004).

Kanser tedavileri sonucu olusan renal patolojiler sunlardir:
1- Renal metastatik infiltrasyon
2- Glomeriiler hasarlar
3- Mikrovaskiiler tutulum
4- S1v1 ve elektrolit anormallikleri
5- Myelom proteinleri gibi tiimorlerden iiretilen maddelerin yaptigi yapisal
bozukluklar
6

Antineoplastik tedavide renal komplikasyonlar (Yalcin ve Sahin, 2004).
2.7. Bobrek Dokusu ve Serbest Radikaller

Son yillarda yapilan hayvan ¢alismalarinda reaktif oksijen partikiillerinin bobrek
hastaliklarinda patofizyolojik Onemleri saptanmistir. Bobrek dokusu veya idrarda
oksidan hasar {riinlerinin saptanmasit yaninda, reaktif oksijen partikiilleri
inhibitorleriyle koruyucu etkinin gosterilmesi bunu kanitlamistir (Cavdar, 1997).

Bobrek dokusu oksidasyon isleminin en yogun oldugu organlardan biri olmasi
nedeniyle oksidatif hasara kars1 da son derece duyarli bir organdir (Kog ve ark., 2006).
Oksidatif stresin bobrek hasarina katkida bulundugunu destekleyen c¢esitli kanitlar
vardir (Tylicki ve ark, 2003).

Olusumunda oksidanlarin rol aldig: diisiiniilen bobrek hastaliklari sunlardir:
1. Glomeriiler hastaliklar
¢ Minimal degisim hastalig

¢ Membrandz glomeriilopati
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Notrofil bagimli hasar

2. Akut bobrek yetmezligi

Post-iskemi

Toksik (sisplatin, gentamisin, radyasyon gibi)
3. Obstruktif (tikanmaya yol agcan) nefropati
4. Piyelonefrit
5. llerleyici bobrek yetmezligi

Minimal degisim hastalii, membrandz glomeriilopati gibi glomeriiler
hastaliklar, post-iskemik ve toksik (sisplatin, gentamisin, kontrast ilaclar,
miyoglobiniiri, hemoglobiniiri vb.) sebeplerle olusan akut bobrek yetmezligi ve
pyelonefrit olusumunda oksidanlarin rol oynadig: diisiiniilen bobrek hastaliklarindandir
(Ichikawa, 1994; Cavdar, 1997).

Antikanser ila¢c kullanimi tek basina nefrotoksisite olusturabilir. Ozellikle
dehidratasyon ve elektrolit bozuklugu gibi durumlar toksisite i¢in yatkinlik yaratirlar
(Tablo 2.2) (Yalg¢in ve Sahin, 2004).

Tablo 2.2. Bazi antikanser ilaglarin bobrekte etkileri

Tlac Renal toksisite Toksisite tipi

SISPLATIN Siddetli, doza bagh Akut bobrek yetmezligi
Progresif renal bozukluk
Hipomagnezemi

Renal tubiiler asidoz

Karboplatin Sisplatinden az Tubiiler toksisite

Arteryel hipertansiyon

Oligiiri
Metotreksat Yiiksek doz Renal yetmezlik
Mitomisin Nadir siddetli Hemolitik iiremik sendrom
Interferon Nadir Protoiniiri
[fosfamid Doza bagiml Renal yetmezlik
Hipofosfatemi

Akut tubiiler nekroz
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Bu anti-kanser ilaglardan biri olan sisplatin cesitli karsinomlarin tedavisinde
kullanilmakta olup doz ile iliskili nefrotoksisite olusturmaktadir. Tiibiiler hiicrelerde
sitotoksik etki olusturarak renal hasar yapmaktadir. Doza bagli olarak bazi1 hastalarda
kreatinin diismesi, renal konsantrasyon defekti, renal magnezyum kayb1 ile
hipomagnezemi, renal tubiiler asidoz, hiper aminoasidiiri ve nadiren trombotik

mikroanjiopati gelisebilir (Yal¢in ve Sahin, 2004)

2.8.  SISPLATIN (cis-diaminnechloroplatinum (IT), Cisplatin, CDDP)

Sekil 2. 10. Sisplatinin yapisi (http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cisplatin-

2D.png)

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum (II), cisplatin) yatay diizlemde cis
pozisyonunda platinin klor ve amonyum atomlar1 tarafindan sarilmasi ile olusan
inorganik bir komplekstir. Sisplatini 1845’te Michel Peryone sentezlemistir ve yapisini
1893’te Alfred Wegner tamimlamistir, fakat sitotoksik oOzellikleri 1965’te Barnett
Rosenberg tarafindan tammmlanmistir (Escherichia coli’de platin elektrotunun elektroliz
iiriinlerinin mitozu inhibe ettigini kesfetmistir). 1978’te Amerikan Gida ve ila¢ idaresi
(FDA) sisplatinin servikal, bas, boyun, yumurtalik, testis, mesane gibi kanserlerin klinik

kullanimini onaylamistir (Chirino ve Chaverri, 2008).

Sisplatin bircok kanser tiiriinde yaygin olarak kullanilan anti-kanser ajanlardan
biridir, ancak yan etkilerinin olmasi1 yiiziinden kullanimi kisithdir. Nefrotoksisite
sisplatin ile iliskili doz kisitlayic1 en 6nemli yan etkidir (Hanigan ve Devarajan, 2003;

Francescato ve ark, 2007).

Sisplatin DNA c¢ift zincirinde zincir ici ve zincirler arasi capraz baglar
olusturarak DNA sentezini inhibe eder. Daha diisiik diizeyde de olsa protein ve RNA
sentezi de inhibe olur. Bobrek, karaciger ve barsaklarin iist boliimlerinde yaygin dagilim

gosterir. Verilisinden sonra dort ay siire ile bobrek dokusunda platin saptanabilir.
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Sisplatinin baslangi¢ yar1 omrii plazmada 25-49 dakika ve ikincil yan omrii 58-73
saattir ve 2 saatte % 90’a kadar hizla protein baglanmas1 gerceklesir (Giile¢ ve ark.,

2004; Chirino ve Chaverri, 2008).

2.8.1. Sisplatin ve Bobrek Hasari

Bobrek hasari serbest radikallerin olusumu ve oksidatif stresle iligkilidir. Serbest
oksijen radikallerinin sisplatine bagli renal tiibiiler hiicre hasarinda katkisi oldugu
dogrulanmistir (Kurt ve ark., 2002; Mishima ve ark., 2006; Francescato ve ark., 2007).
Ciinkii sisplatin en cok idrarla atilir, bu ajanin yiiksek konsantrasyonu bobrek proksimal
tiiplerinde toplanir. Reaktif oksijen tiirleri sisplatine bagli bobrek tiibiiler hiicre
hasarinin patogenezinde in vivo ve in vitro gosterilmistir. Buna gore sisplatine bagl
reaktif oksijen tiirlerinin asin tiretimi mitokondriyal solunum kompleksinin bozulmasi
ve glutatyon peroksidaz aktivitesinde azalma ile sonu¢glanmaktadir (Mishima, 2006).

Bir¢ok farmakolojik ajan ve endojen olarak olusan bazi maddelerin yiiksek
konsantrasyonlart akut bobrek yetmezligine yol agabilir. Bobrek, yiiksek kan akimi ile
karsilagmasi, interstisyumda toksinleri konsantre etme yetenegi ve tubiiler epitelde
spesifik tasiyicilara sahip olmasi nedeniyle nefrotoksik zedelenmeye oldukca duyarlidir
(Evrenkaya ve ark., 2000).

Bobrek fonksiyonlarinda bozulma sonucu olusan bir¢cok patolojik mekanizma
yaninda serbest oksijen radikalleri iiretiminde artis ve/veya antioksidan sistemlerdeki
yetersizlikler de kronik bobrek yetmezliginin patojenezine ek katkida bulunur. Kronik
bobrek yetmezligi hastalarinda serbest oksijen radikalleri diizeylerinde artis ve
antioksidan sistem aktivitelerinde azalma oldugu bildirilmistir (Celiker ve ark, 2001).

Sisplatin tubuloglomeruler feedback nedeniyle renal vazokonstriksiyona (damar
biiziilmesi) yol acar. Sisplatin DNA’nm agir metal alkilleyicisidir. Ila¢c metabolitleri
iiriner yolla atilir. Proksimal tiibiiliis disginda distal nefronu da etkiler. Ilk tedavi
kiiriinden sonra % 25-35 akut tiibiiler nekroz gelisir. Doza bagimli olusan kiimiilatif
renal yetmezlik oram1 % 20-25’e kadar ¢ikar (Evrenkaya ve ark., 2000).

Platinin bobrekte toplanmasi hiicre i¢inde hizli bir siirectir, sisplatin verildikten
1-6 saat sonra tamamlanir. Siganlarda bobrek sisplatinden 24 saat sonra yaklasik verilen
dozun %1’ini icerir ve platin konsantrasyonu plazma konsantrasyonunun sekiz kat

iistiindedir (Safirstein ve ark., 1984).
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Sekil 2. 11. Sisplatine bagli olarak bobrek hiicrelerinde gozlenen hasarlar

(http://www .nature.com/ki/journal/v73/n9/fig_tab/5002786f1.html)

Iskemik hasar daha cok proksimal tiibiiliin S3 segmenti boyunca gelismektedir.
Bu segment, kanlanmanin daha az oldugu dis medullada yerlesmistir ve proksimal
tiibiiliin bu kism1 metabolik olarak ¢ok aktif oldugundan, enerji eksikligine kisa siirede
duyarl hale gelmektedir. Cikan henle kulpu da bu bolgede yerlesmis olmasina karsin,
tiibiiliin bu kisminda glikoliz yolu ile ATP sentezi miimkiin oldugundan, iskemik hasar
bu bolgede S3 segmentinde oldugu kadar izlenmez (Kog ve ark., 2006).

Sisplatin diger organlara kiyasla bobreklerde daha fazla birikir ve tek doz 50-100
mg/m2 verilmesinden sonra hastalarin yaklasik % 28-36’s1 doza bagli nefrotoksisite
gelistirir. Sisplatine bagli tiibiiler toksisite proksimal tiibiil S3 segmenti, distal tiibiil ve
toplayic tiibiillerde izlenir. Sisplatin toksistesinde iskemik zemin de muhtemelen rol
oynamaktadir. Yapilan calismalarda, gerek insanlarda gerekse ratlarda sisplatin
verilmesinden sonraki yaklasik 3 saat icinde renal plazma akiminda ve glomeriiler
filtrasyon hizinda (GFR) azalma saptanmistir (Kog ve ark.,2006).

Bobrekte tubiiler hasar gelisimindeki bir diger mekanizma oksidatif strestir.
Ozellikle proksimal tiibiil hiicrelerinin metabolik agidan yogun olmalari, ATN (akut
tubiiler nekroz) sirasinda mitokondriyal hasar ve intrasitoplazmik kalsiyum artist
nedeniyle oksidatif molekiiller fazla miktarlarda olusur. Hiicre hasar1 sirasinda olusan

stiperoksitten yogun miktarda hidrojen peroksit olusur. Hidrojen peroksit normalde su
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molekiiliine ¢evrilebildigi halde hasarli hiicrelerde hidroksil radikallerine de doniigebilir.
Olusan hidroksi radikalleri gibi reaktif oksijen tiirevleri (ROS) lipit peroksidasyonuna
sebep olarak, hiicre proteinlerini okside ederek, plazma ve mitokondri membranim

bozarak ve DNA’ya hasar vererek hiicre zedelenmesine neden olur (Ichikawa, 1994).

Ancak, sisplatine bagli bobrek yetmezliginde temel mekanizma nekroz ve
apoptozistir (Kog¢ ve ark., 2006; Francescato, 2007). Sisplatin yapisinda bulunan “cis”
pozisyonundaki H,O tasiyan sisplatin, proksimal tiibiillerde bulunan DNA molekiilii ile
reaksiyona girerek DNA hasarina yol agmaktadir. Bunun ardindan da tiibiil epitel

hiicrelerinde apoptozis veya nekroz gelismektedir (Koc¢ ve ark., 2006).

Sisplatin toksisitesinde bir diger mekanizma da inflamasyondur. Farelerde
yapilan bir deneyde, niikleer faktor kappa-B aktivasyonu sonrasit proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunun arttig1 ve TNF-alfa aktivasyonunun blokaji ile tiibiiler hasar
skorunun ve l6kosit infiltrasyonunun daha az oldugu ve dolayisiyla sisplatin
toksisitesinden korunalabilecegi gosterilmistir. Yapilan calismalarda, TNF reseptor tip-
2’yi tasimayan farelerde bu reseptoril tasiyan farelere kiyasla apoptozisin ve hiicre
nekrozunun azaldigi gosterilmistir. Reaktif oksijen tiirevlerinin de sisplatin
toksisitesinde roliiniin oldugu gosterilmistir. Reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunun
onlenmesi sisplatine bagh sitotoksisite ve apoptoz gelisimini Onleyebilmektedir (Kog¢ ve
ark., 2006).

Sisplatine bagl bobrek hasar1 ve artan TNF miktar1t NAC (N-asetilsistein) ya da
beroplast ile degistirebilir. Bu bulgulardan siklik AMP’nin reaktif oksijen tiirlerini yok
edilmesi ve p38 MAPK (mitojen aktive eden protein kinaz) aktivasyonunun
engellenmesi ile bunu izleyen TNF sentezinin inhibisyonu ile sisplatine bagh oksidatif
hasara kars1 bobrek tiibiiler hiicrelerini korudugu ileri siiriilebilir (Mishima ve ark.,
2006).

Yapilan  calismalar  sisplatine  bagli  nefrotoksisitenin  renal lipit

peroksidasyonuyla iligkili oldugunu gostermistir (Zhong ve ark., 1990).

Sisplatin lipit peroksidasyonunu arttirir, MnSOD aktivitesini arttirirken CuZn
SOD’u azaltir ve hiicresel TNF- alfa miktarin1 arttirir. TNF- alfa’nin yiikselmesi ve
sisplatin tarafindan olusan hiicre hasar1 SB203580 ve PD169316 gibi p38 MAPK 9

inhibitorleri ile azaltilir (Mishima ve ark., 2006). Sisplatin enjeksiyonu sonrasi in vivo
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akut bobrek hasar1 renal TNF-alfa icerigi ile iliskilidir. Sisplatine maruz kalindiginda
hiicre hasan ve hiicre kiiltiiriinde TNF alfa igeriginin arttigt bulunmustur (Chirino ve
Chaverri, 2008).

Yapilan calismalarda siklik AMP anologlar ve sisplatine baglh renal hasara karsi
tiibiiler hiicreleri koruyan, forskolin ve prostasiklin analoglari, beroplast gibi ajanlarinin
adenilat siklaz aktivitesini situmiile ederek cAMP/PKA sinyalinin sisplatine bagh
nefrotoksisiteye karsi korumada onemli rolii oldugu kaydedilmistir (Mishima ve ark.,

2006).
2.9. cAMP (Siklik AMP)

Siklik AMP, hiicre membraninda yerlesmis bulunan adenilil siklaz enziminin
katalitik etkisiyle ATP’den sentezlenen ve fosfodiesteraz enziminin etkisiyle 5'-AMP’ye
doniiserek inaktif hale gelen ¢ok dnemli bir hiicre i¢i niikleotitdir (Sekil 2.12) (Akkus ve
ark., 1989; Nelson ve Cox, 2005).
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Sekil 2.12. ATP’den cAMP ve cAMP’den AMP olusumu
(sandwalk.blogspot.com/2007 05 01 archive.html)

1957 yilinda Earl Sutherland ve Tedd Rall tarafindan kesfedilen siklik AMP’ye,
derisimindeki degisikliklerin hormon (birinci haberci) derisimindeki degisiklikleri

yansitmasi nedeniyle ikinci haberci denir (Akkus ve ark., 1989; Smith ve ark., 2007).
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Bir hormon baglandig1 ve adenilil siklaz etkinlestigi zaman bu enzim adenozin
trifosfattan siklik AMP sentez eder (Sekil 2.13). Siklik AMP, fosfodiesteraz tarafindan
AMP’ye hidroliz edilir. Siklik AMP ve diger ikinci habercilerin derisimleri hiicrelerde
bu iki enzimin etkinlikleri arasinda bir denge kurulacak sekilde ¢ok diisiik diizeylerde
tutulmakta oldugundan hormon diizeyinde bir degisiklik oldugunda siklik AMP
diizeyleri hizla degistirilebilir. Baz1 hormonlar siklik AMP derisimini adenilil siklaz
yerine fosfodiesteraz enzimini etkileyerek degistirir. Ornegin, insiilin fosfodiesteraz

etkinligine neden olarak siklik AMP diizeylerini diisiiriir (Smith ve ark., 2007).

2=

Adenilil siklaz

Reseptir

G proteini Aktive G

proteim
Plazma membrani

Sekil 2.13. ATP’den cAMP sentezlenmesi
(www.istanbul.edu.tr/fen/mbg/notlar/1226997135.pdf)

Siklik AMP hiicrelerde cesitli etkiler gosterir. Cok sayida metabolik enzimi
fosforlayan ve bu yolla glukagon ve adrenalin gibi hormonlara hizli bir yanit
verilmesini saglayan bir serin/treonin proteinkinaz olan proteinkinaz A’nin allosterik bir
etkinlestiricisidir. Siklik AMP proteinkinaz A ’nin diizenleyici altiinitelerin substrat
baglayici bolgesine baglanarak proteinkinaz A’y1 aktiflestirir (Sekil 2.14). Proteinkinaz
A’nin katalitik alt birimleri ¢ekirdege de girmekte ve CREB (dongiisel AMP yanit
eleman1 baglayic1 protein) adi verilen bir gene 0Ozgiill transkripsiyon faktoriinii
fosforlamaktadir. Yani, siklik AMP daha yavas bir yanit olan gen transkripsiyonunu da
etkinlestirir. Diger hiicrelerde, siklik AMP ligand kapili kanallar1 dogrudan
etkinlestirmektedir (Smith ve ark., 2007). Aktive olan proteinkinaz ise hiicre i¢inde

enzimlerin fosforilizasyonunda ve diger proteinlerin fosforilizasyonunda degisik tesirler
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meydana getirmektedir. Enzimlerin aktivitesinde azalig veya artiglar yapar, boylece

metabolizmada degisiklikler olur (Akkus ve ark., 1989).

@ siklik sMP

\ -
—
@
Diizenleyici

altiiniteler katalitik Alktif katalitik
altiiniteler altiiniteler

Inakiif
proteinkinaz A

Sekil 2.14. Siklik AMP tarafindan proteinkinaz A’nin aktive edilmesi
(courses.washington.edu/conj/gprotein/kinasea.gif)

Siklik AMP bagimlh proteinkinaz A hiicre proliferasyonu, gen indiiksiyonu,
metabolizma, anjiyogenez, iyon kanallarinin diizenlenmesi ve apoptozis olaylarinda yer
alir. Daha 6nemlisi protein kinaz A bir¢ok kanserin baslangi¢c ve devaminda ve kanser
tedavisine cevap olusturmada rol oynar (Wang ve ark., 2007).

Adenilil siklazi stimule eden hormonlar; Adrenokortikotropik hormon (ACTH),
kalsitonin, katekolaminler (beta adrenerjik), korionikgenadotropin, folikiil stimule eden
hormon, glukagon, lipotropin, luteinize hormon (LH), LH-releasing hormon, melanositi
stimule eden hormon, sinir biiyiime faktorii, paratiroid hormon, prostaglandin E, tiroid
stimule eden hormon (TSH), tirotropin releasing hormon, vazopressindir. Bu
hormonlardan katekolaminler (beta etki), glukagon, adrenokortikotropik hormon,
vazopressin, liiteinize edici hormon (LH), follikiilii stimiile edici hormon (FSH),
melanositi stimiile edici hormon (MSH), parathormon (PTH), histamin, troid stimiile
eden hormon (TSH), prostaglandinler ve seratonin hedef dokuda hiicre ici siklik AMP
seviyesini artirarak etki etmekte, insiilin ve katekolaminler (alfa etki) ise azaltarak etki
etmektedir (Akkus ve ark., 1989).

Siklik AMP proteinkinaz, fosforilaz ve fosforuktokinaz enzimlerini aktive

etmekte, glikojen sentetaz aktivitesini ise inhibe etmektedir. Glukoneogenez ve lipoliz
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siklik AMP tarafindan arttirilmakta, protein ve kolesterol sentezi ile hiicre cogalmasi ise
inhibe edilmektedir (Akkus ve ark., 1989).

Siklik AMP I6kositlerin ¢esitli fonksiyonlarinda da onemli bir role sahiptir.
Lokositlerin immiinolojik ve enflamatuar olaylara katilmalarinin ve bazofil, eozinofil ve
notrofillerin yapigsma kabiliyetlerinin intraselliiler siklik AMP tarafindan azaltildigi
kaydedilmistir (Akkus ve ark., 1989). Siklik AMP, cesitli hormonlara (insiilin ve
adrenalin, gibi) aracilik yaparak karbonhidrat ve yaglarin yikimlanmasinda da 6nemli
rol oynar (Erdogan, 1999).

Notrofiller siklik AMP ile inkiibe edildiklerinde bu hiicrelerin kemotaktik
faktorlere olan 16kotaktik cevaplarimin azaldig: goriilmiistiir. Ote yandan siklik AMP
histaminin hiicre i¢i salgilanmasini da inhibe eder.

Siklik AMP T-lenfositlerinin hedef hiicreleri sitolizini ve ¢6ziiniir lenfosit
faktorleri(interferon) gibi salgilamalarin1 ve yine entijenle birleserek farklilasmis B-

lenfositlerinin (mast hiicreleri) immiinoglobulin iiretimi ve salgilanmalarini inhibe eder.

Siklik AMP’nin sinir hiicreleri arasinda bazi haberlesme sekillerine aracilik
ettigi ve sinir sisteminde bazi norotransmitterlerin post sinaptik etkilerine aracilik
etmek, norotransmitterlerin biyosentezini diizenlemek ve mikrotubullerin fonksiyonunu

diizenlemek gibi 6nemli gorevleri oldugu kaydedilmistir (Akkus ve ark., 1989).

Intrasellular kalsiyum iyonunun konsantrasyonunda degisiklikler siklik
AMP’nin reguiavatuar sistemini etkiler. Siklik AMP’ye bagh proteinkinaz tarafindan
aktive edilen fosforilaz kinaz katalitik fonksiyonu i¢in Ca gerektirir. Bircok
fosfodiesterazin  aktivitesi ©Onemli derecede Ca-baglayicti protein tarafindan
fazlalastirilir. Membran reseptorlerine baglanan birkag hormon (insiilin, prolaktin)
adenilil siklaz1 aktive etmek i¢in yetersiz kalir. Bu durumda Ca, K, Na akintilar ile

sitoplazmik cGTP ve fosfolipit turnover larinin katkisi olur (Akkus ve ark., 1989).

Siklik AMP ayrica kalp atriumuna ait kas hiicrelerinde sentez edilerek plazmaya
salinan kuvvetli nat-ritiretik, dilirctik ve vazoaktif 6zellikleri olan bir peptid hormon
olan atrial natritiretik peptit (ANP)’in etkili olmasina yardimci olur (San ve Selguk,
1993).

Kanser hiicrelerindeki kontrolsiiz ¢ogalmanin hiicre i¢i siklik AMP

seviyesindeki azalmanin bir sonucu oldugu gosterilmistir (Akkus ve ark.,1989).
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Sitoplazmada siklik AMP artis1 bazi hiicrelerin (normal B lenfosit, B hiicreli kronik
lenfositik 16semi hiicreleri, timosit, insan meme kanseri hiicreleri) 6liimiinii tetiklerken
bazi hiicrelerin (notrofil, lokosit, hepatosit, beyincikteki néronlar) ise Oliimiini

engellemektedir (Gonliigiir ve Gonliigiir, 2007).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Aletler

Spektrofotometre (UV-VIS Spectrophotometer-Jenway), Kubota 3500 sogutmali
santrifiij (Japon), Avery Berkel hassas terazi, Sanyo Ultra Low Derin dondurucu,
Jenway 3010 pHmetre, SONICS Vibra-Cell sonikator, Vortex, Chiltern hotplate

magnetic stirrer HS31 manyetik karistirici

3.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Cisplatin (Onco-Tain DBL) 50 mg/50 mL; Adenosine 3’, 5’-cyclic
Monophosphate, Sodium Salt (Calbiochem); EDTA, KH,PO,4, Na,HPO4x2H,0, CuSQ,,
NaOH, Na,CO3;, Na-K Tartarat, Siikroz, TBA, TCA (Merck W. Germany); Xanthine,
Xanthine oxidase bovine milk, Stokrom c, Siiperoksit dismutaz, Folin phenol reagent,

BSA (Sigma London England) kimyasallar1 kullanilmistir.

3.3. Arastirma Gruplarmmn Olusturulmasi

Calismada agirliklar1 250-350 gr. arasinda degisen, Wistar albino, erkek 100
sican, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nden
temin edilerek kullanildi. Sicanlar standart laboratuar kosullarinda tutuldu ve standart
fare yemi ile beslendi. Bu calismanin yapilmasi Ondokuz Mayis Universitesi Deney
Hayvanlann Etik Kurulu’nun 01.06.2007 tarih ve HEK-28 nolu karan ile kabul
edilmistir.

Kontrol, sisplatin, siklik AMP ve sisplatin+siklik AMP olmak tizere dort ana
grup olusturuldu. 4, 8, 12, 24 ve 48 saatleri icin kontrol, sisplatin, siklik AMP ve
sisplatin+siklik AMP gruplarindan her gruptan 5 hayvan olacak sekilde toplam 20 sigan
rastgele secilerek tabloda belirtildigi gibi sisplatin ve siklik AMP uygulamalar yapildi
(Tablo 3.1).

Kontrol gruplarina hicbir madde uygulamasi yapilmamistir. Sisplatin
gruplarindaki siganlara intraperitonal olarak 10 mg/kg sisplatin uygulandi (Bolaman ve
ark., 2001; Avci ve ark., 2008). Liyofilize halde olan siklik AMP serum fizyolojik
icinde ¢ozdiiriiliip 50 mg/kg/giin tek doz intraperitonal olarak uygulandi (Andrijevic ve

Andrijevic, 2001).
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Tablo 3.1. Deney gruplarinin rastgele olusturulmasi

Grup Ad1 4.saa | 8.saat | 12.saat | 24.saat | 48.saat | Uygulama
Kontrol 5 5 5 5 5 Uygulama yok
Sisplatin 5 5 5 5 5 Sisplatin

cAMP 5 5 5 5 5 cAMP
Sisplatin+cAMP | 5 5 5 5 5 Sisplatin+cAMP

3.4. Doku Orneklerinin Alinmasi

Biitiin gruplardan (kontrol, sisplatin, siklik AMP, sisplatin+siklik AMP
gruplar), her gruptan 5’er sican olmak iizere toplam 20 sigan, sisplatin ve siklik AMP
uygulamalarinin 4., 8., 12., 24., 48. saatleri doldugunda servikal dislokasyon islemi
uygulanarak sakrifiye edildi. Ratlarin sakrifiye edilmesi ve dokularinin alinmasi islemi
OMU Cerrahi Arastirma Merkezi Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Sakrifiye edilen
hayvanlarin bobrek dokular alinarak tartildi. Agirliklarinin iki kat1 kadar 0,25 M siikroz
icine alinan doku ornekleri aktivite tayini icin ¢alisilacagi giine kadar saklanmak iizere -

80 °C’de donduruldu.
3.4.1. Doku Orneklerinde Aktivite Oncesi Uygulanan islemler

Bobrek oOrnekleri, 1/3 agirlik/hacim olacak sekilde siikrozla seyreltilip,
homojenize edildi. Doku 6rneklerine aktivite tayini 6ncesi homojenizasyon+sonikasyon
islemi yapildi. islem buzda, 20 sn. siire ile ve 10 sn. ara vererek 4 kez, toplam 2 dk.
gerceklestirildi. Ornekler bu islemden sonra (+4 C’de) 15 000 rpm.de 25 dk. santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatantlar total protein tayini ve enzim aktivite Ol¢iimiinde

kullanildi.

Doku protein diizeyleri, sigir serum albumini (BSA)’nin standart olarak
kullanildigr Lowry yontemine gore 6l¢iildii. Lowry yonteminin prensibi alkali ¢ozeltide
bakir-protein kompleksi olusmast ve bu kompleksin D reaktifini rediikleyerek koyu
mavi bir renk olusturmasidir. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein

konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Lowry ve ark., 1951).
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Protein Miktar1 = (Numune absorbansi/Standart absorbansi) x Standart Konsantrasyonu

Sonuglar mg/ml cinsinden verilir.

3.5. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.5.1. SOD Aktivite Tayini

SOD aktivitesi tayini McCord ve Fridovich’in (1969) ve Flohe ve Otting’in

(1984) metotlarindan yararlanilarak yapildi.

A Cozeltisi:

0,76 mg (Sumol) ksantinin 10 mL 0,001 N NaOH i¢indeki ¢ozeltisi ve 24,8 mg

(2umol) stokrom c’nin 100 mL 50 mM pH 7.8 ve 0,1 mM EDTA iceren fosfat

tamponundaki ¢ozeltisi karigtirildi ( Bu ¢ozelti +4°C’de 3 giin kararhdir).

B Cozeltisi:

Taze hazirlanan ksantin oksidazin 0,1 mM EDTA igindeki ¢ozeltisi hazirlandi

(0,2 U/mL).

Yontemin Uygulanmasi

1.
2.
3.

Spektrofotometre kiivetine 3 mL distile su konuldu ve kor tiip olarak kullanildi.
Spektrofotometre kor tiiple sifirlandi.

3 mL’lik kiivete 2,9 mL A ¢ozeltisi koyuldu. Uzerine 50 pL 6rnek eklendi.
Tepkime 50 pL B c¢ozeltisinin eklenip hizla karigtirilmasiyla baslatildi ve 550
nm’de 2 dk boyunca 30 sn araliklarla kore karsi absorbans degisimi okundu.
Kontrol (Blank) tiipii i¢in 6rnek yerine 50 pL distile su eklenerek kore kars1 2 dk
boyunca 30 sn araliklarla de§isen absorbans okundu.

Ornekleri degerlendirme islemi kontrol tiipiine gore yapildi.

Kalibrasyon grafigi cizmek icin belli konsantrasyonlardaki (5.107 M) SOD
cozeltisinin 5 pL, 10 pL ve 15 pL’deki degeri bilinen degerlerine karsilik elde
edilen % inhibisyon degerleri grafige gegirildi. Bu islem i¢in saf SOD enzimi
kullanildi. Aktivite degisimleri 550 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
belirlendi.

% inhibisyon = (AOD 6rnek/ AOD kontrol ) x 100 formiilii ile hesaplandi.
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SOD’un bir iinitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan meydana getirilen
stiperoksit anyonu ile sitokrom c’nin rediiksiyonunun % 50 inhibisyonu i¢in gerekli

enzim miktar1 olarak kabul edilmistir.
3.5.2. MDA Analizi
Kullamilan Cozeltiler

% 10’luk Triklor Asetik Asit (TCA): 10 g TCA tartilarak 100 mL distile su icinde
cozdiiriildii.
% 0,675’1ik Tiyobarbiitirik Asit (TBA): 0,675 g TBA tartilarak 100 mL distile su i¢inde

cozdiiriildii.

Testin Prensibi
Malondialdehitin TBA ile reaksiyonu sonucu olusan pembe renkli kompleksin

absorbansi spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda okunur.

Yontemin Uygulanmasi:

Her deney tiipiine 2,5 mL % 10’luk TCA ve iizerine 0,5 mL 6rnek konuldu (Kor
tiipii hazirlamrken ornek yerine 0,5 mL distile su konuldu ve sonraki iglemler
uygulandi). Tiipler vortekslenerek 90 °C’de su banyosunda 15 dk. bekletildi. Su
banyosundan alinan tiipler buz dolu kaba alind1 ve 15 dk. buz i¢inde bekletildikten
sonra oda sicakligmma gelmesi saglandi. 3000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek elde
edilen siipernatanttan 2 mL alinip baska bir tiipe konuldu ve iizerine 1 mL TBA eklendi.
90 C’de su banyosunda 15 dk. bekletilip tekrar buz dolu kap icinde 15 dk. tutuldu.
Tiipler oda sicakligina geldiginde spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda kor tiipiine

kars1 absorbanslar1 okundu.
Testin Hesaplanmasi

MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki molar ekstinksiyon katsayis1 olan
1,56><105 M cm™! esas alinarak hesaplandi.
Ornek Absorbansi = axbxc

a= Ekstinksiyon katsayisi (1,56x10° M'em™ ), bu sabit bir degerdir.
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b= 1 cm 151k yolu ( spektofotometrik analiz i¢in kullanilan kiivetin 1s1k yolunun 1 cm
olmasi gerekir)
c= ornek konsantrasyonu
Konsantrasyon (mol /1) = Absorbans / 1,56x10° M'em™ x 1 cm x Diliisyon faktorii
formiiliine gore hesaplandi.

Analizler ve analize ait hesaplamalar Draper ve Hadley (1990) ve Hommouda ve

ark. (1995)’e gore yapildi.

3.6. Istatistiksel Analiz
Biitiin sonuclar aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde ifade -edildi.
Gruplarin degerlendirilmesinde ikili karsilastirmali t testi kullanildi. Istatistiksel olarak

p<0,05 anlamh kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
Calismamizda sisplatin verilen siganlarin bobrek hiicrelerinde siklik AMP’nin
SOD ve MDA iizerine etkisi arastirllmis ve sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirilmistir. Tiim gruplara ait SOD aktivitesi tinite/mg protein, MDA diizeyi

nmol/g doku olarak hesaplanmaistir.

4.1. SOD Aktivitesi Sonuglari

Kontrol grubu, sisplatin, siklik AMP ve sisplatin+siklik AMP gruplarina ait,
saatlere gore (4, 8, 12, 24 ve 48. saatlerde) SOD aktivitesi degisimi degerlerinin
istatistiksel sonuclar1 (ortalama + standart hata ve p degerlerine gore) Tablo 4.1°de,
gruplarin zamana karsi SOD degerlerinin grafiksel ifadesi ise Grafik 4.1’de gosterildi.
Bu degerlere gore sisplatin, siklik AMP ve sisplatin + siklik AMP gruplar1 kontrol
grubu ile ayn ayn Kkarsilastinldiginda SOD degerlerinin saatlere gore degisimi

degerlendirildi.

Tablo 4.1. Deney gruplar1 ve kontrol grubunda zamana bagli SOD aktivitesi

(IU/mg protein) degisimi degerlerinin istatistiksel sonuglar

SAATLER
GRUPLAR 4 8 12 24 48
Kontrol 0,068+0,027 | 0,058+0,020 0,059+0,025 0,086+0,040 0,150+£0,060
Sisplatin

0,067+0,030 |0,038+0,019a |0,065+0,016 0,080+0,025 0,175+0,060
Siklik AMP 0,072+0,020 | 0,105+0,037 0,085+0,033 0,120+0,029 0,094+0,028
Sisplatin+
Siklik AMP 0,061+0,010 |0,109+0,122 0,051+0,020 0,087+0,050 0,128+0,046

(a: sisplatin grubu siklik AMP grubu ile karsilastirildiginda p<0,05)
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Grafik 4.1. Gruplarin zamana baghi SOD aktivite degisimi
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Sisplatin grubu SOD aktivite degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda 4, 8,
12, 24 ve 48. saatlerde sisplatin grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
gozlenmedi. 8. saatte sisplatin grubunda bir azalma goriildii ancak istatistiki agidan

anlamli degildi (p>0,05).

Siklik AMP grubu SOD degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda; 4, 8, 12,
24 ve 48. saatlerde siklik AMP grubu ile kontrol grubu arasinda anlamhi bir fark
gozlenmedi (p>0,05).

Sisplatin+siklik AMP grubu SOD degerleri kontrol grubu ile karsilastirnldiginda;
4, 8, 12, 24 ve 48. saatlerde sisplatin+siklik AMP grubu ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark gozlenmedi. 8. saatte sisplatin+siklik AMP grubu SOD degerinin
kontrol grubuna goére biraz arttigi goriildii ancak bu artis istatistiki agidan anlaml

degildi (p> 0,05).

Sisplatin grubu ve siklik AMP grubu SOD degerleri kendi aralarinda
karsilasgtirildiginda; 8.saatte siklik AMP’nin anlamli bir yiikselis gosterdigi goriildii
(p<0,05). 4, 12, 24 ve 48. saatlerde anlaml1 bir fark gdzlenmedi (p>0,05).

Sisplatin grubu ve sisplatin+siklik AMP grubu SOD degerleri kendi aralarinda
karsilastirildiginda 4, 8, 12, 24 ve 48. saatlerde anlamli bir fark gozlenmedi. 48. saatte
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sisplatin+siklik AMP grubu SOD degerinin sisplatin grubuna gore azaldign goriildii
ancak bu azalma istatistiki acidan anlaml degildi (p>0,05).

Siklik AMP ve sisplatin+siklik AMP grubu SOD degerleri kendi aralarinda
karsilastirildiginda 4, 8, 12, 24 ve 48. saatlerde anlaml bir fark gézlenmedi (p>0,05).

4.2. MDA Konsantrasyon Sonuclari

Kontrol grubu , sisplatin , siklik AMP ve sisplatin+siklik AMP gruplarina ait,
saatlere gore (4, 8, 12, 24 ve 48. saatlerde) MDA diizeyi degerlerinin istatistiksel
sonuclar1 (ortalama + standart hata ve p degerleri) Tablo 4.2.de ve gruplarin zamana
bagh ortalamalarmin grafiksel ifadesi Grafik 4.2.°de gosterildi. Bu degerlere gore

MDA’ n1n saatlere gore degisimi degerlendirildi.

Tablo 4.2. Deney gruplan ve kontrol grubunda zamana bagli MDA (nmol/g doku)

diizeyi istatistiksel sonuclar

SAATLER
GRUPLAR |4 8 12 24 48
Kontrol 144,93+43,99 | 84,78+55,13 85,23+25,55 208,70+48,61 |94,48+35,21
Sisplatin 00,33249.62a | 182,4074.38d | 116,90+28,12 | 101,05+41.71a |70,93+32.45
cAMP

74,41+44,12b,e | 71,28+38,76e | 86,28+36,32 | 65,05+22,22b | 76,83+36,89
Sisplatin+cAMP

142,94+45,03 124,94£15,10 | 105,21+66,21 |78,21+36,82¢ | 76,48+34,35

a: Sisplatin grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

b: Siklik AMP grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

c: Sisplatin+siklik AMP grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

d: Sisplatin grubu siklik AMP grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

e: Siklik AMP grubu sisplatin+siklik AMP grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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Grafik 4.2. Gruplarin zamana bagli MDA diizeyi degisimi
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Sisplatin grubu kontrol grubu ile karsilastinlldiginda; sisplatin grubunun MDA
degerlerinin kontrol grubuna gore 4. saatte ve 24. saatte anlamli bir sekilde azaldigi
goriildil (p<0,05). 8. ve 12. saatlerde sisplatin grubu MDA degerlerinin kontrol grubuna
gore arttigl, sisplatin+siklik AMP gruplarinda ise bu artisin az da olsa azaldig gozlendi

ancak bu degisimler istatistiki olarak anlamli degildi (p>0,05).

Siklik AMP grubu kontrol grubu ile karsilagtirildiginda; siklik AMP grubunun
kontrol grubuna gore 4. ve 24. saatlerde anlamli bir sekilde azaldig: goriildii (p<0,05). 8,
12 ve 48. saatlerde anlamli bir fark gozlenemedi (p>0,05).

Sisplatin+siklik AMP grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda; 24. saatte
sisplatin+siklik AMP grubunun kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir
azalma gosterdigi goriildii (p<0,05). 8. ve 12. saatlerde sisplatin+siklik AMP grubunun
kontrol grubuna gore artis gosterdigi ancak bunun istatistiki acidan anlamli olmadigi

gozlendi (p>0,05).

Sisplatin ve sisplatin+siklik AMP gruplan kendi aralarinda karsilastirildiginda
anlamli bir fark goriilemedi. 8. ve 12. saatlerde sisplatin+siklik AMP grubu MDA
degerlerinin, sisplatin grubuna gore az da olsa azalma gosterdigi goriildii ancak bu

azalma istatistiki acidan anlamli degildi (p>0,05).
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Siklik AMP ve sisplatin+siklik AMP gruplann  kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 4. ve 8. saatte sisplatin+siklik AMP grubu MDA degerlerinin siklik
AMP grubuna gore anlamli bir sekilde yiiksek oldugu goriildii (p<0,05).
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5. TARTISMA SONUC

Viicudun tiim dokularinda ortaya cikabilen kanser tiirleri giiniimiizde 6nemini
gittikge arttirmaktadir. Diinya genelinde kanser tiirleri ile ilgili erken tani, nedenlerinin
ortaya ¢ikarilmasi, patogenezin agiklanmasi ve yeni tedavi sekilleri igin ilaclarin
gelistirilmesi iizerine oldukca fazla calisma yapilmaktadir. Bunun yaninda kanser
tedavisinde yaygin olarak kullanilan antineoplastik ilaglarin etkinligini artirmak ve yan
etkilerini azaltmak i¢in yapilan ¢alismalar da artarak devam etmektedir (Sogiit ve ark.,
2004).

Kanser tedavisinde oldukca yaygin kullanilan sisplatin gibi antineoplastik
ilaglar, siklikla tiimorlii doku disindaki diger dokulari da etkilemekte ve ciddi yan
etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda tedavi dozunda kisitlamaya gidilmekte ve bu da
tiimor dokusunun istenilen oranda sinirlanmasina engel olabilmektedir (Sogiit ve ark.,
2004).

Kanser tedavisinde sik kullanilan bir anti-kanser ajan olan sisplatinin tedaviyi
olumsuz etkileyen onemli yan etkileri olmaktadir. Bu yan etkilerden en ©nemlisi
bobreklerde ortaya cikmaktadir. Bu calismada sisplatin uygulanmis siganlarin bobrek
hiicrelerinde siklik AMP’nin radikal siipiiriicii enzim aktiviteleri iizerine etkisini
arastirildi. Tiim gruplara ait MDA nmol/g doku, SOD iinite/mg protein olarak

hesaplanarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

Sisplatin diger organlara kiyasla bobreklerde daha fazla birikir ve tek doz 50-100
mg/m” verilmesinden sonra hastalarin yaklasik %28-36’s1 doza bagl nefrotoksisite
gelistirir. Sisplatine bagli tiibiiler toksisite proksimal tiibiil S3 segmenti, distal tiibiil ve
toplayici tiibiillerde izlenir. Sisplatin toksisitesinde iskemik zemin de muhtemelen rol
oynamaktadir. Yapilan calismalarda, gerek insanlarda gerekse ratlarda sisplatin
verilmesinden sonraki yaklasik 3 saat icinde renal plazma akiminda ve glomeriiler
filtrasyon hizinda azalma saptanmistir (Kog ve ark., 2006).

Sisplatine bagli bobrek yetmezliginde temel mekanizma apoptozis ve nekrozdur.
Sisplatin, DNA’nin agir metal alkilleyicisidir ve proksimal tiibiillerde bulunan DNA
molekiilii ile reaksiyona girerek DNA hasarina yol agmaktadir. Bunun ardindan da tiibiil
epitel hiicrelerinde apoptozis veya nekroz gelismektedir. Serbest oksijen radikallerinin

sisplatine bagl renal tiibiiler hiicre hasarinda katkis1 oldugu dogrulanmistir (Kurt ve
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ark., 2002; Mishima, 2006; Francescato ve ark., 2007). Reaktif oksijen tiirevlerinin
olusumunun Onlenmesi sisplatine bagh sitotoksisite ve apoptoz gelisimini

onleyebilmektedir (Evrenkaya ve ark., 2000; Koc ve ark., 2006).

Siklik AMP, hiicre membraninda yerlesmis bulunan adenilil siklaz enziminin
katalitik etkisiyle ATP’den sentezlenen ve fosfodiesteraz enziminin etkisiyle 5'-AMP’ye
doniiserek inaktif hale gelen ¢ok dnemli bir hiicre i¢i niikleotitdir (Akkus ve ark., 1989;
Lehninger, 2005).

Siklik AMP hiicrelerde ¢esitli etkiler gosterir. Cok sayida metabolik enzimi
fosforlayan ve bu yolla glukagon ve adrenalin gibi hormonlara hizli bir yanit
verilmesini saglayan bir serin/treonin proteinkinaz olan proteinkinaz A’nin allosterik bir

etkinlestiricisidir (Smith ve ark., 2007).

Bobreklerde sisplatine bagli olarak olusan hasara kars1 siklik AMP’nin etkisine
yonelik yapilan calismalar oldukga kisithdir. Kodha ve Gemba (2001) tarafindan rat
renal cortical slices’da sefoloridin-baglh hasarda siklik AMP’nin etkisi incelenmis ve
renal epitelyum hiicrelerinde olusan serbest radikal hasarina karsi dibiitiril siklik

AMP’nin koruyuculugu gosterilmistir.

Zhang ve Ma (2006) ototransplant rat bobreginde iskemi-perfiizyon hasarinda
olprinone (tip 3 fosfodiesteraz inhibitorii) ile hiicresel siklik AMP’nin arttirilmasinin
koruyuculugunu gostermisler ve olprinone’nin intrasellular siklik AMP’nin arttirilmasi
yoluyla iskemi perfiizyon hasarina kars1 yararh etkisi oldugu sonucuna varmiglardir.
Hamet ve ark (1975) tiremide (bobrek yetmezligi sonucu kanda iire bulunmasi) siklik
AMP’nin etkinliginin azaldig1 gostermislerdir. Wong ve ark. (2007) siklik AMP’nin
sisplatin uygulamas1 sonrasi diistiigiinii, sisplatin sitotoksisitesinin siklik AMP

konsantrasyonunu diisiirdiigiinii belirlemisler.

Mishima ve ark.’min (2006) yaptiklar1 calismada siklik AMP anologlari ve
sisplatine bagli renal hasara kars1 tubuler hiicreleri koruyan, forskolin ve prostasiklin
analoglari, beroplast gibi ajanlarinin adenilil siklaz aktivitesini situmiile ederek
cAMP/PKA sinyalinin sisplatine bagli nefrotoksisiteye karsi korumada 6nemli rolii

oldugu kaydedilmistir.
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SOD siiperoksit radikalini hidrojen perokside doniistiren dismutasyon
reaksiyonunu katalizleten enzimdir (McCord ve Fridovich, 1969). Organizmada oksidan
stresin arttig1 bazi klinik durumlarda bu enzim sistemi aktivitesini arttirarak koruyucu
etkinligini siirdiirmeye calisir (Erden, 1992). Sisplatin tarafindan iiretilen siiperoksit
SOD tarafindan hemen hidrojen peroksite cevrilerek SOD aktivitesi azaltmaktadir
(Mishima, 2006).

Bu calismada 4, 8, 12, 24 ve 48. saat sonunda kontrol, sisplatin, siklik AMP ve

sisplatin+siklik AMP uygulanan siganlarin SOD enzim aktivitesi degerlendirilmistir.

8. saatte sisplatin grubu SOD degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli olmayan
bir azalma gosterdigi goriilmiistiir. 8. saatte siklik AMP ve sisplatin+siklik AMP
grubunda ise SOD degerlerinde kontrol grubuna goére anlamli olmayan bir artig
bulunurken, 48. saatte de beklenilenin aksine sisplatin grubu SOD degeri anlaml

olmayan bir sekilde kontrol grubundan fazla bulunmustur.

Siklik AMP verilmis gruplarda SOD degerlerinin 4, 8, 12 ve 24. saatlerde
kontrol grubuna gore anlamli olmayan bir yiikselis gosterdigi, buna karsilik 48. saatte

ise kontrol grubuna gore anlamli olmayan bir diisiis gosterdigi goriilmiistiir.

Sisplatin ve siklik AMP’nin birlikte verildigi sisplatin+siklik AMP grubu SOD
degerleri 4, 12. ve 24. saatlerde kontrol grubuyla hemen hemen aym degerlerdeydi.
Genel olarak sisplatin+siklik AMP grubu SOD degerleri degerlendirildiginde saatler

arasinda anlaml bir fark goriilememistir.

Mishima ve ark. yaptiklar ¢calismada (2006), sisplatinin LLC-PK1(renal epitel
hiicresi) hiicrelerinde asir1 miktarda reaktif oksijen tiirleri iirettigini ve boylece
sisplatinin SOD (CuZnSOD) degerini azalttigim kaydetmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada
SOD degerlerinin sisplatin verilmesiyle artan serbest oksijen radikalleri nedeniyle
azalmas1 buna karsilik sisplatin ve siklik AMP’nin birlikte uygulanmasiyla bu
azalmanin siklik AMP’nin etkisiyle kontrol seviyesine gelmese de artig gostermesi
beklenirdi.

Calismamizda sisplatin verilen gruplarn, 4, 8, 12, 24 ve 48. saatlere gore,
kontrol grubu ile ayr1 ayr karsilagtirilmalari sonucunda SOD degerlerinde istatistiksel

olarak anlaml bir fark tespit edilememistir (p>0.05) Sadece 8. saatte anlamli olmasa da
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sisplatin grubunun SOD degerinin kontrol grubuna gore azaldigi, sisplatin+siklik AMP
grubunda ise sisplatin grubuna gore SOD degerinin az da olsa arttig1 goriilmiistiir. 8.
saatte istatistiksel olarak anlamli olmasa da sisplatin ve sisplatin+siklik AMP
gruplarinda SOD aktivitesi degerlendirildiginde Mishima ve ark’min calismasiyla

uyumlu oldugu sdylenebilir.

Oksidatif stres bir¢cok biyolojik molekiilde hasar olusturur, hasarin en 6nemli
hedefleri protein ve DNA’dir ve hasar siirecinden sonra sik sik lipit peroksidasyonu

meydana gelmektedir (Halliwell ve Chirico, 1993).

MDA lipit hidroperoksitlerinin degerlendirilmesinde dikkat ¢ekici bir
belirleyicidir (Batsoglou, 1994). Lipit hidroperoksitler dogrudan DNA zincirini kirabilir
ve lipit peroksil ve alkoksil radikalleri DNA’da oksidasyona neden olabilir (Yilmaz ve
Ozan, 2003). Yapilan caligmalar sisplatine bagli nefrotoksisitenin renal lipit
peroksidasyonuyla iliskili oldugunu gostermistir (Zhong ve ark., 1990). Ayrica sisplatin
tarafindan olusturulan hasarlarin artmig olan MDA diizeyleriyle dogrudan iliskili oldugu
belirlenmistir (Karahan ve ark., 2006).

Sicanlar iizerinde yapilan cesitli calismalarda bobrek hiicrelerinde sisplatine
bagh olarak lipit peroksidasyonunun arttigi belirlenmistir (Nakano ve Gemba, 1989;

Fukishi ve Gemba, 1989; Sadzuka, 1992; Mishima ve ark., 2006).

Calismamizda MDA’nin 6l¢iimiinde yaygin kullanilan bir metot olan ve MDA
ile iki molekiill TBA’nin reaksiyonu sonucu olusan pembe kompleksin
spektrofotometrede Ol¢iimiine dayanan TBA yontemi kullanilarak sisplatine bagli MDA

degisiklikleri degerlendirilmistir.

Sisplatin grubunun MDA diizeylerinin 4. ve 24. saatte beklenilenin aksine
kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir. 8. ve 12. saatte sisplatin
gruplarimin MDA degerleri kontrol grubuna gore anlamli olmayan bir artis gosterdigi ve
bu artisin sisplatin ve siklik AMP’nin birlikte uygulanmasiyla biraz azaldig
gozlenmistir. Sisplatin grubu MDA degeri ve 8. saatte siklik AMP grubuna gore anlaml
olarak artmistir. 4. ve 8. saatlerde ise sisplatin+siklik AMP gruplart MDA degerleri

siklik AMP grubuna gore anlamli olarak artmistir.
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Mishima ve ark. (2006) tarafindan yapilan c¢alismaya gore sisplatin lipit
peroksidasyonunu arttirmaktadir. Genel olarak gruplar degerlendirildiginde saatlere
gore MDA diizeylerinde anlamli bir fark gézlenememesine ragmen 8. ve 12. saatlerde
MDA diizeyi sonuglarimizin anlaml olmasa da bu bulguyla ortiistiigii soylenebilir.

Elde edilen sonuglar literatiirde benzer c¢aligmalarin ¢ok az sayida olmasi
nedeniyle kendi icinde ve birka¢ ¢alisma arasinda degerlendirilmistir. SOD degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisikligin olmamasi, siklik AMP’nin tek basina
sisplatinin yarattig1 hasarla basa ¢ikamadigini diisiindiirmektedir.

Sonug¢ olarak, sisplatin uygulanmis si¢anlarin bobrek hiicrelerinde siklik
AMP’nin SOD ve MDA seviyeleri iizerine etkilerini kesin olarak ifade edebilmek icin
siklik AMP’nin antioksidan etki yaratabilecek baska bir ajanla birlikte kullanilmasinin
daha etkili olabilecegi ve diger radikal siipiiriicii enzim aktivitelerine de bakilarak daha

ayrintili arastirmalara gerek oldugu kanisina varilmistir.
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