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OZET

DOXORUBICIN ARACILI NEFROTOKSISITEYE KARSI
CINNAMALDEHITIN KORUYUCU ETKISININ ARASTIRILMASI

Gilinlimiiziin en 6nemli saglik problemlerinden biri olan kanserin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan Doxorubicin (DXR); hematolojik, solid ve yumusak doku sarkomalari
gibi bir¢ok kanserin tedavisinde kullanilmaktadir. DXR’nin kanserli hiicreleri yok edici
etkisinin yanisira terapotik kullanimmi  kisitlayan en temel faktorlerden biri
nefrotoksisiteye sebep olmasidir. DXR’nin tedavideki roliinde degisiklik olusturmadan
sebebiyet verdigi hasar1 azaltacak ajanlarin belirlenmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmada,
DXR ile indiiklenen nefrotoksisite tizerine Cinnamadehitin (CA) bobrek dokusu
tizerindeki koruyucu ve iyilestirici etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Calismada
8’erli olarak Kontrol, CA10, CA20, DXR, CA10 + DXR ve CA20 + DXR olmak iizere
toplamda 6 gruba ayrilan 48 rat kullanildi. Kiimiilatif olarak toplamda 6 doz DXR (21
mg/kg, Intraperitoneal) uygulamasi; serum BUN, kreatinin ve iirik asit seviyeleri ile
birlikte bobrek lipid peroksidasyonunu artirirken GSH seviyeleri ile birlikte SOD, CAT
ve GPx antioksidan enzim aktivitelerini azaltti. DXR ayrica NF-xB, TNF-a, IL-1B,
INOS seviyeleri ile p38a MAPK aktivitesini de arttirken, IL-10 seviyesini azaltti. Akut
bobrek hasar belirtegleri olan KIM-1 ve NGAL seviyeleri de DXR uygulamasiyla
artarken, AQP-1 seviyesi ise azaldi. Bunun yani sira DXR apoptotik karakterli Bax ve
Cyt-c ekspresyon seviyelerini artirip; antiapoptotik karakterli Bcl-2 ve Procas-3
ekspresyon seviyelerini disiirerek apoptozu aktive etti. Cinnamaldehit tedavisi ise
oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz diizeyleri iizerine olumlu etki gosterip
nefrotoksisiteyi hafifletti. Bu calisma, Doxorubicinin neden oldugu nefrotoksisite

tizerinde Cinnamaldehitin 1yilestirici etkinligi oldugunu gosterdi.

Anahtar  Kelimeler:  Apoptoz, Doxorubicin, Cinnamaldehit, Inflamasyon
Nefrotoksisite, Oksidatif stres



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF CINNAMALDEHYDE
AGAINST DOXORUBICIN-MEDIATED NEPHROTOXICITY

Doxorubicin (DXR), which is widely used in the treatment of cancer, one of the most
important health problems of today, is used in the treatment of many cancers such as
hematologic, solid and soft tissue sarcomas. One of the main factors limiting the
therapeutic use of DXR besides its cancer cell destroying effect is that it causes
nephrotoxicity. It is necessary to identify agents that will reduce the damage caused by
DXR without altering its role in treatment. In this study, it was aimed to investigate the
protective and ameliorative effects of Cinnamadehyde (CA) on kidney tissue on DXR-
induced nephrotoxicity. In the study, 48 rats divided into 6 groups as Control, CA10,
CA20, DXR, CA10 + DXR and CA20 + DXR were used. Cumulative administration of
6 doses of DXR (21 mg/kg, intraperitoneal) increased serum BUN, creatinine and uric
acid levels as well as renal lipid peroxidation and decreased GSH levels and antioxidant
enzyme activities of SOD, CAT and GPx. DXR also increased NF-«B, TNF-a, IL-1p,
iNOS levels and p38a MAPK activity and decreased IL-10 levels. KIM-1 and NGAL
levels, which are markers of acute kidney injury, were also increased by DXR
administration, while AQP 1 level was decreased. In addition, DXR activated apoptosis
by increasing apoptotic Bax and Cyt-c expression levels and decreasing antiapoptotic
Bcl-2 and Procas-3 expression levels. Cinnamaldehyde treatment had a positive effect
on oxidative stress, inflammation and apoptosis levels and alleviated nephrotoxicity.
This study demonstrated that Cinnamaldehyde has ameliorative activity on

Doxorubicin-induced nephrotoxicity.

Keywords: Apoptosis, Doxorubicin, Cinnamaldehyde, Inflammation, Nephrotoxicity,

Oxidative stress
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1.GIRIS

Bobrekler, viicudun iist lumbar kisminda, peritoneal katman tarafindan dorsoabdominal
duvara asilmis ve damarlar tarafindan beslenen bir ¢ift organdir. Bébregin temel islevi,
renal arter araciligiyla bobreklere gelen kanin filtrasyonudur. Glomertiler filtrasyon,
tiibtiller reabsorbsiyon ve sekresyon sonucu olusturduklar1 idrar ile kanda bulunan
toksik metabolizma {iriinlerini viicuttan uzaklastirirlar. Idrarin yogunluguyla viicuttaki
stvi-elektrolit miktarmin diizenlenmesi, asit-baz dengesinin ayarlanmasini saglarlar.
Bobreklerin - viicudun homeostazisi i¢in hormonal gorevleri; anjiyotensinojenden
anjiyontensin olusumunu katalize ederek renin salinmasini, eritropoez i¢in kemik
iliginin eritrosit {iretimini stimiile eden eritropoetin salinmasini, kalsiyum fosfor
dengesinin diizenlenmesi i¢in Vitamin D3’ilin aktif formunu ve vazodilatasyonda etkili
olan prostaglandin sentezini saglarlar. Bobrekler viicudun biitiin kanini filtre ettikleri
i¢in kan i¢inde bulunan toksik maddelere maruziyeti fazla olur ve bu toksik maddelerin
olusturacagi hasardan etkilenme oranlar1 da yiiksek olur (Arinct ve Elhan, 1995; Reece,
2012).

Kanser hastaliklari, kiiresel saglik problemlerinden biri olmakla birlikte giiniimiizde
hala en 6nde gelen 6liim sebeplerinden biridir. Kanser, normal fizyolojik kosullarda
hiicre homeostatik dengesi ve dongiisiinde meydana gelen aksakliklar sonucu hiicrenin
anormal c¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan tibbi bir durumdur. Bu hastaligin en yaygin

tedavisinde kemoterapdtik ilaglar kullanilmaktadir.

Antrasiklinler grubundan olan ve kanser tedavisinde yaygmn olarak kullanilan
kemoterapotik ilaglardan  Doxorubicin (DXR); kan ve kemik iliginde ortaya g¢ikan
lenfoma, 16semi gibi hematolojik kanserler, meme, akciger, beyin, over gibi solid
timorler ve yumusak doku sarkomalar1 gibi gesitli kanser tiirlerinde tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. Doxorubicinin kanserli hiicreleri yok etmesinin yanisira bobrek, kalp,
kan, karaciger, testis ve kemik iligi gibi organlarin iizerine de toksik etki etmesi ilacin

terapotik kullanimini kisitlamaktadir (Kintzel, 2001, Mohan ve Rapoport, 2010).

DXR ile indiiklenen nefrotoksisitenin mekanizmasi tam olarak anlasilmis degilse de
renal toksisite, membran lipit peroksidasyonuna sebebiyet veren serbest radikal

olusumuyla meydana gelen coklu organ hasarina etkisi oldugu diistiniilmektedir.



Calismalar gosteriyor ki DXR kaynakli bobrek hasarinin patogenezinde inflamasyon ve
oksidatif stres kritik rol oynamaktadir. Bu zamana kadar yapilan ¢aligmalarda DXR
tedavisinin sebebiyet verdigi nefrotoksisiteyi azaltmak igin birtakim antioksidanlar

kullanilmistir (Hardman, 2001).

Son donemlerde fitokimyasal tedavinin Oneminin artmasiyla bitkisel igerikler
calismalarda koruyucu ya da 1iyilestirici Ozellikleri vurgulanarak yer almaktadir.
Cinnamaldehit (CA) tar¢in ailesinin ana bilesenlerinden biri olarak antitiimoral,
antialerjik, antiiilserojenik, antipiretik, anestezik ve kolesterol diisiiriicli, kabizlig
Onleyici, gaz soktiiriicii ve antiseptik 6zellikleri yapilan calismalarla rapor edilmistir

(Mollazadeh ve Hosseinzadeh, 2016).

Cinnamaldehitin kuvvetli bir antioksidan olmasiyla bir¢ok ¢alismada koruyucu etkisine
bakilmasina karsin DXR ile yapilan in vivo ¢aligmalarin sayist az olup bu ¢alismalarda
nefrotoksisite lizerine etkinligini arastiran c¢aligmalara rastlanmamistir. Bu ¢alismada
DXR ile olusturulmus nefrotoksisiteye karsi Cinnamaldehit’in koruyucu etkisinin

incelenmesini ve western blot yontemiyle degerlendirmeyi amagladik.

1.2. Genel Bilgiler
1.2.1. Fizyolojik Hiicre Dongiisii ve Kanser

Hiicre dongiisii, hiicrenin biiylimesini ve takibinde boliinmesini ifade eden stirectir. Bu
dongii, tek hiicreli ve ¢ok hiicreli Okaryotlarda hiicrenin boliinmek iizere dongiiye
girmesinden once herhangi bir hata olmasini engellemek i¢in diizenleyici mekanizmalar
tarafindan kontrol edilir. Hiicre dongiisiiniin, 6nemli olaylarinin gergeklestigi iki
asamas1 vardir. Birincisi, DNA’nin ¢ogaltildigr sentez (S) evresi, ikincisi ise ¢cogaltilan
kromozomlarin hiicrenin kars1 taraflarina ayrildigi ve sitoplazmanin boliindiigii mitoz
(M) evresidir. Hiicrenin c¢ogalmasi icin bu asamalarin mutlaka gergeklesmesi
gerekmektedir. Bu dongiiyii olusturan karmasik diizenleyici mekanizmanin tek bir
amaci1 vardir; genomik DNA’nin zamaninda ve dogru bir sekilde ¢ogaltilmasi ve

ayrilmasi (Matthews vd., 2022). Hiicrenin boliinme dongiisii Sekil 1.1’de gdsterilmistir.
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Sekil 1.1: Hiicre boliinme dongiisii (Matthews vd., 2022°den déniistiiriilmiistiir). Okaryotik
hiicre dongiisii, bir hiicrenin interfaz sirasinda tiim hiicresel igerigini ¢ogalttig1 ve M fazindaki
boliinme yoluyla genetik olarak 6zdes iki hiicre olusturdugu siirectir. Hiicre dongiisiiniin iki
temel olayr, DNA replikasyonu ve replike edilen DNA'nin ayrilmasi. DNA replikasyonu
interfazda 'S fazi' olarak adlandirilan farkli bir fazda gerceklesir ve DNA ayrimi mitozda (M
faz1) gerceklesir. Hiicresel icerigin ayrilmasi, bir hiicre dongiisiinii tamamlamak i¢in M fazinin
sonunda sitokinez sirasinda gerceklesir, bundan sonra bir hiicre ya hiicre dongiisiinden ¢ikabilir
ya da yeni bir hiicre béliinmesi turuna girebilir. Interfaz sirasinda, hiicre déngiisii ilerlemesi S
fazindan dnce ve sonra kontrol edilir. Yeni bir hiicre dongiisiine girme taahhiidii (yani S fazina
giris) S fazindan onceki bir karar penceresi sirasinda yapilir. Benzer sekilde, S fazini takip eden
bir karar penceresi sirasinda, bir hiicre mitotik giris yapabilir. Mitotik ¢ikis taahhiidii, metafaz-

anafaz gecisindeki M fazi sirasinda gergeklesir (Matthews vd., 2022).

Hiicrelerin kontrolsiiz sekilde biiyiimesi ve ¢ogalmas ile karakterize olan kanser 6liime
en ¢ok sebebiyet veren hastalik olmasi nedeniyle {izerine en ¢ok arastirma yapilan

hastaliklardan biridir.

Kanser ifadesini ilk kez kullanan Hipokrat (M.O. 460-377) viicudun sifa bulmayan yeni
olusumlar1 i¢in bu ismi vermistir. Viicut yilizeyinde biiyliyen ilseratif goriinlimde
kirmizi, agrili, sicak, digerlerinden farkli olan sisliklere Hipokrat; karkinos ya da

karkinoma, Galen ise (M.S. 2.yy) yengece benzettigi i¢in kanser ifadesini kullanmigtir



(Sigerist, 1960; Yener, 1973). Yunan tibbinda ise “praeter naturam” ismi verilen
patolojik biiylime ile karakterize yapilar i¢in tiimor ifadesi kullanilmigtir. Bu dénemde
yalnizca epitelyal kokenli malign yapilara kanser ifadesi kullanilmis olup diger hastalik
tablolarinda oldugu gibi homeostatiziste olusturdugu dengesizlik sebep gosterilmistir.
Tiirk tip tarihine bakildiginda kansere seretan adi verildigi; Tarsuslu Osman Hayri
Efendi’nin “Kenziisihhatiil Ebdaniye” isimli eserinde seretan icin findik ya da yumru
biiyiikliigiinde, agrili, etrafi damarl1 bir yap1 ifadesini kullandig1 goriilmektedir (Unver,

1938). Sekil 1.2’de normal hiicrenin kanserli hiicreye doniisme asamalari gosterilmistir.

Normal
somatik hiicre

) 1 Ik mutasyon, hiicre dongiisii
Ik kontroliini degistirir ve bu hiicreye
i}

mutasyon ve onun soyundan gelenlere ¢ogalma
icin secici bir avantaj saglar
Ikinci mutasyon, hiicre doéngust
ikinci kontroliine daha fazla zarar verir ve
mutasyon bu hicrenin soyundan gelenler arasinda
¢ogalma igin segici avantajlar artinr
Uglincii bir mutasyonun birikmesiyle,
proliferasyon 6zellikle anormal olabilir,
Uctincii Srnegin iyi huylu timérler olusturabilir
ncl bl
rrl;JugtL;syon ve hiicresel yapisal degisiklikler

belirgin olabilir

Dordiinci ve
sonraki
mutasyonlar

Kéti huylu timérlerin gogu
gogalmayi, hiicre dlimini ve
yasam suresini etkileyen

4-5 mutasyon gerektirir

K&t huylu hiicre

Sekil 1.2: Normal hiicrenin kanser hiicresine déniisme asamasi (Bradley, 2020)

Son yillarda kanser sebepli 6liim oranlar1 kadinlarda iki kat, erkeklerde ise {i¢ kat artis
gostermistir (Lewandowska vd., 2019). Kadinlarda goriilen meme kanserindeki ciddi
oranda artis sebebiyle en cok teshis edilen kanser tiiri olmustur. Bunu akciger kanseri,
kolorektal kanser, prostat kanseri ve mide kanserleri takip etmektedir. Oliim oranlari
acisindan bakildig1 zaman en fazla Oliime sebebiyet veren kanser tiirleri; akciger,
kolorektal kanser, karaciger, mide kanseri ve kadin meme kanseri seklinde
siralanmaktadir (Sung vd., 2021). Insanlarla birlikte yasayan pet hayvanlarinda da
insanlarda goriilen kanser tiirleri goriilmektedir. Ozellikle kisirlagtirma yapilmayan kedi

ve kopeklerde meme kanseri ve bunu takiben lenfoma yaygin olarak goriilmekte olup



biiylik 1rk kopeklerde osteosarkom, kuslarda akciger kanseri goriilmektedir (Misdorp,
1996; Cannon, 2015; Silver vd., 2023).

Kanser, hiicre dongiislinde siirekli ve asir1 hiicre boliinme asamalarini yonlendiren
sinyallerin tekralanmasidir. Son zamanlarda elde edilen bilgiler, siirekli hiicre
boliinmesinin kontrolsiiz hiicre dongiisii ilerlemesinin yaninda kanserin hem apoptozu
onleyen hem de hiicre dongiisii ¢ikisini tehlikeye atan mutasyonlar tarafindan
yonlendirildigini ortaya koymustur. Son aragtirmalara gore, kanser hiicrelerinin
boliinmeye devam etmesi igin hiicre dongiisii kontroliiniin yalnizca belirli yonlerinin

bozulmasi gerektigi ifade edilmektedir (Matthews vd., 2022).

Kanser hiicre dongiisiiniin ve fonksiyonlarinin bozulmasiyla seyreden bir siirectir.
Genetik ve epigenetik degisikligin sonucunda hiicre i¢i kromozomal veya molekiiler
anormalitelerin birikmesiyle genetik kararsizliga yol acan bir durumdur (Weiderpass,
2010). Kanser olusumuna ¢esitli risk faktorleriyle genetik yatkinlik sebebiyet
vermektedir. Dis etkenler; tiitiin, kimyasallar, radyasyon ve bulasici organizmalar ile
bazi i¢ faktorler; kalitsal ve rastgele mutasyonlar, hormonlar, immunite gibi durumlar
kansere zemin olusturmaktadir. Beslenme tarzi, egzersizden uzak yasam (sedanter),
obezite, gevresel kirleticiler ve bazi enfeksiyonlar gibi durumlar kanser risk faktorleri
olarak degerlendirilmektedir (Anand vd., 2008). Bu risk faktorlerinin organizmada
birlikte seyretmesi karsinogenezin baglatilmasmma ya da tetiklenmesine neden
olmaktadir. Risk faktorlerinin yayginligi sebebiyle de kanser en fazla 6liim oranina

sahip hastaliklardan biri haline gelmistir.



Diyet
%30-35

Genetik

Akciger
26

Enfeksiyonlar
R, %15-20

43
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Sekil 1.3: Genlerin ve g¢evrenin kanser gelisimine etkileri - Genetik ve cevresel faktorlerin
yiizdesel oranlar1 (A). Genetik faktorlerin %5-10 ve c¢evresel faktorlerin kanser riskine katkisi
%90-95'tir (A). Baz1 kanser tiirleri i¢in genetik aktarim risk oranlar1 (B). Cevresel faktorlerin
yiizdesel katkis1 (C). Burada temsil edilen yiizdeler, belirtilen ¢evresel risk faktdrii nedeniyle

kanser 6liimlerinin 6nemli bir kismini ifade etmektedir (Anand vd., 2008).

Kanser, organizmada bulunan trilyonlarca hiicrenin herhangi birinde bu sebeplerden
birinin tetiklemesiyle,  yukarida agiklanan fizyolojik mekanizma ile olusabilir.
Hiicrelerde meydana gelen genetik degisiklikler; hiicre dongiisiinii bozup anormal
hiicrelerin kontrol dis1 biiyiimesi ve ¢ogalmasiyla timor olusumuna sebebiyet
vermektedir. Genlerdeki degisikliklere kanserojen ajanlar sebebiyet vermektedir (Roy
ve Saika, 2016). Bu ajanlarin; enfektif, elektromanyetik radyasyon, kimyasal ve
immunosiipresif gibi ¢esitleri bulunmaktadir (Hill, 2019). Genlerde olusabilecek
mutasyonlar aileden kalitsal olarak aktarildigi gibi sonradan da sekillenebilmektedir.

Genetik aktarimin kanser gelisimindeki rolii blylktiir. Ebeveynden aktarilan



mutasyonlar kalitsal mutasyon olarak tanimlanmakta ve kanserin olusup ilerlemesi gen
mutasyonlarindan biiyiik 6lciide etkilenmektedir. Ornek olarak bir ailede gen
diziliminde genetik aktarimli meme kanseri var ise, bu ailenin kadinlarinda meme

kanseri goriilme ihtimali diger kadinlara gore daha yiiksektir (Anand, 2008).

Kanserde erken tan1 ve tedavi i¢in tarama yapilmasinin 6nemi biiyiiktiir. Tan1; anamnez,
muayene, kanin incelenmesi, mikroskobik degerlendirmeler ve radyolojik goriintiiler ile

konulmaktadir (Coleman, 2017).

Kanser tedavi prensiplerinde genel olarak; hastaligr yok etme, kontrol altinda tutarak
komplikasyon gelisimini dnleme ve hastalarin hayat kalitesini ylikseltmek temel alinir
(Demirci vd., 2010). Tedavi kanserin evresine, bulundugu bolgeye, boyutuna gore
degisiklik gostermektedir. Kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan yontemler; kemoterapi,
cerrahi tedavi ve radyoterapidir. Bunlarin yani sira hormon tedavisi ve medikal
girigsimlerle tiimoral olusum baskilanarak tedaviye devam edilmektedir. Bu yontemler
tek basma kullanilabilecegi gibi birka¢ yontem birlikte de kullanilarak tedavi
yapilmaktadir (Miller vd., 2019).

Tedavi amaciyla kullanilan her yontemin kendi ig¢inde avantajlar1 ve dezavantajlari
vardir. Bu sebeple kanserin bireye 0zgii olmasi, tedavinin bireyler arasi farkliliklar
gostermesi sebebiyle tedavide kesin ve tek bir yontem yoktur. Tedavide, hayat kalitesini
yiikseltmek amaciyla segilen yontem yliksek basari oranina sahip olmali ve yan

etkilerinin de en az oldugu bir yontem olmasi gerekir (Celik ve Bektas, 2020).

1.2.2. Antikanser ilaclar

Kanser tedavi yontemlerinden biri olan kemoterapi; kanserli hiicreleri yok etmek
amaciyla kemaoteropétik ilaglarin uygulanmasini kapsayan bir tedavi yaklagimidir
(Volkova ve Russel, 2011). Kemoterapi kanserli hiicrelerin biiylimesini engelleyerek ve
yeniden olugma ihtimalini azaltarak iyilesme siirecine katkida bulunan yontemdir (Qin

vd., 2017).

Kemoterapilerin olumlu etkilerinin yani sira hastalarda bagisiklik sistemi baskilanmasi,
timor patolojileri gibi istenmeyen etkileri de bulunmaktadir (Muraji vd., 2013;
Ghiringhelli ve Apetoh, 2014). Kemoterapi amaciyla kullanilan antikanser ilaglarin

ortak amaci, hiicre metabolizmas1 goz 6niine alindiginda kanser olusumunda kritik role



sahip, enzim ve proteinlerin etkinligini kirarak kanserli hiicreleri ortadan kaldirmak ve
yeni kanser hiicresi olusumunu baskilamaktir (Huang vd., 2017). Bu amagla yaygin

olarak kullanilan kemoteropétik ilag gruplart Sekil 1.4’te gosterilmistir.

Ribonucleotides
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Sekil 1.4: Bazi kemoterapotik ajanlar ve etki mekanizmalarn (Kurreck, 2022’den

diizenlenmistir)

Antikanser ila¢ gruplarindan olan antimetabolitler, kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilmakta olup anormal proliferasyona sahip olan kanser hiicrelerini, DNA ve RNA
sentezini inhibe ederek etkisini gostermektedir. Kemoterapi amaciyla yaygin olarak

aminopterin ve metotreksat kullanilmaktadir (Peters, 2014).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlardan  digeri ise alkilleyici
antineoplastik maddelerdir. Bu maddeler DNA’ya baglanarak iplik ve kromozom
kopmalarina sebep olur ve bunun sonucunda hiicre 6liimiine sebep olarak yada hiicre
dongiistine hasar vererek etkisini gosterir. Kanser tedavisinde en yaygin kullanilanlar

siklofosfamid ve mitomisin C’dir (Safthill vd., 1985; Brookes, 1990; Santos vd., 2005)

Kemoterapi ilaglar1 kanser tedavilerinde, tek basina yada kombine olarak
kullanilmaktadir. Kemoterapi amaciyla kullanilan ilaglar arasinda antrasiklin grubu

ilaclar farkli malignitelerin tedavisinde kullanilan ve oldukg¢a etkili kemoterapotik



ajanlardir (Cai vd., 2019). Losemi, lenfoma, akciger kanseri, multiple miyelom, meme
kanseri gibi cesitli katt organ tiimoérleri ile hematolojik timorlerde tedavi igin

kullanilmaktadir (Volkova ve Russell, 2011; Cai vd., 2019).

Antrasiklinlerin tiimoral olusumlar1 yok etmesinin yaninda kemik iliginin baskilanmast,
saglarda dokiilme, mukozit olusumu, bulanti1 ve kusma gibi yan etkileri olmaktadir.
Antrasiklin tlirevleri redoks dongiisiine miidahale ederek reaktif oksijen tiirlerinin
tiretilmesiyle DNA hasarina sebebiyet verip ¢esitli toksikasyonlara neden oldugu kabul
edilmektedir (McGowan vd., 2017). Doxorubicin, daunorubicin, idarubicin ve

epirubicin klinik etkileri kanitlanmig antrasiklinlerdir.

1.2.3. Doxorubicin

Doxorubicinin tarihi 1950 yillarinda italyan bir arastirma sirketi tarafindan toprak
mikroplarindan antikanser bilesikleri {iretme c¢alismalarina dayanmaktadir. DXR
streptomyces peucetius kiiltlirlerinden izole edilerek, ilk olarak 1969 yilinda
bulunmustur. Hematolojik tiimorler, 16semi, meme kanseri gibi c¢esitli kanserlerin
tedavisinde kullanilmakta olan doxorubicinin tiimorlii hiicreleri yok ederken bobrek,
kalp, kan, testis, karaciger ve kemik iligi gibi hayati organ ve dokulardaki normal
fizyolojik hiicrelere de zarar verdigi bildirilmistir . Istenmeyen toksik yan etkileri ilacin
bir antikanser terapotik ajan olarak kullanimini kisitlanmaktadir. Bu sebeptendir ki
kemoterapi tedavisinde kullanilan ilaglarin yan etkilerini azaltmak maksadiyla yardimci

kimyasal mediyatorlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Minotti vd., 2004; Malla vd., 2010).

DXR kullaniminda hedef, tiimor hiicreleri olmasina karsin saglikli hiicrelerin 6zellikle
fizyolojik olarak hizli boliinlip ¢ogalma metabolizmasina sahip hiicreler lizerinde yan
etkilere sahip oldugu ve bu yan etkiler igerisinde de basta nefrotoksisite olmak tizere
hepatotoksisite, kardiyotoksisite gibi etkileri bildirilmis, ayrica yliksek doz
kullanimlarinda kardiyak arrest sebebiyle 6liimlere yol actig1 rapor edilmistir (Chen vd.,

2016).

Doxorubicin (DXR) kanser tedavilerinde 6zellikle de hematolojik kanserler (I6semi,
lenfoma ve multiple myeloma gibi), solid tiimérler ve yumusak doku sarkomalarinda
tedavi icin kullanilan antrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir. Antrasiklin grubu ilaglar genis

spektrumlu ve etkili antineoplastik ajanlar olup en yaygin kullanilanlar1 Doxorubicin,



daunorubicin ve idarubicin’dir. Antrasiklinler, antitimor ve sitotoksik etkilerini; hiicre
dongiisiiniin replikasyon, transkripsiyon ve rekombinasyon gibi fazlarinda DNA
yapisin1  diizenleyen DNA topoizomeraz II enzimiyle etkileserek gostermektedir
(Zunino ve Capranico, 1990; Tangpong vd., 2011). DXR kimyasal yapis1 Sekil 1.5’de

gosterilmistir.

Sekil 1.5: Doxorubicin’in kimyasal yapist (McGowan vd., 2017)

Doxorubicin; Adriamisin ticari adiyla piyasada 10, 20, 50, 100, 150 ve 200 mg’lik
flakonlarda (2 mg/mL) toz seklinde ve sivi ¢6zelti halinde bulunmaktadir. DXR genel
uygulama prosediiriine gore 21-28 giinde bir 60-75 mg/m2 viicut yiizey alanina gore
hesaplanarak intravendz olarak uygulanmaktadir. DXR tedavisinde ilacin damar disina
cikmasi bolgesel doku hasarina neden olmaktadir. Yapilan klinik ¢aligmalara gére uzun
sire (kiimiilatify DXR uygulanan hastalarda malignitelerin daha sik ortaya
cikabilecegini gostermistir (Sakemi vd., 1996). DXR ile uzun siireli ya da yiiksek dozda
tedavinin kardiyotoksisiteye, bobrek ve karaciger hasarlarina neden olmasi sebebiyle

doz kisitlayicr yaklagimlara gidilmistir.

1.2.3.1. Doxorubicin’in Metabolizmasi

Doxorubicin yiiksek oranda karaciger mikrozomal enzimleri aracilifiyla metabolize
edilir (Camaggi vd., 1988; Ganey vd., 1988) ve esas metaboliti doxorubicinole ve
birka¢ hepatoksik aglikon metabolitine doniistiiriilerek (Ballet vd., 1987, Dodion vd.,
1987) yaklasik % 50’si kadar biiyiik bir kism1 degismeden viicuttan atilir (Thorn ve ark.,
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2011). DXR’nin 2 elektron indirgenmesiyle olusan sekonder alkol yapisindaki
doxorubicinol ana metabolittir (Mordente vd., 2009). DXR’nin karacigerde
metabolizasyonu esnasinda karbonil rediiktaz 1 (CBR1) enzimi daha aktifken, kalpteki
metabolizasyonunda aldoketo rediiktaz la (AKRI1A) enzimi aktiftir (Mordente vd.,
2003; Kassner vd., 2008).

Doxorubicinin oksidorediiktazlar ile 1 elektron indirgenmesi sonucu semikinon
radikallerinin olusmasi1 da diger bir yolaktir (Minotti, 1989). Bu yolakta rol alan
enzimler arasinda; sarkoplazmik retikulum ve mitokondride yer alan NADH
dehidrogenaz (Thornalley ve ark., 1986; Nohl vd., 1998), NADPH dehidrogenaz
(Pawlowska vd., 2003), ksantin oksidaz (Gustafson vd., 1991) ve nitrik oksit sentazlar
(NOS) gorev almaktadir (Vasquez-Vivar vd., 1997; Fogli vd., 2004). Bunun sonucunda
olusan DXR semikinon radikallerinin DXR ile tekrar oksidasyonu, reaktif oksijen tiirleri
ve hidrojen peroksit olusumuna sebebiyet vermektedir (Minotti vd., 1998). Oksidatif
strese neden olan reaktif oksijen radikalleri (ROS), siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) ile deaktive edilebilir (Miyamoto vd.,
2003).

1.2.3.2. Doxorubicin’in Etki Mekanizmasi

Yapilan c¢aligmalar doxorubicinin antikanser o6zelligini iki yolla yaptigim1 One
stirmektedir. Birincisi serbest oksijen radikalleri (SOR) iiretimi; bu radikaller DXR
redoks dongiisii tarafindan {retilir, ikincisi ise ilacin DNA molekiiliine eklenerek
topoizomeraz II’yi aktive edip DNA zincirinde kirilmalar meydana getirerek
yapmaktadir (Kang vd., 1996; Meredith ve Dass, 2016). Giincel literatiir DXR’in
kalretikiilin molekiiliinii hiicre yiizeyine aktardigini ve bu molekiiliin hiicrenin sinyal

gondermesine bu sinyal ile de fagosite edilmesine yardimci oldugunu gostermektedir.

Doxorubicin kemoterapi siirecinde kanserli hiicreleri yok ederken organizma iizerinde
bazi istenmeyen yan etkilere yol agmaktadir. Nefrotoksisite, kardiyotoksisite,
hepatotoksisite ve fertilite problemlerine sebebiyet verdigi ifade edilmistir. Bunun
yaninda ilacin etkisiye mide bulantisi, nefes darligi, aritmi, kas agrisi, 16kopeni gibi
semptomlara ve tibbi olgulara yol ac¢tig1 bilinmektedir (Renu vd., 2018; Prasanna vd.,
2020).
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1.2.3.3. Doxorubicin Aracili Nefrotoksisite

Doxorubicin ¢esitli organlar iizerinde toksik etki gdstermekte, etkilenen organlarin
basinda bobrekler gelmektedir. Doxorubicin nefrotoksisitesinin mekanizmasi tam olarak
aciklanamasa da ¢ogu veride DXR, glomeriilerdeki hemodinamigi degistirerek
inflamatuar sinyallerin aktivasyonuna, protrombotik anjiyopati ve kristal nefropatisine
ve tiibiiler hasara neden olmustur (Malyszko vd., 2017). Ayrica bu toksisitenin oksidan-
antioksidan homeostazin bozulmasi, serbest radikal asir1 tiretimi, lipid peroksidasyonu
ve protein oksidasyonu DXR aracili nefrotoksisiteye katkida bulunmustur (Su vd.,
2015; Benzer vd., 2018).

DXR ile olusturulmus renal hasar dokularda yiiksek malondialdehit ve diisiik glutatyon
diizeyleri ile karakterize edilir. Bunun yaninda katalaz, glutatyon peroksidaz ve
stiperoksitdismutaz aktivitelerinin de diistiigii rapor edilmistir (Periyasamy vd., 2014;
Nagai vd., 2018). Boylece oksidan-antioksidan dengenin bozulmasina neden olarak asir1
serbest radikal tiretimi, protein oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu ile nefrotoksisiteye
neden oldugu bildirilmistir (Doroshow, 1983). Oksidatif hasara ek olarak Doxorubicin
bobrek dokulari iizerinde inflamatuar degisikliklere de neden olur. Yapilan arastirmalara
gore DXR kilcal damarlarda gegirgenlik artisina, glomeriiler ve tiibiiler atrofiye yol
acarak nefrotoksisite gelismesine sebep olmaktadir (Saad vd., 2001; Periyasamy vd.,
2014). Nefrotoksisite plazma kreatinin, tire, irik asit ve laktat dehidrogenaz
aktivitelerinin artmasi, ayrica renal Ca**-ATPaz, Mg”*-ATPaz ve Na‘, K'-ATPaz
aktivitelerinde azalmaya yol actig1 bildirilmistir (Bakker vd., 1987; Oz ve Ilhan, 2006).

DXR aracili, oksidatif strese bagli gelisen nefrotoksisitenin DNA ile interkalasyon ve
hiicre membranin pargalanmasiyla olustugu ifade edilmistir (Malyszko vd., 2017
Benzer vd., 2018). DXR uygulanmasiyla bobregin antioksidan kapasitesi zayiflamakta,
akut bobrek yetmezligi gelismekte, bu tabloyla birlikte bobregin siiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon gibi antioksidan belirteg diizeyleri azalmakta, malondialdehit gibi
serbest oksijen radikalleri ve oksidatif strese iliskin gostergeleri de artmaktadir.
Doxorubicin, bobreklerde nefrotoksisiteye yol acarken, antioksidan kapasitesi ve
aktivitesi yeterli olmayan diger organlarin savunmasiz kalmasina ve oksidatif stres

nedeniyle fizyolojik islevlerini siirdiirememe, sonrada sekonder saglik sorunlar1 ve
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toksisite hatta hiicre, doku oliimlerine kadar uzanan bir tabloyla karsilasmasina yol

acmaktadir (Saad vd., 2001; Rajaprabhu vd., 2007).

Doxorubucinin  mitokondriyal membrana baglanan kreatinin kinazda enzimatik
aktivitesinin bozulmasina ayrica DNA, RNA ve protein sentezinin bastirilmasina neden
oldugu bilinmektedir. DXR reaktif oksijen ve nitrojen olusumunun yani sira serbest
radikallerin ~ olusumunu iki yolla stimiile etmektedir. Birincisi hiicresel
oksidorediiktazlarin kullamldig enzimatik yol, digeri ise demir (Fe**) ile kompleksleme

yaptig1 enzimatik olmayan yoldur (Gille ve Nohl, 1997).

Yaygin olarak kullanilan antrasiklinlerden dauonorubicin ile doxorubicinin
karsilastirildigi ratlar iizerinde yapilan bir ¢alismada; birbirinden bagimsiz olarak
uygulandiktan 120 saat sonra bobrek hiicrelerinin higbirisinde dauonorubicine bagl
immunoreaktivite neredeyse hi¢ kalmazken doxorubicin uygulananlarin 6zellikle distal
tiblil  kanallar1 olmakla birlikte podosit ¢ekirdeklerinde ve proksimal hiicrelerin
graniillerinde immunoreaktivitenin gii¢lii kaldigi ifade edildiginden (Shin vd., 2010),
doxorubicinin yan etkilerini azaltmak i¢in antioksidan savunma sisteminin dogal ve

giivenli kaynaklarla desteklenmesi 6nem arz etmektedir.

Antrasiklin aracili bobrek hasarina ait bilgilendirme ilk olarak 1970°1i yillarda
bildirilmistir (Lee ve Harris, 2011). Adriamicine bagl renal hasar ratlarda 1976 yilinda
(Bucciarelli vd.), farelerde ise 1998 (Chen vd.) yilinda yapilmistir. Burke ve arkadaslari
1977 yilinda 78 yasinda bir erkekte Doxorubicin uygulamasina bagli bdbrek
yetmezligini ifade etmislerdir. Gegmisten gilinlimiize uzanan c¢aligmalarda hem
Doxorubicin nefropatisi aydinlatilmaya calisilmis hem de buna sebebiyet veren

durumlar tespit edilmistir.

Bobreklerde toksisite meydana geldiginde doxorubicinin glomeriiler podositlere zarar
vererek nefropati ve proteiniiriye neden oldugu bilinmektedir (Asbell vd., 1972; Park
vd., 2003). Doxorubicin kaynakli nefropati, ilag mitokondrinin normal isleyigine
miidahale ederek mitokondrinin kompleks I ve IV'iiniin aktivitesini azalttifinda ortaya
cikar. Bu durum trigliserid, siiperoksit ve sitrat sentaz seviyelerinin artmasina neden
olurken, E vitamini ve antioksidan bilesiklerin seviyelerini azaltir ve lipid

peroksidasyonu meydana gelir. Lokal olarak sizan proteinler agikta kalan bdbrek
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dokusuyla temas ettiginde nefron yapisi degisir ve sonugta glomeriiloskleroza yol agar.
Glomertilleri etkileyen hastaligin hipertansiyona, steroidlere karsi dirence ve
proteiniiriye neden oldugu ve sonunda bobrek yetmezligine yol agtigi bilinmektedir
(Carvalho vd., 2009). Karacigerin aksine, bobregin yenilenme yetenegi zayiftir.
Glomertiiller hasar gordiigiinde kendilerini 1iyilestirme Yyeteneklerini azaltirlar.
Glomeriiller hasar gordiiginde normal islevlerini yerine getiremez ve inflamasyon,
tiibiiler dilatasyon ve kilcal damarlar etkileyen gegirgenlik gibi glomeriiler lezyonlara
neden olur (Tacar vd., 2013). Bu durum, kanin kimyasal bilesiminin diizenlenmesi ve
stvi-elektrolit dengesinin ve viicut pH’sinin korunmasindaki dnemli rolii nedeniyle basta

bobregin kendisi olmak {izere tiim viicudun hasara karsi duyarlilik derecesini artirir.

Yaygin olarak kullanilan Doxorubicin aracili nefropati, bobrek hasari modeli
olusturulmasinda etkili bir yontemdir. Mortalite (< %5) ve morbidite (kilo kayb1) kabul
edilir diizeyde olmasina ragmen ciddi bir doku hasar1 s6z konudur, bu da etkili bir
model oldugunu gosterir Ki, bu yontemle ilacin uygulamasindan sonraki birkag giin
icinde bobrek hasari indiiksiyonu gerceklesmektedir. Doxorubicin nefropatisi ratlarda
ve farelerde ayni sekilde gelismekte oldugundan, bu modeli ¢alismak igin en ideal
model kemirgenlerdir. Ciinkii kemirgenlerin iireme dongiileri kisadir, kolay temin
edilmeleri ve genetik manipiilasyonlara imkan tanimalarindan dolayr modelin

olusturulmasi kolay ve avantajlidir (Lee ve Harris, 2011).

Bu modellemenin dezavantaji ilacin farkli preparatlarinin aynmi siddette renal hasari
olusturamamasidir. Ilact uygulayan Kkisilerin tecriibesine bagl olarak ya kuyruk
veninden ya da intraperitoneal olarak uygulanmasi gerekmektedir. Terapdtik indeksi dar
olan DXR’in 0,5 mg/kg gibi kii¢iik doz sapmalarinda dahi yetersiz renal hasarlanma
veyahut fazla dozdan 6liim sekillenebilmektedir. Bu sebeple DXR aracili nefrotoksisite
modelinde gerek tiir icinde gerek tiirler arasinda farkliliklar gozlenmektedir (Lee ve

Harris, 2011).

Doxorubicin aracili nefropati olusturulurken; tiir, cins, yas, cinsiyet gibi faktorlere bagh
olarak uygulanacak ilacin dozu degigmektedir. Uygulama yolu olarak literatiirde kuyruk
veni kullanan ¢aligmalar olsa da bu yontem ekstravazasyonun sebebiyet verecegi cilt
nekrozu riskini olusturmaktadir. Intrakardiyak ve intrarenal uygulama ydntemleri de

olmasina karsin deneysel modellerde kullanimlar1 yaygin yontemler degildir. Uygulama
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kolaylig1 ac¢isindan intraperitoneal enjeksiyon, peritondan emilimin bireylere gore
degisiklik gostermesine ve renal hasar olusumunda bir standardinin olmamasina ragmen

bu modelleme i¢in en tercih edilen uygulama yontemidir (Johansen, 1981).

Rodentlerde uygulanan deneysel modelde nefrotik sendrom ve kronik bobrek hasari
olusumu; kreatinin artmasi, kreatinin klirensinin azalmasi, serum albiimin seviyesinde
azalma, dislipidemi ve idrarla protein atiliminin artmasi gibi bobrek fonksiyonlarinda
bozulma goriiliir. Bu hayvanlarin bobrekleri histopatolojik agidan incelendiginde

tiibliler hasar sonucu lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu goriiliir (Wang vd., 2000).

1.2.4. Bobrek, Nefron, Nefrotoksisite

Bobrekler, metabolik atiklart disar1 atmak ve ekstraseliiler sivinin voliim ve bilesimini
ayarlamak gibi iki temel fonksiyona sahiptir. Bunun yaninda, bu fonksiyonlar

araciligiyla idrar olusumunu gerceklestirir (Reece, 2012).

Bobrekler iist lumbar bolgede, peritoneal katman tarafindan dorsoabdominal duvara
asilmis ve damarlar tarafindan beslenen bir organ ciftidir. Onlar1 ¢evreleyen periton
araciligiyla abdominal bosluktan ayrildiklari i¢in retroperitoneal yapilar denilmektedir.
Her bir bobrege arteriyal kan renal arter aracilifiyla getirilir, vendz kan ise renal ven
tarafindan uzaklastirilir. Renal arter dogrudan aorttan ayrilir, renal ven ise caudal vena

cava i¢ine birakilir (Reece, 2012).

Bobrek insanda ve ¢ogu evcil hayvanda fasulye seklinde bir yapiya sahip olup, atlarda
kalp, sigirlarda ise lobuler bir yapidadir. Bobrekler {i¢ katmandan olusan bir yapr ile
sartlmistir. Bu olusumlar en i¢ten disa dogru; fibréz kapsiil, adipoz kapsiil ve renal
fasiyadir. Bobregi distan saran fibroz kapsiildiir, bu kapsiil genisleme kabiliyeti az, bag
dokudan yapilmis saglam bir katman olup hilus da dahil bobregin tiim ylizeyini Orter.
Ancak bobrek dokusuna tamamen yapismadigr i¢in altindaki dokudan kolayca
ayrilabilir. Adipoz kapsiil; fibroz kapsiiliin dis tarafinda bulunan yag katmanidir,
bobregi travmalara karst korur. Yag dokusu renal hilustan igeri girerek siniis renaliste
bulunan yapilarin arasindaki bosluklar1 doldurur. Renal fasiya; adipoz kapsiiliin dis
tarafinda olmakla birlikte karin duvarindaki ekstraperitoneal yag dokusunun
yogunlasmasiyla olustugu kabul edilmektedir. Renal fasiya ve adipoz kapsiil, adrenal

bez ve bobregi beraber sarmistir (Kuran, 1983; Yildirim, 2000).
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Bobrege sagital bir kesit yapildiginda dis tarafta korteks, i¢ kisminda medulla boliimleri
goriiliir. Medulla, en i¢te bulunan siniis renalis ile distaki korteks arasinda yer alir.
Medulla kirmizimtirak renkte ve c¢izgili yapida olup, burada genis kisimlar1 kortekse
daralan kisimlar1 ise siniis renalise uzanan 8-18 kadar koni bulunur. Bunlar renal
piramitler ya da malpighi piramitleri olarak ifade edilir. Piramitlerin iist kisimlari
(papilla renalis) sinusta yer alan kiigiik kalikslere girer. Renal piramitler, nefronun distal
tibiilleriyle toplayicit kanallar1 igerir. Piramidal borucuklarin igerisinde bulunan
filtrattaki suyun reabsorbsiyonunu yaparak idrar1 konsantre hale getirirler. Toplayici
kanallar daha biiyiik olan ductus papillarislere, ductus papillarislerde piramitlerin st
kisimlarindaki foramen papillarislerle kiigiik kalikslere acilirlar. Korteks, renal
piramitlerin genis kismi ile bobrek kapsiilii arasinda kalan kisimdir. Sarimtrak-kirmizi
renkte olup piramitlerin etrafin1 sarip bobrek siniisiine uzanir. Korteks boliimii ¢ok
sayida diiz ve kivriml tiibiiller, kan damarlar1 ve makroskobik olarak da goriilebilen

corpusculum renale’den olusmaktadir (Kuran, 1983; Yildirim, 2000).

Kalbin bir dakikada pompaladigi kanin yaklasik %4’ti bobreklere gelir, ortalama 70 kg
canli agirligindaki bir canlida dakikada 1,2 litre, bir giinde ise yaklasik 170 litre kanin
filtrasyonunu yapar. Her bobrek abdominal aorttan ayrilan renal arterler araciligiyla
beslenirken, renal arterler bobregin giris kisminda dallanma yaparak dorde ayrilir. Bu
dallar renal hilusta birleserek renal veni olusturarak vena cava inferiora acilir. Bobregin
yapist loblardan olusur ve her bir lob renal tiipler ve nefronlardan olusur (Kaye ve
Goldberg, 1982). Bobregin en kiiciik fonksiyonel birimi nefron olup glomerulus,
bowman kapsiilii ve proksimal tiibiil, Henle kulpu, distal tiibiil ve toplayici tiibillerden
olusmaktadir. Bobregin fonksiyonu nefronlarin aktivitesine goére olusmaktadir.
Stiziilmek icin bobrege gelen kan afferent arteriyolle glomerulusa gelirken, dolasima
geri donecek olan kan efferent arteriyolle taginmaktadir (David ve Aslan, 2005).
Efferent arteriyoliin uzaklastirdigi kan peritiibiiller kapiller aga dagitilip tiim tiibillerin
kan ile beslenmesini saglar. Glomeruler filtrat, Bowman kapsiiliinde toplanir ve buradan
da tiibiillere geger ve distal tiibiilden sonra toplayici kanala aktarilir. Toplayict kanallar
renal papillada kiiciik kalikslerle birlesir, idrar bu kii¢iik kalikslerden biiyiik kalikslere
oradan da renal pelvise gonderilerek iireterler araciligiyla idrar kesesine tasinir, iiretra

tarafindan bosaltilana kadar burada depolanir (Reece, 2012).
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Bobreklerin en Onemli gorevlerinden biri metabolizma sonucu olusan maddelerin
uzaklastirilmasini saglamaktir. Viicut sivilarimin volim ve bilesimini kontrol ederek,
sivi-elektrolit dengesini diizenlemek de 6nemli goérevlerinden biridir. Homeostazisin
saglamasinda etkili olan bobrekler; toksik maddelerin atilimi ve sivi elektrolit
dengesinin diizenlenmesinin yaninda asit-baz dengesinin saglanmasi, kan basincinin

diizenlenmesi, hormon salgilanmasi gibi 6nemli gorevleri de vardir.

Homeostazisin saglanmasindaki en dnemli gorevlerinden biri viicut sivilarinin igerigini
korumaktir. Bunu viicuttaki sivi voliimiinii, ozmolaritesini, elektrolit dengesini ve
icerigini, yogunlugunu diizenleyerek yapar. Bu diizenlemeyi idrarla atilan su ve
elektrolit miktarin1 degistirerek saglar. Bir diger fizyolojik fonksiyonu metabolizma
sonucu olusan lre, iirik asit, kreatinin gibi atik irilinlerin viicuttan uzaklastirilmasini
saglamaktir. Bunlarin diginda bdbrekler enzim ve cesitli hormonlarin sentezi ve
salgilanmasinda rol oynar; renin anjiyotensin aldesteron sistemini juxtaglomeruler
aparatin aktive etmesiyle kan basincinin diizenlenmesi saglanir. Korteksin alt kismiyla
medullanin st kismina lokalize olmus olan peritubuler interstisyel hiicreler tarafindan
sentezlenen eritropoetin hormonu, viicudun ihtiyact oldugunda salgilanarak kemik
iligini uyarip eritrosit iiretimini stimiile eder. Kalsitriol olarak bilinen D vitamininin
aktif formunu (1,25 dihidroksikolekalsiferol), kalsiyum miktar1 azaldigi zaman
tiretilmesini ve kalsiyum fosfor dengesinin diizenlenmesini saglar. Ayrica afferent ve
efferent arteriyollerin arasinda bulunan mezengial hiicreler tarafindan prostaglandin

sentezlenir (Guyton ve Hall, 2017).

Bobregin temel is goren birimi olan nefron; bowman Kapsiilii, glomerulus, proksimal
tiibiil, Henle kulpu, distal tiibiil ve toplayici kanallardan olusur. Insan ve ortalama canli
agirh@r 60-70 kg civarindaki hayvansal organizmalarda her bobrekte yaklasik 1,2
milyon nefron bulunmaktadir (Wallace, 1998).

Bobrek fonksiyonlar1 nefron aktivitesiyle iliskilendirilir. Filtrasyon igin kan afferent
arteriyol ile glomerulusa gelir ve efferent olarak dolasima geri doner. Glomertiler kilcal
damarlarina gelen yiliksek basingli kan ile filtrat kilcal damar duvarindan Bowman
bosluguna gecer. Buradan da nefronun tiibiiler boliimlerinden gecerek igerigi degisir. Bu
gecis ile tiibiiler hiicreler araciligiyla limen igeriginin bir kismi reabsorbsiyona ugrar.

Viicuttan atilacak olanlar ise siiziintii ile liimen igeriginde kalarak toplayici kanallara ve
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oradan iireterler araciligiyla vesica {irinaryaya iletilir, liretra ile viicuttan uzaklastirilir

(Brown vd., 1997).

Bobrekler fizyolojik 6zellikleri bakimindan yiliksek perfiizyon hizina sahip olmalar
sebebiyle zararli maddelerin etkilerine maruziyet acisindan hassastirlar. Nefronlar
arasindaki yapisal farkliliklar toksikasyon durumuna verdikleri cevabin da farkl
olmasma neden olur. Bu farkliliklar sebebiyle bobregin bir kismu bir ajana duyarli
olurken diger kismi ayni ajana direng gosterebilmektedir. Proksimal tiibiiller hiicre
yapilart nedeniyle nefrotoksisite olusumunda en fazla hasar alan nefron bolimiidiir
(MacFarlane vd., 1989; Pfaller ve Crowell, 1998). Oysa proksimal tiibiillerin ilk
kisimlar1 bobregin diger i¢ kisimlarinda yer alan béliimlerle karsilastirildiginda oksidatif
hasara kars1 daha direngli oldugu gorilmiistiir (Guder ve Morel, 1992). Tiibiil epitel
hiicrelerinin kendilerini yenileme yetenekleri hizli olurken, glomerul ve medullada yer
alan hiicrelerin kendini yenileme kabiliyetleri ya daha yavastir ya da hi¢ yoktur. Bu
sebeple bu bolgede toksik maddeye siirekli maruziyet kronik bobrek yetmezligine neden
olmaktadir. Toksik maddelerin olusturdugu hasar1 nefronlar belirli bir seviyeye kadar
telafi etme yetenegine sahiptirler. Bobrek hasarinin siddetinin  belirlenmesinde
glomeruler filtrasyon hizi ve elektrolitlerin emilim miktarindaki degisimler
degerlendirilir. Bobrekler icin toksisite olusturmast muhtemel maddeler; biitiin ilaglar
ve kimyasallar, agir metaller, hemoglobin, miyoglobin, organik kimyasallar gibi
maddelerdir (James vd., 2004; Brown vd., 1997). Bébrek hastaliklarinin goriilme sikligi
her gegen giin artmakta, bobrek hastaliklar1 olusumunda en yiiksek risk faktorii
nefrotoksik ilag kullanimi olmaktadir (Liyanage vd., 2015; Seyahi vd., 2017).
Nefrotoksik olan ve giliniimiizde kanser tedavilerinde kullanilan ilaglar sitotoksik
olmalar1 sebebiyle bobrek hasar1 olusumuna neden olurlar. Bu durum kanser
hastaliklarinin tedavilerinde problem olusturmakta aym1 zamanda kanser ilaglarinin
kullanim dozunu da sinirlamaktadir (Choie vd., 1980; Bazmandegan vd., 2019). Bu
sebeple son yillarda kanser tedavilerinde alternatif preparatlar ve oOzellikle

fitokimyasallar ve bitkisel kaynaklar siklikla denenmektedir.

1.2.4.1. Bobrek Fonksiyon Belirtecleri

Bobrekler metabolizma sonucu olusan atik {irlinleri atmakla gorevlidir. Bébreklerde

meydana gelebilecek herhangi bir hasar sonucunda bobrekler fonksiyonlarini yeterince
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yerine getiremez ve atik iirlinler viicuttan uzaklastirilamaz. Bobrekte hasar oldugunda
miktarlarinda degisim gozlenen birgok parametre vardir. Bunlar arasinda bobreklerde
hasar tespitinde en ¢ok yaralanilan parametreler, kan iire azotu (BUN), kreatinin ve {irik

asittir.

Ure, protein metabolizmasi iiriinii olup karacigerde amonyaktan sentezlenmektedir.
Glomeruluslar tarafindan filtrasyona tabi tutulur fakat proksimal ve distal tiibiillerde
degisik derecelerde (bobrek kan akimi ve idrar miktarina bagli olarak) pasif sekilde
reabsorbsiyona ugrar. Bobrekler tarafindan atilimi gerceklesen iire; protein
katabolizmas1 siirecini yansittigi i¢in kan tire diizeyi aglik, ates, yanik gibi doku
nekrozuna sebebiyet veren durumlarda BUN miktar1 azalabilir. Serum diizeyi sabit
olmayan {ire, yiiksek protein igerikli diyet sonrasinda artabilir. Filtrasyona tabi tutulan
tirenin yaklasik % 50’si ¢ogunlukla proksimal tiibiillerden reabsorbe edilir. Dolayisiyla
proksimak tiibiillerde sodyum ve su reabsorbsiyonunu arttiran her tiirlii uyar1 kan iire

diizeyini arttirdig1 ifade edilmektedir (Carlson, 1990; Yenigerioglu vd., 2019).

Kreatinin, beslenme ile alinan hayvansal proteinlerle ve iskelet kasindaki fosfokreatinin
metabolizmasi1 sonnucunda olusur. Viicuttaki liretimi kas kitlesiyle orantilidir. Miktari
yas, cinsiyet ve viicut kitlesine gore degismektedir. Genelde dolasima sabit mikatrlarda
gecer ve proteine baglanmaz, glomerullerden serbest bir sekilde filtre edilir, tiibiillerden
reabsorbsiyona ugramaz, sadece proksimal tiibiillerden sekresyona ugrar. Kreatinin
sekresyonunun artmasma yada azalmasina sebebiyet veren pek ¢ok durum vardir.
Bobrekler tarafindan atildigr icin bobrek yetmezligine sebebiyet veren durumlarda
kreatinin miktarinda artis gozlenir. Glomeruler filtrasyon hizi diistiikge kandaki
kreatinin miktar1 da artmaktadir. Kreatinin karacigerde metilasyona ugradigi igin

karaciger hastaliklarinda miktarinda azalma goézlenir.

Urik asit, viicut hiicrelerinde ve gidalarda bulunan piirin niikleotidlerinin katabolizmasi
sonu olusan son iiriindiir. Piirinlerin parcalanmasiyla olusan iirik asit kanda ¢6ziinerek
bobreklere gelir ve idrarla disar atilir. Serumda bulunan {irik asit miktar: arttig1 zaman
iirik asit kriztalize olur ve ¢oker. Urik asit miktarmin artmasi, renal vazokonstriksiyon,
sistemik hipertansiyon, tubulointersitisyal hasar, nitrik oksit sentaz yapiminda zalma ve
afferent arterlerde bozulmaya sebebiyet vermektedir (Johnson vd., 2009; Sengiil vd.,

2011). Saglikli bireylerde iirik asit glomeruluslardan tamamu filtre edildikten sonra
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proksimal tiibiillerden geri emilimi gerceklesir ve filtre edilmis olan iirik asidin yaklasik
%10’u idrarla disar1 atilir. Bobreklerde hasar oldugunda iirik asit miktarlarinda artig
olur, glomeruler filstrasyonda azalma goriiliir. Bobreklerde meydana gelen hasar ile tirik
asidin atilim1 yapilamaz ve biriken iirik asit renal epitel hiicrelerinin yiizeyine yapisarak

bobrek tasi olusumuna neden olur (Chaundhary vd., 2013; Su vd., 2014).

Bobrek hasarinin tespit edilmesinde giivenilir parametreler olarak degerlendirilen
Notrofil Gelatindz iligkili Lipokain (NGAL) ve bobrek hasar molekiilii (KIM-1) tiibiiler
hasar i¢in biyobelirteg olarak kullanilmaktadir (Clerico vd., 2012; Tian vd., 2018).
Nefronlarin distal tiibiil kismindan sentezlenen NGAL, akut nefrotoksisitenin meydana
getirdigi tiibiiler hasar ve inflamasyon tablosunda onemli bir belirte¢ oldugu ifade
edilmektedir (Schmidt-Ott vd., 2007; Devarajan, 2008). KIM-1 ise saglikli bobreklerde
yok denecek kadar az olan fakat hasar meydana gelmis bobreklerin tiibiiler hiicrelerinde
Ozellikle proksimal tiibiillerinden fazlaca eksprese edilen transmembran bir
glikoproteindir (Tian vd., 2018). Renal tiibiiler hasarin tespit edilmesinde hem NGAL
hem de KIM-1 giivenilir olmasi sebebiyle kullanilmaktadir (Schrezenmeier vd., 2017).

Bobreklerde renal tiibiiler epitelyumundan suyun geri emilimini saglayan yada
sekresyonuna izin veren Aquaporinler (AQP), transmembran glikoproteinleridir
(Kishore vd., 2000). Memelilerde, 7 ytanesi bobreklerde olmakla birlikte toplam 13 alt
tipi bulunmaktadir (Cen vd., 2015). AQP-1 proksimal tiibiil ve inen Henle kulpundaki
epitel hiicrelerinin apikal ve bazolateral membranlarinda ve ayrica dis medular inen
vasa rectanin mikrovaskiiler endotelinde ¢ok miktarda bulunur (Verkman, 2002).
Fizyolojik su dengesinin saglanmasinda oOnemli rolii olan bdobrekler AQP
fonksiyonlarmin en iyi anlasildigr yerdir. AQP’ler nefronlarin farkli segmentlerinde
belirli bir dagilim gosterirler ve suyun geri emilimiyle idrarin olusumunda etkin rol
oynarlar (Verkman vd., 2001; Nielsen vd., 2002). Bobreklerde meydana gelen hasar
durumunda AQP’lerin seviyelerinde azalma goriilmektedir (Gao vd., 2006; Kuzu vd.,
2018).

1.2.4.2. Oksidatif Stres ve Bobrekler

Serbest oksijen radikalleri (SOR) dis orbitallerinde bir yada daha fazla eslenmemis
elektron igeren bilesikler olup hiicre metabolizmasindaki tepkimeler sirasinda ortaya

cikar. Oksijenli solunum yapan organizmalarda stirekli olarak serbest oksijen radikalleri
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tiretilmektedir. Fizyolojik olarak oksidan iiretimi antioksidan mekanizmalar tarafindan
dengelenmekte ve oksidatif hasar olugsmasi 6nlenmektedir (Diindar ve Aslan, 2000).
Serbest radikalleri ile bunlar1 tamponlamak ig¢in ¢alisan antioksidan mekanizmalar
arasindaki dengenin bozulmasina oksidatif stres denilmektedir. Oksidatif stres lipit
peroksidasyonu, protein oksidasyonu, DNA’da mutasyona ve zincir kirilmalarina,
sitotoksik etkilere ve sinyal iletiminde bozukluklara sebebiyet vererek hiicre hasari

meydana getirmektedir (Atmaca ve Aksoy, 2009; Dervis, 2011).

Antioksidan savunma mekanizmalar1 hiicrelerde meydana gelen oksidatif hasarin
Oonlenmesinde rol oynarlar. Oksidatif stres tablosunda organizma reaktif oksijen
radikallerinin {iretimini engellemeye ¢alisir yada bunlarin sebebiyet verdigi hasara karsi
proteinleri onararak kars1 koymaya ¢alisir. Bilinen antioksidan savunma mekanizmalart;
enzimatik antioksidanlar (CAT, SOD, GPx) ve nonenzimatik antioksidanlar (GSH,
NADPH, E vit, C vit gibi) olarak siniflandirilmaktadir. Enzimatik antioksidanlardan
olan siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikallerinin hipdrojen peroksit ve
molekiiler oksijene donilisiimiinii katalizler. SOD aktivitesinde artis olmasiyla meydana
gelebilecek hidrojen peroksit CAT ve GPx enzimlerinin aktivitelerinin artmasiyla
kontrol edilir (Diindar ve Aslan, 2000; Koca ve Karadeniz, 2005). CAT, hiicrelerde
peroksizom organellerinde bulunur. Enzim aktiviteleri dokulara gore farklilik
gostermekle birlikte bobrek ve karacigerde en yiiksek diizeyde aktivite gdsterdigi
bilinmektedir (Dizdaroglu vd., 2002; Koca ve Karadeniz, 2005). Ortamdaki hidrojen
peroksit yogunlugu arttiginda CAT enzim aktivitesinde de artis gézlenir. Eger ortamda
bulunan hidrojen peroksit konsantrasyonu diisiik ise diger antioksidan enzimler dahil
olurlar ve hidrojen peroksiti substrat olarak kullanarak ortamdan uzaklastirilirlar (Dat
vd., 2000). CAT ve GPx enzimleri benzer etkileri olmasma karsin hiicre igindeki
yerlesimleri ve etkileri agisindan farklhidirlar. GPx enzimi baslica sitozol ve
mitokondride, CAT enzimi ise peroksizomlarda bulunur (Esrefoglu, 2009; Dervis,
2011). Nonenzimatik antioksidanlar grubunda yer alan glutatyon (GSH), karacigerde
glutamik asit, sistein ve glisinden sentezlenmekte, hiicrede ise en c¢ok sitozol,
mitokondri ve niikleusta bulunmaktadir. Hiicrei¢i GSH nin biiyiik bir kismi indirgenmis
(tiyol) olarak ki antioksidan 6zelligini saglayan kisimdir, daha az bir kismi ise okside

glutatyon (GSSG) formunda bulunur. GSH hidroksil ve singlet oksijen gibi reaktif
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oksijen tiirlerini temizler ve diger serbest radikaller ile peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreyi oksidatif hasardan korur (Koca ve Karadeniz, 2005; Esrefoglu, 2009).

Lipidler serbest oksijen radikallerine kars1 en duyarli biyolojik molekiillerdendir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, SOR ile kolay bir
sekilde tepkimeye girerek peroksidasyon iirlinlerini olustururlar. SOR’un olustumus
oldugu bu lipid peroksidasyonu nonenzimatik lipid peroksidasyonu olarak ifade
edilmektedir. Yag aistlerinin peroksidasyonu ozellikle {i¢ yada daha fazla cift bag
icerenler, malondialdehit (MDA) olusturur (Steinberg ve Chait, 1998; Vincent vd.,
2004). MDA yag asidi oksidasyonunda spesifik bir belirteg olmayip lipid
peoksidasyonunun derecesine bagli olarak seyreder. Peroksidasyonla olusan MDA
membran bilesenlerinde ¢apraz baglanmalara ve polimerizasyona neden olur. Bunun
sonucunda ise deformasyon, iyon transportu, enzim aktiviresi ve hiicre protein
agregasyonu gibi membran 6zelliklerinin bozulmasina neden olur (Steinberg ve Chait,
1998; Taysi, 2005). Mitokondriyal zar biitiinliigii bozuldugunda daha fazla SOR
tiretimine yol acabildigi ifade edilmektedir (Smith vd., 2007).

Oksidatif stres bircok dokuda hasar olusturmaktadir, bu dokulardan birisi de
bobreklerdir. Bobreklerde oksidatif stres sonucunda olusan hasar neticesinde
alblimintiiri, proteiniiri, hiperlipidemi, nefrotik sendrom gibi durumlar ortaya
cikmaktadir. Bunlarla birlikte glomertiler filtrasyon hizinin diismesine, glomeruller
kapillerlerde hasara, tiibiiler atrofiye neden olarak bobreklerde fonsiyonel bozulmalar
olusturmaktadir. Bdbreklerde bu hasarin olusmasinda serbest radikallerin hiicre
membran1 fosfolipit yapisinda peroksidasyon olusturup membran gecirgenliginde

bozulmalara sebebiyet vermektedir (Diindar ve Aslan, 2000; Alkorlar vd., 2017).

1.2.4.3. Sitokinler ve Bobrekler

Sitokinler, metabolizma, enflamasyon ve kan basinci gibi ¢esitli fizyolojik siirecin
kontroliinde kritik 6neme sahip kii¢lik proteinlerden olusan biiyiik bir gruptur. Hiicresel
doku ve organizmada homeostazisin saglanmasinda dengeyi saglayan Onemli
unsurlardir. Proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler arasinda dengede meydana
gelebilecek bozukluklar, cok sayida inflamatuar hastaligin olusmasina sebebiyet
vermektedir (Vilcek ve Feldman, 2004; Lin ve Karin, 2007). Sitokinler farkli hiicrelerce

tiretildikleri ve farkli hiicreleri etkiledikleri igin islevlerine ve kaynaklarina gore
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kategorize edilmektedirler. Lokositlere etki eden sitokinler interlokin olarak adlandirilir
ve lokositleri uyararak farklilagsmalarini, ¢ogalmalarini saglarlar. Konak savunmasi igin
sitokin yanitlarinin optimize edilmesinde I6kositlerle etkilesime giren parankim
hiicrelerinin de rolii oldugu ifade edilmiktedir. Sitokinler lenfositler tarafindan
sentezlendiginde lenfokin olarak isimlendirilirken monosit ve makrofajlar tarafindan
sentezlenenler monokin olarak tanimlanir. Mevcut literatiire gore lenfokin ve monokin
ifadeleri ¢ikarilmis ve temel islevleriyle tanimlanan interlokin (IL) ifadesi kabul
gormiistiir. Fonksiyonlarina gore sitokinler; interferonlar, tiimor nekroz faktér (TNF),
kemokinler seklinde smiflandirilmaktadir (Holdsworth ve Gan, 2015; Carpenter ve
Fitzgerald, 2018).

Cok sayida interlokin bulunmakta olup bu calismada degerlendirmeye alinan
interlokinler IL-1B, IL-10, TNF-a, NF-kB, iNOS ve p38a MAPK bobrek dokusuda
yangl parametleri olarak degerlendirilmistir. IL-1 endojen pirojen veya lenfosit
etkinlestirici faktor olarak da ifade edilmekte, endotel hiicreleri, dendritler, astrositler,
makrofajlar, nétrofiller ve T ile B lenfositlerde iretilmektedir. IL-1a ve IL-1p olmak
tizere iki gene sahiptir. IL-1a tretildigi hiicrede kalip, hiicre bir baska hiicre ile temas
ettiginde etkisini gosterirken IL-1f eriyebilen araci bir protein olarak etkisini gdsterir.
IL-10, sitokin iiretimini azaltic1 faktor olarak da ifade edilen, yardimci T lenfositler, B
lenfositler, mast hiicreleri, monositler, makrofajlar ve eozinofiller tarafindan
iretilmektedir. 1L-10; interferonlar, IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-6 ve TNF-a ve B gibi
sitonkinlerin liretilmesini ve makrofajlarin antijen sunma kabiliyetlerini azalttig1 ifade

edilmistir (Quesniaux, 1992; Lalani vd., 1997; Onder ve Keskin, 2006).

Proinflamatuar sitokinlerden olan TNF-a ve IL-1p gibi sitokinler aktif makrofajlardan
sentezlenerek, inflamatuar reaksiyonlari aktive edici rol oynarlar (Elshopakey ve Elazab
2021). NF-kB yangi gelisiminde kritik bir rol oynamakta olup TNF-a basta olmak
tizere proinflamatuar sitokinlerin salinimina etki etmektedir. TNF-o salinimi arttinca
inflamatuar yanitin olugsmasi i¢in gerekli IL-1P gibi sitokinlerin sentezlenmesini saglar
(Kaygusuzoglu vd., 2018). Inflamasyon siireci ile iliskili sinyaller tarafindan
fosforilasyonla aktive edilen p38a MAPK sinyal yolagi, bobreklerde inflamasyonun

diizenlenmesinde rol alan 6nemli sinyal yolaklarindan biridir (Tu vd., 2013).

1.2.4.4. Apoptoz ve Bobrekler
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Programli hiicre 6liimii olarak ifade edilen apoptoz, gen diizeyinde hassas bir sekilde
diizenlenip DNA hasariyla yada gelisim sirasinda olusanlar gibi hasarli hiicrelerin
diizenli ve etkili bir sekilde ortadan kaldirilma siirecidir (Fuchs ve Steller, 2011).
Karmasik bir mekanizmasi olan apoptoz bir¢ok sinyal yolunu i¢ermektedir. Apoptoz bir
hiicrede kaspaz aracili ekstrinsik (dis) veya intrinsik (i¢) yollar ile tetiklenebilmektedir.
Her iki yol da efektdr apoptotik kaspazlari aktive etmek icin birlesir ve sonucta
apoptozun morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleriyle hiicresel degisikliklere neden olur
(Wong, 2011). Proapoptotik ve antiapoptotik protein diizenleyicileri arasindaki denge,

bir hiicrenin apoptoza girip girmedigini belirleme agisindan kritik bir durumdur.

Apoptotik Sliimlerin ortak siireci kaspaz aktivasyonudur. Kaspazlar, proteinleri aspartik
kalintilardan sonra parcalayan sistein proteazlardir. Proenzim olarak iiretilip proteolitik
parcalanmayla aktive olur. inflamatuar yanit, hiicre proliferasyonu ve diferensiyasyonu
gibi apoptotoik olmayan siireglerde de etkili oldugu bildirilmistir (Chowdhury vd.,
2008). Kaspaz aktivasyonuyla son bulan mitokondriyal yolak (intrinsik) ve O6lim
reseptorli yolagi (ekstrinsik) birbirleriyle baglantili olup, bir yolaktaki molekiiliin diger
yolag etkiledigi ifade edilmistir (Igney ve Krammer, 2002). Apoptotik kaskadlar farkl
yollarla islevlerini yerine getirmekte olup bazi kaskadlar intrinsik transkripsiyonel
programlarla yada ekstrinsik 6liim sinyalleriyle tetiklenir, bazilar1 da mitokondriyal

sitokrom-c salinimi veya proapoptotik faktor birikimi s6z konusu olmaktadir.

Mitokondriyal yol olarak da ifade edilen intrinsik yol Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) gen
ailesi iiyeleri tarafindan regiile edilir. Icerdikleri homolog domainlerine gére Bcl-2
ailesi, saglikli hiicrelerde antiapoptotik mekanizma olan Bax/Bak’1 baskilar. Bcl-2’nin
Bax’a oran1 apoptotik uyaranin, yasam yada 6liim olarak nasil devam edecegini belirler
(Oltvai vd., 1993). Apoptotik siiregte ortaya ¢ikan sitokrom-c gibi proapoptotik
proteinler sitozole geger. Sitozole gegen sitokrom-c, Apaf-1 ile birlikte apoptozom
olarak bilinen kaspaz aktive edici kompleksi olusturur. Bu siireglerin sonunda DNA,
niikleozomal pargalarina ayrilir ve meydana gelen apoptoz bazi yontemlerle ( western

blot, Tunel, jel elektroforezi gibi) dlgiilerek tespit edilir (Xu vd., 2016).

Ekstrinsik yolun regiilasyonun da; istenmeyen Yyada potansiyel olarak tehlikeli
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in TNF (timor nekroz faktorii) reseptorii ailesine ait

hiicre ylizey Oliim reseptorleri, siirecin basglangi¢ asamasinda 6liim ligandlarini tanir.

24



Oliim ligandlariyla liim reseptdrleri arasinda meydana gelen etkilesim spesifik protein-
protein baglantilar1 ile olusmaktadir. Bu reseptorler sisteinden zengin hiicre dist
bolgeleri ve oOliim bolgesi olarak adlandirilmakta olup yaklasik 80 aminoasitlik
sitoplazmik alana sahiptirler. Bu sitoplazmik alan, apoptozun baslamasi igin sinyalin
hiicrenin yiizeyinden hiicre igine iletilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Peter ve

Krammer, 2003).

Bobreklerde apoptoz orani en fazla gelisim sirasinda goriilmektedir (Koseki vd., 1992).
Apoptoz, bobrek hasarina sebep olan olgularda bobrek epitel hiicrelerinin kaybina
neden olmaktadir (Hughes ve Savill, 2005; Lorz vd., 2006). Nefrotoksisite olusturulan
caligmalarda, apoptozun endoplazmik retikulum (ER) tarafindan baslatildigi ve
kalsiyum homeostazisindeki bozukluklar yada yanlis katlanmig proteinlerin birikimiyle
tetiklendigi ifade edilmistir. Bunun sonucunda mitokondriyal yolun da dahil olmasiyla
kaspaz bagimli ve bagimsiz yollarla hiicre 6liimiinii baslatmak i¢in ortaya ¢ikan ¢oklu
sinyal yollar1 olusmaktadir (Feri ve Kroemer, 2001; Breckenridge vd., 2003; Xu vd.,
2005). Bobrek ve bobrek dist hiicrelerde mitokondriyal membran, stres sirasinda
intrinsik ve ekstrinsik proapoptotik ve antiapoptotik sinyallerin entegrasyonu i¢in kilit
bolge olarak kabul edilmektedir. Proapoptotik ve antiapoptotik mekanizmalar arasindaki
denge bozuldugunda hiicrelerin dis mitokondriyal membranini acarak, hiicrelerin 6liip
O0lmeyecegini belirler (Zamzami ve Kroemer, 2001). Mitokondriyal permeabilizasyonu,
sayllar1 az olan Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan diizenlenmektedir. Mitokondriyal
membranin korunmasi dnemlidir ¢iinkii stres kaynakli permeabilizasyon sitokrom-c gibi
proapoptotik proteinlerin kaspaz bagimli ve bagimsiz yollar1 aktive etmesine neden olur
(Hengartner, 2000). Bobrek epitel hiicrelerinde membran gegirgenligini arttiran Bcl-2
ailesi proteinlerinden Bax ve Bak’tir. Bcl-2 ve Bcl-XL ise Bax ve Bak tarafindan
gerceklestirilen membran saldirisin1 antogonize ederler. Hiicre o6liimiiniin birincil
belirleyicisi Bax/Bcl-2 oraninin artmasi olarak kabul edilmektedir (Korsmeyer, 1999).
Renal hiicrelerde meydana gelen iskemi Bax’1 aktive edip Bcl-2’yi azaltmaktadir (Wang
vd., 1999; Chien vd., 2005; Havasi vd., 2008).

Doxorubicin apoptotik yollarin tetiklenmesinde, serbest radikaller ve oksidatif stresin
artmasina sebebiyet vererek cesitli biyolojik molekiillerde oksidatif hasara ve membran

lipid peroksidasyonuna neden olur (Sun vd., 2016).
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1.2.5. Cinnamaldehit

Yaygin olarak bilinen ve kullanilan bir fitokimyasal olan Cinnamladehit (CA),
yunancadan tiiretilmis bir kelime olan cinnamon (targin-tatli odun) bitkisinin biyoaktif
kimyasalidir. Tar¢in yaprak dokmeyen tropikal bir agacin i¢ kabugundan elde edilir.
Antik ¢aglardan giiniimiize kadar gelen, sadece giizel koku ve aromasi i¢in degil sagliga
olan yararlar1 i¢in de kullanilan dogal bir maddedir (Shan vd., 2007; Vinitha ve Ballal,
2008).

Bugiine kadar 250 tar¢in tiiriiniin tiretildigi ancak bunlardan yalnizca 4 tanesinin tar¢in
baharat1 iiretiminde kullanildigi bilinmektedir. Cin targini olarak bilinen Cinnamomum
cassia ve gergek tar¢in olarak bilinen Cinnamomum zeylanicum (Cinnamomum verum)
en yaygin bilinen tarcin tiirleridir. Tarcin {iretiminde oncii olan iilke Sri Lanka olup
seylan tarcini olarak bilinen Cinnamomum zeylanicum tar¢inin buraya 6zgii tiirtidiir. Sri
Lanka tar¢inini diger targinlardan ayiran o6zelligi kumarin igerigidir. Kumarin giiglii
antioksidan olmasina ragmen yiiksek dozlarmin karacigerde toksik etkilerinin oldugu
ifade edilmistir (Ranasinghe vd., 2017). Giiniimiizde gittikce O6nemli hale gelen
antioksidan gilivenligi goz Oniine alindiginda Sri Lanka tar¢iminin kumarin igerigi
oldukca diisiikk miktarlardadir (Blahova ve Svobodova, 2012). Bilinen diger bir tar¢in
tiirii Cinnamomum cassia olarak da bilinen Cin tar¢inidir. Ancak Cin targini goriintiisii
itibariyle seylan tar¢inina benzese de bilesen olarak farkliliklar1 vardir. Avrupa Gida
Giivenligi Oteritesinin (EFSA) verilerine gore bir giinde alinmasi 6nerilen kumarin
miktar1 ortalama 70 kg canli agirligina sahip bireyler i¢in 7 miligramdir. Cin tar¢inin 1
graminda bulunan kumarin miktar1 3,8 miligramken, ayn1 miktardaki Seylan tar¢ininda
bulunan kumarin miktar1 ise 0,1 miligram olarak ifade edilmistir. Soygan tar¢ini ya da
Vietnam tar¢ini olarak ifade edilen Cinnamomum loureirii 1 graminda ise 6,8 miligram
kumarin bulunmaktadir (EFSA, 2008; Koyu, 2019).

Tar¢in; Cinnamaldehit (CA), trans-cinnamik asit, eugenol, flavonoidler, fenolik
bilesikler, terpenoidler gibi ¢ok sayida bilesik igermektedir (Jain vd., 2015).
Cinnamaldehit miktarlari, tar¢in tiiriine gore degismekle birlikte seylan tar¢ini olarak
bilinen Cinnamomum zeylanicum’da % 65-70 oraninda, Cin tar¢ininda ise % 85-90
seviyelerindedir. Bu oranlar tar¢inin Kalitesini belirlemekte ve Kkalitesine gore

degismekte oldugu bildirilmistir (Kizilaslan ve Erdem, 2019). Yapilan klinik ¢aligmalar
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Cin tarcininin Seylan tar¢inina gore daha etkili oldugunu ve targin dziitlerinin kabuk

tar¢inlara gore etkinliginin daha fazla oldugunu gostermistir (Gruenwald vd., 2000).

Tar¢in kabugu olarak bildigimiz formu; agacin dis kabugunun soyulmasi ve ig¢
kabugunun kivrilip kurumasiyla olmaktadir. Piyasada kabuk tar¢in olarak ve yahut
ogiitiillip toz haline getirilmis formuyla bulunmaktadir. Tar¢in en ¢ok insiilin direnci, tip
Il diyabet, metabolik sendrom, artrit ve hiperlipidemi gibi ¢ok sayida klinik durumlarda
takviye olarak kullanilmaktadir (Medagama, 2015). Fakat tarcinin bilesenlerinin
metabolik etkileri lizerine yapilan ¢alismalar degiskenlik gostermektedir (Bingdl ve

Karabulut, 2012).

Tar¢in etken maddelerine bakildigi zaman igerisinde; CA, kumarin, polifenoller gibi
bircok maddenin yani sira demir, bakir, kalsiyum, fosfor, iyot, krom, manganez, ¢inko
ve potasyum gibi elementler de icermektedir (Bingdl ve Karabulut, 2012). Yapilan
calismalarda tar¢inin etkinliginin hangi bilesenden ileri geldigi pek bilinmiyorken suda
coziinen bilesenleri ayristirilarak yapilan son c¢alismalarda tar¢inin etkinligini bu

bilesenlerle gosterdigi ileri siirilmiistiir (Anderson vd., 2004).

Tar¢ina kokusunu ve aromasini veren ve lezzetinin kaynagi olan CA, ugucu bir yag olup
tar¢inin ana bilesenidir. Cinnamaldehit ugucu yagi Jean-Baptiste Dumas ve Eugéne-
Melchior Péligot tarafindan 1ilk olarak 1834 yilinda izole edilmis ve 1854 yilinda
Italyan kimyager Luigi Chiozza tarafindan laboratuvarda kimyasal sentezi yapilmistir

(Ashakirin vd., 2017; Pathirana vd., 2019).

H

Sekil 1.6: Cinnamaldehit molekiiler yapisi (Hajinejad vd., 2020)
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Cinnamaldehit kan sekerini ve kolesterolii diisiiriicii 6zellikleriyle bilinmekte ve bu
Ozelligi sebebiyle geleneksel tipta kullanilmaktadir (Bernardo vd., 2015). Yapilan
caligmalarda bu ozelliklerin yani sira antikanserojenik, kemopreventif, antioksidan,
antiinflamatuar, antiapoptotik, antiviral ve noroproktektif etkilerinin oldugunu da
gostermistir (Li vd., 2019; Guo vd., 2017; Youn vd., 2008). Ayrica CA’nin ve diger
bilesenlerinin bobrek, karaciger, kalp (Mathew ve Abraham, 2006; Noori vd., 2012),
beyin ve pankreas (Khasnavis ve Pahan, 2012; Malik vd., 2015) gibi farkli dokular

tizerinde koruyucu etkilerinin oldugu yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir.

Etki mekanizmasi incelenen Cinnamaldehit, 1L-6 ve TNF gibi inflamasyonu stimiile
eden mediyatorlerin baskilanmasini sagladigi bilinmektedir (Chao vd., 2007). Iskemik
inme modeli olusturulan bir ¢alismada islem oOncesi CA uygulanmasi sonucunda
enflamatuvar molekiillerin salinimini diizenledigi ve iskemi alaniyla norolojik defisit
(kayip/hasar) skorunu azalttigi rapor edilmistir (Chen ve ark., 2016b). Cinnamaldehit’in
COX-1, COX-2, p53, tromboksan A2 olusumunu azaltip, trombosit kiimelenmesini ve
vazokonstriksiyon olusumunu o6nledigi de bildirilmistir (Guo vd., 2017; Huang vd.,
2007).

Cinnamaldehit’in nefroprotektif 6zelligi lizerine literatiirde yeterli bilgi bulunmamakla
birlikte yapilan bir ¢alismada asetominofen ile olusturulmus nefrotoksisite karsisinda
tarcin yaginin oksidatif stres, apoptoz, ve inflamasyon iizerine iyilestirici etki yaparak

bobregi korudugu bildirilmistir (Alshahrani vd., 2021).

Siklofosfamid ile olusturulmus renal toksisite ¢alismasinda CA’nin bobrekteki MDA
diizeylerini 6nemli 6l¢iide azalttig1 ve serum kreatinin ile kan {ire azot miktarin1 6nemli

diizeyde azalttig1 rapor edilmistir (El Salam vd., 2023).

Saglik tizerine olumlu etkileri oldugu diisiinlilen tar¢in, lizerine calismalar yapilan
Oonemli bir baharat tiirli olmustur. Bu caligmalar arasinda antikanser niteligi {izerine
arastirmalar yapilmasi onem kazanmistir. Tar¢inin ana bilesenlerinden olan CA’nin
antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser aktivitelerinin oldugu bilinmektedir. Yapilan
bir caligmada cinnamaldehitin hiicresel antioksidan gibi davranarak kanserin etkisini

azaltmaya yardimci oldugu bildirilmistir (Chew vd., 2010; Wang vd., 2015).
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Dogal bilesenlerin sentetik ilaglara gore daha az zararli olmasi ve yiiksek doz
toleransina sahip olmasi ile bu bilesenler antikanser ila¢ gelistirilmesinde Onemli
kaynak olusturmaktadirlar. Cesitli sentetik ilaclara gore daha giivenilir bir alternatif
olabilecekleri goz Oniine alinarak bitkiler ve fitokimyasallardan yararlanmaya yonelim
artmaktadir. Potansiyel antikanser bilesiginin en belirgin etkisi kanser hiicresi

canliliginda olusturdugu degisikliklerdir.

Cinnamaldehit’in insan premiyelositik 16semi hiicrelerinde sitotoksik ve apoptoz
indiiksiyonuna etkilerini aragtiran bir ¢alismada; CA’nin reaktif oksijen iiretimi ile
apoptoz sinyalini ilettigini boylece mitokondriyal gecirgenligi ve sitokrom-C salinimini
indiikleyerek apoptoz indiikleyici etkisinin oldugu gosterilmistir (Chao vd., 2008).
Apoptozu indiikleme 6zelligini gosteren, mesane kanseri hiicre hattinda in vitro olarak
yapilmis olan bir diger ¢alismada CA’nin kanserli hiicre hattin1 inhibe etmek igin 1s1
soku protein transkripsiyon faktorii-1 (HSF-1), epidermal biiylime faktorii reseptorii-2
(ErbB2) ve laktat dehidrojenaz A (LDHA) lizerine etki ederek bu yollar1 baskiladigi
rapor edilmistir (Aminzadeh vd., 2022).

Moon ve Pack tarafindan 1983’te 16semi (L1210) hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada
Cinnamaldehit’in kanserli hiicreler tizerinde sitotoksik etkisinin oldugu bildirildi.
Malign hiicrelerin biiylimesini yartya indiren etki ortaya koyan CA’nin protein sentezini

bloke ederek L1210 hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigi ifade edilmistir.

Glioblastom (U87MG) hiicre hatlar1 iizerinde yapilan bir diger ¢aligmada ise
doxorubicin ile birlikte uygulanarak CA’nin etkinligi arastirilmistir. Calismada CA
DXR ile birlestirildiginde DXR’1n kanserli hiicreler lizerinde sitotoksik etkisini 6nemli
Olctide arttirdigy ifade edilmistir. CA U87MG hiicre hattinda apoptozu indiiklemek i¢in
kaspas-3 ve kaspaz-9 ile Bcl-2 ve Bax genlerinin artmasina neden oldugu bildirilmistir.
Bunlara ek olarak doxorubicinin etkinliginin CA varliginda arttigin1 gozlemlemislerdir
(Abbasi vd., 2020).

Meme kanseri hiicre hattinda (MCF-7) yapilan baska bir ¢alismada CA’nin sitotoksisite
ve kanserli hiicrelerin biiylime yetenegi tizerine inhibisyon etkisinin oldugu

bildirilmistir (Poornima ve Deeba, 2020).
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Yapilan calismalar neticesinde CA’nin antikarsinojenik etkisi daha ¢ok in vitro
caligmalarla gosterilmis olup in vivo ¢alismalarda bobrekler tizerinde koruyucu etkisinin

olup olmadig1 yeterince bilinmemektedir.
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2. MATERYAL ve METOT

Bu ¢alisma Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nde yapildi. Calismanin yapilabilmesi igin etik onayr Afyon Kocatepe
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AKUHADYEK) tarafindan
49533702/44 onay numarasi ile 14.04.2021 tarihinde alindi. Calisma Afyon Kocatepe
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklendi

(Proje No: 21.SAG.BIL.14).

2.1. Deneyde Kullamilan Kimyasal Maddeler

Doxorubicin [Adrimisin 50 mg’lik enjektabl toz iceren flakon (50 mg/25 mL serum
fizyolojikte hazirlandi), Saba Ilag Sanayi ve Ticaret A.S., TURKIYE], Cinnamaldehit
(50 mg/10 mL serum fizyolojikte hazirlandi) ise Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
ABD)’den temin edilmistir.

2.2. Hayvan Materyali

Deneysel calisma Wistar Albino 1rki, 8-12 haftalik, 200-250 gr agirliginda 48 adet disi
rat {izerinde gerceklestirildi. Hayvanlar Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilmis olup calisma siiresince bu
merkezde barindirildi. Calisma siiresince ratlar standart ortam kosullarinda (%55-60
nem, 22 £ 1°C sicaklik ve 12:12 aydinlik-karanlik siiresi) muhafaza edildi. Yem ve su

ad libitum olarak saglandi.

2.3. Deneysel Uygulamalar

Calismada Doxorubicin (DXR) ve Cinnamaldehit (CA)’in uygulama sekli ve dozu
literatiirde belirtilen caligmalardan referans alinarak belirlendi (EI-Sherbiny ve El-
Sherbiny 2014, Mateen vd., 2019). Calisma plan1 21 giin olacak sekilde yapildi. DXR
(periton igi; IP yolla) ve CA (oral yolla) serum fizyolojik yardimiyla uygun

dozajlamalar1 yapilarak ratlara uygulandi.
48 adet rat rastgele secilerek alt1 gruba ayrildi (n=8);

1.grup/Kontrol grubu: Ratlara 21 giin boyunca serum fizyolojik (SF), haftada 2 kez iP
yolla (DXR ile esit hacimde) ve her giin oral yolla (CA ile esit hacimde) uygulandi.
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2.grup/CA10 grubu: Ratlara 21 giin boyunca CA, giinde tek sefer gastrik gavaj
yardimiyla oral yolla 10 mg/kg dozunda; SF ise haftada 2 kez IP yolla (DXR ile esit
hacimde) uyguland.

3.grup/CA20 grubu: Ratlara 21 giin boyunca CA, giinde tek sefer gastrik gavaj
yardimiyla oral yolla 20 mg/kg dozunda; SF ise haftada 2 kez IP yolla (DXR ile esit
hacimde) uygulandi.

4.grup/DXR grubu: Ratlara 21 giin boyunca SF, giinde tek sefer gastrik gavaj
yardimiyla oral yolla esit hacimde uygulandiktan bir saat sonra DXR, haftada 2 kez
olmak iizere 3,5 mg/kg dozunda IP yolla uygulandi (Toplam 6 doz; kiimiilatif 21
mg/kg).

5.grup/CA10 + DXR grubu: Ratlara 21 giin boyunca CA, giinde tek sefer gastrik gavaj
yardimiyla oral yolla 10 mg/kg dozunda uygulandiktan bir saat sonra DXR, haftada 2
kez olmak iizere 3,5 mg/kg dozunda IP yolla uyguland1 (Toplam 6 doz; kiimiilatif 21
ma/kg).

6.grup/CA20 + DXR grubu: Ratlara 21 giin boyunca CA, giinde tek sefer gastrik gavaj
yardimiyla oral yolla 20 mg/kg dozunda uygulandiktan bir saat sonra DXR, haftada 2
kez olmak iizere 3,5 mg/kg dozunda IP yolla uyguland: (Toplam 6 doz; kiimiilatif 21
mg/kg).

Tiim uygulamalar sabah saatlerinde yapilmis olup 21.giinkii son uygulamadan bir giin
sonra ratlar izofluran anestezisi altinda servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildi.
Calisir vaziyetteyken kalpten kan alindiktan sonra bobrekler de uygun metotlarla alindi.
Kan 6rnekleri serum i¢in kirmizi kapakli serum tiiplerine alinarak 3000 g’de on dakika
santrifiij edildi (Heraeus Megafuge 8 R, ThermoFisher Scientific, MA, ABD). Santrifiij

sonrasi serum kisimlari ayrilarak analiz edilinceye kadar -80°C’de muhafaza edildi.

2.4. Renal Fonksiyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Serumdan; kan iire azotu (BUN), kreatinin ve {irik asit 6l¢iimii otoanalizor yadimiyla
yapilarak serumdaki diizeyleri Abbott Architect c8000 cihazinda Abbott kitleri

kullanilarak belirlendi.

2.5. Renal Oksidatif Stres Parametrelerinin Belirlenmesi
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Bobrek dokularinin bir kismi 1,15% potasyum klorid soliisyonunda (pH 7.4) [1:9 (w/V)]
homojenize edildi (VDI 12 homojenizator, VWR, PA, ABD). Homojenizasyon
isleminden sonra 2100 g’de +4°C’de 10 dakika santrifiijj edildi. Elde edilen

siipernatantlar analiz edilinceye dek -80°C’de muhafaza edildi.

Bobrek dokularindaki lipid peroksidasyonunun tayini i¢in malondialdehit (MDA)
seviyeleri 6l¢iildii. Bu analiz, bir molekiil MDA'nin iki molekiil tiyobarbitiirik asit ile 95
°C sicaklikta ve diisik pH'da (3.5) 60 dakika boyunca reaksiyona girmesine
dayanmaktadir. Olusan pembe rengin ekstraksiyonu i¢in piridin ve n-biitanol karisimi
kullanildi. Absorbans, 532 nm'de spektrofotometrik olarak olgiildii. Elde edilen
absorbans  degerleri, c¢izdirilen kalibrasyon egrisi yardimiyla  hesaplandi.

Konsantrasyonlar nmol/g doku olarak ifade edildi (Ohkawa vd., 1979).

Indirgenmis glutatyon (GSH) seviyeleri Sedlak ve Lindsay’in (1968) metoduna gore
belirlendi. Bu analize gore siilfidril grubu ihtiva eden bilesikler araciligiyla DTNB
[5,5°-Ditiyobis (2-nitrobenzoik) asit] indirgenir. Reaksiyon sonucu olusan sar1 renk 412
nm’de spektrofotometrik olarak o6l¢iildii. Elde edilen absorbans degerleri, c¢izdirilen
kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplandi. Konsantrasyonlar nmol/g doku olarak ifade
edildi.

Calismada total (Cu-Zn ve Mn) Siiperoksit Dismutaz’in (SOD) bobrek dokusundaki
aktivitesinin tespit edildigi yoOntemin prensibi; nitroblue tetrazolium (NBT)
rediiksiyonunun, ksantin — ksantin oksidaz sistemi tarafindan inhibe edilmesine dayanr.
Bir birim SOD, NBT indirgeme oraninda %350 inhibisyona neden olan enzim miktari
olarak tanimlandi. Hazirlanan &rnekler 560 nm absorbansta okundu ve elde edilen

degerler, U/g protein cinsinden ifade edildi (Sun vd., 1988).

Katalaz’in (CAT) bobrek dokusundaki aktiviteleri, CAT tarafindan Hidrojen Peroksit’in
(H20,) aynigtirilma oranlarina gore belirlendi. Reaksiyonu gergeklestirecek karigim;
pH’1 7.0 olan 50 mM fosfat tamponu ve 10 mM H;0,’den olustu. H,O2 nin indirgenme
hiz1 oda sicakliginda 60 sn boyunca 240 nm’de izlendi. Bu analize gore elde edilen

degerler, katalaz/g protein cinsinden ifade edildi (Aebi, 1984).

Bobrek dokusundaki protein miktarlari Lowry vd’nin (1951) metoduna gore belirlendi.

Bu metoda gére proteinlerin yapisinda bulunan peptid baglari, bakir iyonu (Cu*?) ile
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alkali ortamda bir kompleks olusturur ve Cu”’ya indirgenir. Indirgenmis kompleksin
biinyesindeki aminoasitler Folin-Fenol reaktifini indirger ve renk olusumuna neden
olur. Bu rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Hazirlanan 6rnekler

750 nm absorbansta okunarak protein seviyeleri tespit edildi.

Glutatyon peroksidaz (GP-x; kod no: E1172Ra, Bioassay Technology Laboratory,
Zhejiang, Cin) enzim aktiviteleri ile NADPH oksidaz 4 (NOX-4; iiriin no: SEB924Ra,
Cloud-Clone Corp. CCC, TX, ABD) seviyeleri ise lreticinin talimatlarina gore ticari
ELISA Kkitleri ile belirlendi. Spektrofotometrik 6lgiimler, Shimadzu 1601 UV - VIS
spektrofotometre (Tokyo, Japonya) cihazi kullanilarak yapildi. ELISA kiti ile yapilan
analizler Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo, St. Louis, MO, ABD) cihaz1
yardimiyla 6l¢iildi.

Resim 2.1: Oksidatif stres parametrelerinin 6l¢timii

2.6. Renal inflamasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Inflamasyon parametreleri icin bobrek dokular1 PBS tamponu igerisinde [1:9 (w/v)]
homojenize edildi. Ornekler 14.000 g’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edildi (Heraeus
Megafuge 8 R, ThermoFisher Scientific, MA, ABD). Santrifiij sonrasi siipernatant
kisimlar1 analiz edilinceye kadar -80°C'de muhafaza edildi (Qu ve ark 2020). Ol¢iim
icin siipernatantlardan Niiklear Faktor kappa B (NF-kB; iirtin no: SEB824Ra), Tiimor
Nekroz Faktorii alfa (TNF-a; iiriin no: SEA133Ra), Interlokin 1 beta (IL-1p; iiriin no:
SEA563Ra), interlokin 10 (IL-10; SEA056Ra) ve Nitrik Oksit Sentazin indiiklenebilir
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izoformu (INOS; iiriin no: SEA837Ra) seviyeleri Cloud-Clone Corp. (CCC, TX,
ABD)’den temin edilen kitler ile; mitojenle aktive olan protein kinaz p38 alfa (p38a
MAPK; katalog no: CK-bio-25173), aktivitesi ise Shanghai Coon Koon Biotech Co.,
Ltd (Shanghai, Cin)’den temin edilen Kit ile Olglildii. Analizlerin olglimi igin
Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo, St. Louis, MO, ABD) cihazi
kullanildi.

Resim 2.2: inflamasyon parametrelerinin élgiimii

2.7. KIM-1, NGAL ve AQP-1 Seviyelerinin Belirlenmesi

Bobrek dokularinda, bobrek hasarit molekiilii (KIM-1; {iriin no: SEA785Ra), notrofil
jelatinazla iliskili lipokalin (NGAL; iiriin no: SEB388Ra) ve Aquaporin 1 (AQP-1; iiriin
no: SEA579Ra) seviyeleri iireticinin [Cloud-Clone Corp. (CCC, TX, ABD)]
talimatlarina gore ticari ELISA kitleri ile belirlendi. Yapilan analizler Multiskan™ FC

Microplate Photometer (Thermo, St. Louis, MO, ABD) cihazi1 yardimiyla 6l¢iildii.

2.8. Western Blot Analizleri

Calisma sonunda ratlardan alinan bobrek dokularinin bir kism1 da apoptotik belirtecler
igin kullanildi. Bobrek dokusu ratlardan alindiktan hemen sonra PBS tamponu ile
arindirlldi ve ardindan ivedilikle aliiminyum folyo ile sarilarip sivi azot igerisinde
dondurularak analiz yapilincaya kadar -80°C'de saklandi. Analiz asamasinda +4°C'de
¢ozdiriildikten sonra xTractor™ tamponu [1:20 (w/v), (Takara Bio, CA, ABD)]
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icerisinde; protein stabilizasyonu igin ProteoGuard EDTA-Free Protease Inhibitor
Cocktail (%1) (Takara Bio, CA, ABD) eklenerek Fisherbrand bead mill 2 mL tube
containing 2.4 mm metal beads RNase/DNase free (ThermoFisher Scientific, MA,
ABD) tiipleri kullanilarak VWR® 4-Place Mini Bead Mill Homogenizer (VWR, PA,
ABD) cihazinda homojenize edildi. Homojenatlar elde edildikten sonra 12.000 g’de
+4°C'de 20 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar igerisindeki protein miktar1 Takara
BCA Protein Assay Kiti (Takara Bio, CA, ABD) yardimiyla belirlendi. Her 6rnek jel
tizerinde kuyucuga 40 ng protein igerecek sekilde PBS ve 4xLaemmli numune tamponu
(Bio-Rad, CA, ABD) ile seyreltildi. Proteinlerin denatiirasyonu igin her 6rnegin igine 1
puL 2-merkaptoetanol (Bio-Rad, CA, ABD) eklendi, sonrasinda drnekler kuru blok
1sitictya alinarak (HB120-S, DLAB, Johor, Malezya) 95°C'de 5 dakika inkiibasyona
birakildi. Orneklere %10°luk Tris/Glisin/SDS tamponu igerisinde jel elektroforezi ile

yiiriitme/kosturma islemi yapildi.

Resim 2.3: Western blot analizi i¢in 6rneklerin jel elektroforezine yiiklenmesi

Proteinler, jel {izerinde yiiriitiilmesi isleminin ardindan transfer tamponu [Tris/Glisin
(%10) + metanol (%20) + distile su (%70)] igerisinde 1slak sistem ile poliviniliden
diflorid (PVDF) membranlara aktarildi. Membrana aktarilma/transfer asamasindan

sonra membran 90 dakika boyunca bloklama soliisyonu [(fish gelatin), (Takara Bio, CA,
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ABD)] igerisinde oda sicakliginda ¢alkalayicit tizerinde inkiibasyona birakildi.
Bloklamay1 takiben membrana TBS-Tween tamponu ile 5’er dakika olacak sekilde
toplamda 3 kez yikama islemi uygulandi. Yikama islemini takiben primer antikorlar
[(Bax, Bcl-2, Cyt-c, Procaspase-3 ve B-aktin); (1:1000 seyreltme)] bloklama soliisyonu
ile seyreltilerek membranin izerine konuldu ve gece boyunca (yaklasik 15-17 saat)
+4°C'de inkiibasyona birakildi. Siire sonunda membrana TBS-Tween ile 3 kez 5’er
dakika yikama islemi yapildi. Sonrasinda sekonder antikor HRP-conjugated Affinipure
Goat Anti-Rabbit IgG(H+L) bloklama soliisyonu ile seyreltilerek (1:2000 seyreltme)
membran lizerine dokiildii ve galkalayici tizerinde oda sicakliginda 90 dakika boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda membran yikama soliisyonuyla bu kez
10’ar dakika olacak sekilde 3 kez yikandi. Gorintilleme cihazinda bantlar BioRad
Clarity Max ECL substrat1 (Bio-Rad, CA, ABD) kullanilarak goriintiilendi. Bantlarin
dansitometrik analizi ImageLab programi (Bio-Rad, CA, ABD) kullanilarak yapildu.

Resim 2.4: Western blot analizi yiiriitme/kosturma asamast

2.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in SPSS (Statistical Package for the Social Sciences ver 20.0 SPSS

Inc, Chicago Illinois, ABD) programi kullanildi. Sonuglar; normallik analizlerinin
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ardindan ortalama + standart sapma olarak verilip, gruplar arasi karsilastirmada one-
way Anova ve post-hoc test olarak Duncan testi tercih edildi. p<0,05 degeri anlaml
olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Ratlarda Doxorubicin ile deneysel olarak olusturulan nefrotoksisiteye karsi
Cinnamaldehit uygulamasimin etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada; Kontrol, CA10,
CA20, DXR, CA10+DXR ve CA20+DXR seklinde 6 farkli deney grubu olusturuldu.
Bu deney gruplar arasinda renal fonksiyon parametrelerinin (BUN, Kreatinin, Urik
Asit), oksidatif stres parametrelerinin (MDA, GSH, SOD, CAT, GPx, NOX-4),
inflamatuar belirteglerinin (NF-kB, TNF-a, IL-1p, IL-10, iNOS, p38a MAPK) ve
apoptoz parametrelerinin (Bax, Bcl-2, Sitokrom-C, Prokaspaz-3, B-actin) analizleri
gerceklestirildi. Elde edilen bulgular, deney gruplari arasindaki farkliliklart gdstermek
amactiyla istatistiksel degerlendirmeleri ile birlikte grafik, tablo ve sekil olarak

gosterildi.

3.1. CA ve DXR Uygulamalarimin Renal Fonksiyon Parametreleri Uzerine Etkisi

DXR uygulanan ratlarda BUN, kreatinin ve iirik asit serum seviyeleri, kontrol grubuna
gore oOnemli Olglide yiiksek bulundu (p<0,001). Buna karsin serumdaki bdbrek
fonksiyon belirteglerinin CA10 ve CA20 gruplarinda Onemli miktarda azaldigi
gozlemlendi (p<0,001) (Cizelge3.1).

Cizelge 3.1: CA ve DXR’nin ratlarda serum bobrek fonksiyon parametreleri iizerine etkileri

CAI10 + CA20 +
Parametreler Kontrol CA10 CA20 DXR DXR DXR
28.06 + 3197+ 2882 + 53,00+ 4381 + 38,66 +
BUN (mg/dl) 1,00° 1,75 161° 174° 115 0.91°
g:gef;;;"” 0,39+ 0,02° | 0,44+0,02° | 0,40 =0,03% | 0,72+ 0,06° | 0,61+ 0,03° | 0,54+ 0,04°
Urik Asit a a a 14,17 + 11,23 + b
(ma/dh) 8.45+036% | 8,35=032% | 8,17 0,35 e 057 9.81 + 0,58

Veriler her grupta sekiz adet sican i¢in ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edildi. Ayni satirda farkli harflerle (

gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar: ifade etmektedir (p < 0,001).

a‘b‘c.d.e)

3.2. CA ve DXR Uygulamalarmin Renal Oksidatif Stres Parametreleri Uzerine

Etkisi

CA ve DXR uygulamalarinin bobrek dokusundaki MDA, GSH, SOD, CAT, GP-x ve
NOX-4 parametreleri iizerine etkisi Cizelge 3.2’de gosterilmistir. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda DXR verilen grupta GSH seviyeleri ile SOD, CAT, GP-x ve NOX-4
aktivitelerinde azalma gozlendi (p < 0,001). DXR grubundaki MDA ve NOX-4
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seviyeleri ise kontrol grubuna gore onemli 6l¢iide yiikseldigi gozlendi (p < 0.001).
CA10 ve CA20 gruplarinda, DXR uygulamasia bagli olarak artan MDA ve NOX-4
seviyelerinin azaldigini; GSH seviyesi tizerinde ise artirici etki géstermistir (p < 0.001).
Ayrica CA tedavileri SOD, CAT ve GP-x aktiviteleri lizerinde de artirici etki gosterdigi
tespit edildi (p < 0,001).

Cizelge 3.2: CA ve DXR’nin ratlarda bobrek oksidatif stres parametreleri iizerine etkileri

CA10 + CA20 +
Parametreler Kontrol CA10 CA20 DXR DXR DXR
MDA (nmol/g 26,02 + 23,29+ 2483 £ 44,05 + 38,48 + 31,70 £
doku) 4,28 3,65° 2,20° 2,94° 2,14° 1,13°
GSH (nmol/g 18,36 + 18,56 + 21,23 + 8,80 + 12,48 + 14,60 +
doku) 0,99" 0,77° 1,18° 0,94° 0,53" 0,87°
SOD (Ulg 27,66 + 26,21 + 27,30 + 14,01 + 18,17 + 19,21 +
protein) 1,23 0,96° 1,96° 1,03" 0,92° 0,89°
gg;laz ’ 15,06 + 16,93 + 17,62 + 5,49 + 9,99 + 11,56 +
azlg 1,00° 1,81¢ 1,13° 0,63 0,76 1,15
protein)
GP-x (Ulg 48,16 + 49,47 + 53,09 + 26,72 + 34,17 + 40,78 +
doku) 2,95° 2,93 4,52° 3,17° 2,20 1,91°
NOX-4 (ng/g 2 334+ 2,56+ 6,47 + 547 + 432+
doku) 251203571 7 3gp 0,30° 0,50° 0,33 0,53°

Veriler her grupta sekiz adet sigan icin ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edildi. Aym satirda farkli harflerle (*%%€)

gosterilen degerler istatistiksel olarak anlaml farkliliklar: ifade etmektedir (p < 0,001).

3.3. CA ve DXR Uygulamalarinin Renal inflamasyon Parametreleri Uzerine Etkisi

CA ve DXR uygulamalarinin bobrek dokusundaki NF-kB, TNF-a, IL-1p, IL-10, iNOS
ve p38a MAPK parametreleri iizerine etkisi Cizelge 3.3’te gosterilmistir. Kontrol
grubuna gore DXR uygulanan ratlarda NF-kB, TNF-a, IL-1B, INOS seviyeleri ile p38a
MAPK aktivitesinin 6nemli lglide artirdigi gézlendi (p < 0.001). Bu parametrelerin
artan seviyeleri CA10 ve CA20 gruplarinda énemli 6l¢iide azaldi (p < 0,001). Kontrol

grubu ile CA gruplari arasinda ise anlamli bir fark goriilmedi.

Cizelge 3.3: CA ve DXR’nin ratlarda renal inflamasyon parametreleri tizerine etkileri

CA10 + CA20 +
Parametreler Kontrol CA10 CA20 DXR DXR DXR
NF-kB (ng/g 21,54 + 20,42 + 18,52 + 43,77 + 38,31 + 30,65 +
doku) 1,15° 0,91%° 1,02 1,75° 1,63 1,36°
TNF-0 (ng/ 2 2 .| 1535+ 12,81 + 11,81 +
ok (g8 | 781+0,97% | 8,88+0,53% | 8,43+ 0,53 o 0.96" 083"
IL-1B (pg/g 28,93 + 33,48 + 27,73 + 58,61 = 47,86 + 41,49 +
doku) 2,32° 2,81° 1,48 3,44° 4,05° 1,89°
IL-10 (pg/g 39,83 + 39,10 + 43,15+ 14,96 + 26,31 + 28,89 +
doku) 1,93° 1,96° 1,71¢ 1,96 2,78 1,71°
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iNOS (ng/g 78,99 + 76,09 + 70,48 + 165,62 + 128,58 + 110,79 +
doku) 3,74 2,79°° 3,54° 8,39° 4,28" 5,40°
p38a MAPK 2,96 + 2,86+ R d . 3,60 +
(nalg doku) 033 03geb | 254+ 0347 53940747 | 4104063 060°¢

Veriler her grupta sekiz adet sican igin ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edildi. Ayni satirda farkli harflerle (*%%€)

gosterilen degerler istatistiksel olarak anlaml farkliliklari ifade etmektedir (p < 0,001).

3.4. CA ve DXR Uygulamalarinin KIM-1, NGAL ve AQP-1 Seviyelerinin
Belirlenmesi

CA ve DXR uygulamalarinin bobrek dokusundaki KIM-1, NGAL ve AQP-1 seviyeleri
lizerine etkisi Cizelge 3.4’te goOsterilmistir. Kontrol grubuna gére DXR uygulanan
grupta KIM-1 ve NGAL seviyelerinde onemli olgiide artis goézlenirken, AQP-1
seviyesinin 6nemli Olgiide azaldigi gozlendi (p < 0.001). CA gruplarinda ise DXR
uygulamasina bagli olarak yiikselen KIM-1 ve NGAL seviyelerinde 6nemli Slgiide
azalma goriiliirken, AQP-1 seviyesinde artis gézlendi (p < 0,001).

Cizelge 3.4: CA ve DXR’nin ratlarda bobrek KIM-1, NGAL ve AQP-1 seviyeleri {izerine

etkileri

CA10 + CA20 +
Parametreler Kontrol CA10 CA20 DXR DXR DXR
KIM-1 (ng/g 51,36+ 52,97 + 57,71+ 112,73 + 85,09 + 84,97 +
doku) 3,46° 1,85 3,36° 6,17° 3,18° 4,01°
NGAL (ng/g 80,49 + 78,36 + 7743 + 174,97 + 132,63 + 125,12 +
doku) 3,45° 4,96° 3,84° 6,20° 2,24° 4,39°
AQP-1 (pg/g 144,99 + 130,12 + 124,14 + 7477 + 93,41 + 89,97 +
doku) 4,36° 5,23° 4,24° 3,33° 3,06° 511°

Veriler her grupta sekiz adet sigan i¢in ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edildi. Aym satirda farkhi harflerle (*%%€)

gosterilen degerler istatistiksel olarak anlaml farkliliklar: ifade etmektedir (p < 0,001).

3.5. CA ve DXR Uygulamalarmin Apoptoz Uzerine Etkileri

CA uygulamasinin bobrek dokusundaki DXR kaynakli apoptoz tizerindeki antiapoptotik
etkilerinin molekiiler mekanizmalarin1 daha ayrintili olarak incelemek ig¢in pro-
apoptotik karakterli Bcl-2-associated X protein (Bax) ile Sitokrom-c (Cyt-c) ve anti-
apoptotik karakterli B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) ve Procaspase-3 (Procas-3)1in
ekspresyon seviyeleri arastirildi (Sekil 3.1). Apoptozun belirlenmesinde 6nemli rolii
olan Bax/Bcl-2 oraninin DXR uygulamalari ile 6nemli 6lgiide arttig1; CA uygulamasiyla
bu oranin azaldigi belirlendi (Sekil 3.1 - 1A, 1B, 1C). DXR uygulanan grupta Cyt-c
seviyesi onemli Olclide artarken; CA20+DXR grubunda Cyt-c ekspresyon diizeyinde

onemli Olglide azalma gozlendi (Sekil 3.1 - 1D). Procas-3 seviyelerinde ise DXR ve
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CA10+DXR gruplarinda kontrol gruplarina gore énemli dl¢iide azalma goriiliirken; bu
gruplara kiyasla CA20+DXR grubunda artis gézlendi (Sekil 3.1-1E).

Kontrol CA 10 CA 20 DXR DXR+CA 10 DXR+CA 20
S F

Sekil 3.1: CA ve DXR uygulamalarinin apoptoz tizerine etkisi
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4. TARTISMA

Adriamicin olarak da bilinen antrasiklin grubu antibiyotiklerden olan Doxorubicin,
genis spektruma sahip kemoterapdtik ilaglardan biridir. Kanser tedavilerinde 40 yili
askin siiredir hem hematolojik hem de kati timor hiicrelerinde etkinligini gosteren
antitimor ilacidir (Weiss, 1992; Varela-Lopez vd., 2019). Gida ve Ilac¢ dairesi (FDA)
onayli kemoterapotik ilaglarin en giigliilerinden biri olarak kabul edilmektedir. Hizla
boliinen hiicrelerle miicadele etme ve hastaligin ilerlemesini yavaglatma yetenegi yaygin
olarak kabul edilmektedir (Tacar vd., 2012). DXR antikanser 6zelligini, serbest oksijen
radikallerinin iiretilmesi ve DNA molekiiliine eklenerek topoizomeraz II'yi aktive edip
DNA zincirinde kirilmalar olusturarak iki sekilde gostermektedir (Kang vd., 1996;
Meredith ve Dass, 2016). Antikanser ilaglar hizli bliyiime potansiyeli gosteren timor
hiicreleri iizerinde etkinlik gdstermelerinin yani sira viicutta hizla biiyliyen saglikli

hiicrelere de etki etmektedir (Corrie, 2011).

Tiim kemoterapotik ilaglarda oldugu gibi antrasiklin grubu kemoterapotik ilaglardan
DXR’inde istenmeyen yan etkilere sahip oldugu, bunlar arasinda; nefrotoksisite,
kardiyotoksisite ve hepatotoksisite’nin dikkat ¢ektigi, bunlarin disinda diger dokular
tizerinde de istenmeyen etkilere sebebiyet verdigi gosterilmistir (Goel ve Aggarwal,
2010).

DXR aracili nefrotoksisite de bobrekler kan basincini, elektrolit ve asit-baz dengesini
diizenlemede, organizmadan uzaklastirilmas: gereken metabolik tiriinler, kemoterapotik
ajanlar, antibiyotikler gibi ¢esitli ilaglarin da atilimini (klirens) saglamak gibi temel
fizyolojik islevlerini yapmakta zorlanirlar (Kandemir vd., 2017). Bu sebeple
nefrotoksisite anatomik ve fizyolojik olarak toksik maddelere olduk¢a duyarli olan
bobrek dokusunda stres ve islev bozukluklariyla kendini gostermektedir (Rehman vd.,
2012). DXR kanserli hiicreleri yok etmesinin yaninda bobreklere zarar vererek siklikla
nefrotoksik bir etki gosterdiginden; DXR aracili nefrotoksisite; nefropati, proteiniiri,
glomertiler hiicrelerde hasar olusumu gibi patolojik sonuglarla ortaya c¢ikmaktadir
(Troxell vd., 2016). Bu sebeple antikanser ilaglar 6zellikle DXR ve iginde yer aldigi
gruba ait ilaglarin hangi dokular i¢in ne diizeyde toksisiteye sahip olduklarina yonelik
yapilmis oldukca fazla ¢caligma bulunmaktadir. Yaygin bilinen sitotoksik etkilerine karsi

DXR uygulamalarinda nefrotoksisite gibi istenmeyen yan etkileri azaltabilmek hatta

44



miimkiinse tamamen engelleyebilmek amagli olarak son yillarda g¢esitli
fitokimyasallarin bitkisel kiirlerin ve antioksidanlarin tamamlayici tibbi uygulamalar
olarak yada konvansiyonel tibbin endike kabul ettigi medikasyon sec¢eneklerine dahil
edilebilmesi amaciyla olduk¢a fazla arastirma yapildigi dikkat g¢ekmektedir. Bu
caligmalar sonucu raporlanan verilerin neredeyse tamamina yakin1 heniiz bir ilag
formiilasyonu haline gelebilmis degildir. Biiylik ¢ogunlugu gida destegi niteliginde
ticarilesmis bu iirlinlere her gegen giin yeni arastirilma bulgusu dogrultusunda yenileri
eklenmektedir. Folklorik tipta ve halk elindeki uygulamalarda ¢ay1 veya diger
formlarinin siklikla kullanildig:r tibbi aromatik bir bitki olan tar¢inin ana biyoaktif
kimyasali olan CA’da bu kapsamda birgok ¢alismaya konu olmus bir fitokimyasaldir.
Ancak kaynak taramalarimizda CA’nin DXR aracili nefrotoksisite lizerine etkilerine
yonelik bir arastirmaya rastlanilmamistir. Bu sebeple tez c¢aligmasi DXR aracili

nefrotoksisite olgusunda CA’nin degisik dozlarinin etkilerine odaklanmustir.

Tez calismasi kapsaminda DXR’nin bobrek fonksiyon parametreleri tizerine etkileri
arasgtirtlmis; BUN, kreatinin ve {irik asit diizeylerinin DXR uygulamasindan sonra arttig1
goriilmiistiir (Cizelge 3.1). Bobrek fonksiyonlarinin belirlenmesinde miktar1 6nem
arzeden iire, protein metabolizasyonu sonucu ag¢iga cikan son {riindiir. Bobrek
tibtillerinden proksimal ve distal tiibiilden reabsorbe olur. Bu dokularda hasar meydana
gelmesi durumunda iire geri emilimi azalarak kandaki miktarinda artis goriilebilir
(Ecelbarger vd., 2001). Kas metabolizmasinin olusturdugu organik atik olan kreaitininin
yiikselmesi, bobreklerde meydana gelen hasarin gostergelerinden biridir (Inuwa vd.,
2011). Reabsorbe olmayip bobrekler araciligiyla atilimi gergeklesen kreatinin, bobrek
fonksiyonlarmnin yetersiz olmasi durumunda serumdaki miktar1 yiikselir. Serum
kreatinin miktarinin normalin iki kat {izerine ¢ikmasi bobrek fonsiyonlarint %50
oraninda azaltir (Sandhiutami vd., 2019). Bu c¢alismada BUN, kreatinin ve trik asit
gostergelerinde DXR grubunda meydana gelen artig, yapilmis diger ¢alismalarin hemen
tamamina yakiniyla paralellik gosterdi (Rashid vd., 2013; Heeba ve Mahmoud, 2016).
Bu gostergelerdeki artis DXR’in bobrek islevlerini olumsuz etkiledigini gostermekte
ancak bu etkisini hangi mekanizma {izerinden gerceklestirdigi tam olarak
bilinmemektedir. Buna ragmen DXR toksisitesinin glomeriiler ve tiibiil-interstisyel
hasar kaynakli olabilecegi, bu hasara ise artmis oksidatif stres ve kirilmis antioksidan

savunmanin dolayli olarak yol a¢tigina yonelik bildirimler bulunmaktadir (Bou vd.,

45



2013; Elsherbiny ve Elsherbiny, 2014). Bu durumda DXR grubunda artan BUN,
kreatinin ve tirik asit degerlerinin DXR aracili bobrek hasarini gosteriyor oldugu

distinilmiistiir.

DXR uygulanan grupla kiyaslandiginda CA10 (10 mg/kg) ve CA20 (20 mg/kg)
gruplarinda BUN, kreatinin, iirik asit seviyelerinde tespit edilen istatistiksel diizeydeki
azalma, bu calismada uygulanan miktarlarda CA’nin DXR aracili bobrek hasarimni
Onlemede veya azaltmada Onemli bir antioksidan fitokimyasal oldugunu
diistindiirmektedir. Bu koruyucu etkinligin CA20 grubunda daha belirgin oldugu g6z
Oniine alindiginda  CA’nin artan miktarlarinin  daha yiliksek koruyucu etkiler
olusturabilecegini diisiindlirmekte ancak giivenli sinirin tespit edilebilmesi icin daha
yiiksek diizeyde dozlarla yapilacak c¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu bulgular CA
ile ilgili diger dokular iizerinde yapilmis calisma bulgulariyla da biiyiilk oranda
uyumluluk gostermekte, bu yoniiyle CA’nin DXR aracili tiim toksisitelerde giivenli,

esik ve tavan dozlarini belirleyecek caligmalara ihtiyag oldugu goriilmektedir (El Salam
vd., 2023).

Dis orbitallerinde bir yada daha fazla eslenmemis elektron igeren serbest oksijen
radikalleri, oksijenli solunum yapan organizmalarda siirekli tiretildiklerinden, bu serbest
radikaller ile bunlari ve etkilerini tamponlamaya yonelik olarak caligan antioksidan
savunma arasindaki denge bozuldugunda karsimiza ¢ikan oksidatif stresin DXR aracilt
nefrotoksisite ve diger sitotoksik siireglerde de primer veya sekonder role sahip oldugu
distintilmektedir (Sun, 1990). Nefrotoksisite gelisiminde serbest radikallerin hiicre
membran1  fosfolipit yapisinda olusturduklar1 peroksidasyona bagli membran
gegirgenligi bozunumlar etkili oldugu gosterilmistir (Diindar ve Aslan, 2000). DXR
uygulamalarinin serbest radikal {iretim siireclerine bagl olarak oksidatif stresi arttirdigi
aynt zamanda antioksidan molekiillerin aktvitesini ve potansiyalini (antioksidan
enzimleri baskilamasi yoluyla) inhibe ettigi bildirilmistir (Alkorlar vd., 2017). Bu
durumlar g6z oOniine alindiginda bu tez calismasinda DXR uygulanan ratlarda,
antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve GPx’in aktivitesinin istatistiksel anlamda
azalmis olmasi yine doku antioksidan substratlarinda GSH’in miktariin azalmis olmasi
ve biitiin bunlart destekler mahiyette lipid peroksidasyonu gostergesi olan MDA’ nin

istatistiksel diizeyde artmasi (Cizelge 3.2), DXR aracili nefrotoksisitede oksidatif stresin
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onemli rol oynadigini gostermektedir. Bu bulgular, DXR’nin diger bulgulardaki
sitotoksik etkilerine yonelik ¢aligmalarla da benzerlik gostermektedir (El Shitany vd.,
2008; Meshah vd., 2010; Benzer vd., 2018).

Oksidatif stres ve oksidatif stres kaynakli hasar bobreklerde tahribata yol agmakta
bunun sonucunda; albliminiiri, proteiniiri, hiperlipidemi ve nefrotik sendrom ortaya
cikabilmektedir. Ve bu durum glomeriiler filtrasyon hizinda diisiis, glomeriiler kapiller
hasar ve tiibiilotoksisite gibi bobrek islevselligine dair bozulmalara yol agmaktadir. Bu
sebeple DXR’nin serbest radikal iiretimi ve oksidatif strese yol agarak antioksidan

etkinligi de kirarak nefropati patogenezine neden oldugu gosterilmistir (Badary vd.,
2000).

Calismada DXR uygulamasinin oksidatif hasar olusturduguna iliskin bir diger belirte¢
ise NOX-4 seviyesinin istatistiksel 6nemde artmis olmasidir. NOX-4 bir NOX izoformu
olup oksidan/antioksidan denge bozuldugunda bobrek dokusundan gokga sentezlenerek

serbest radikallerin tiretimini arttiran bir ajandir (Sedeek vd., 2013).

Calismada uyguladigimiz farkli dozlardaki (10 ve 20 mg/kg) CA ise, DXR’nin
diistirdiigii antioksidan SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerini ve GSH seviyesini
artirmig, MDA ve NOX-4 seviyelerini azaltmistir. Bu artis ve azalmalarin timii
istatistiksel Onemdedir. Bu yoniiyle bulgular hem CA’nin gii¢lii bir antioksidan
potansiyel olusturucu ve artirici oldugunu hemde spesifik olarak DXR aracili oksidatif
stresi etkili bir sekilde giderebilecegini ve sonug olarak DXR aracili nefrotoksisite ve
bobrek hasarini azaltabilecegini gostermektedir. CA’nin antioksidan bir fitokimyasal
oldugu kadar, antiinflamatuar ve antiapoptotik etkilere de sahip olduguna yonelik
calismalar oldukga fazladir (Li vd., 2019; Guo vd., 2017).

CA gruplarinda izlenen antinefrotoksik koruyucu etkinin temel yolagi oksidatif stresi
gidermesi (lipid peroksidasyonu gostergesi MDA’y1 azaltip antioksidan enzim
aktivitelerini ve GSH potansiyelini artirmasi) olabilir. Bu mekanizma CA’nin serbest
radikal iretimini baskilamasi ve antioksidan aktivite ile antioksidan potansiyeli
desteklemesinden kaynaklanan iyilestirici bir etki seklinde ¢alismaktadir. Bu durumda
CA’nin DXR uygulamasina bagli olarak gelisen bobrek dokusundaki nefrotoksisiteyi

oksidatif stirecleri baskilayarak inhibe ediyor olmasi miimkiindiir. Bunu destekler
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nitelikte olmak {izere bazi ¢aligmalar cinnamonun ana bilesigi olan CA’nin antioksidan
aktiviteden sorumlu ana bilesik oldugunu, bir fenilpropanoid bilesik olan CA’nin
reaktivitesi yliksek olan serbest radikalleri ve oOksidanlar1 indiikleme yeteneginin yiiksek
oldugunu bildirmektedir (Chen vd., 2015). Yapilan ¢alismada elde ettigimiz bu sonuglar
asetominofen ile olusturulmus bobrek hasarina karsi CA’nin oksidatif hasar1 azaltici
etkisinin arastirildig1 arastirma bulgulariyla da uyumludur (Abdeen vd., 2019). Ayrica
sisplatin ile olusturulmus nefrotoksisiteye karst1 da CA’nin oksidatif hasar1 azaltarak
nefrotoksik etkileri azaltici rolii rapor edilmis, bu bulgularda caligmadaki sonuglar1
desteklemektedir (El-Sayed vd., 2013). Bu tez ¢alismasinda clde edilen oksidatif stres
ve antioksidan gostergelere benzer bulgular literatiirde yer alan veriler dogrultusunda da
desteklenmektedir. DXR uygulamasinin serbest radikal artisina sebep oldugu artan
serbest radikallerin nefron proteinleri ile reaksiyona girerek bobrek tiibiillerinde ve
glomeriillerinde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol actigi gdsterilmistir (Khames

vd., 2019).

Oksidatif stresteki artis ve endojen antioksidan savunmanin tiikenmesi bagisiklik
tepkisini de etkiledigi bilinmektedir. Oksidatif stresin olusturdugu hasara ek olarak
DXR kaynakli nefrotoksisitenin, bobreklerde inflamatuar degisikliklerle iliskili oldugu
bulunmustur (Zordoky vd., 2011). Yapilan ¢alismalar inflamatuar hiicre infiltrasyonu ile
birlikte inflamatuar sitokinlerin doku igeriginin arttigini bildirmis ve inflamasyonun
DXR kaynakli bobrek hasarinda énemli bir rol oynadigimi vurgulamistir (Aluise vd.,
2011; Tu vd., 2013). TNF-a ve IL-1B gibi proinflamatuar sitokinler tipik olarak aktif
makrofajlar tarafindan sentezlenir ve inflamatuar reaksiyonlar iizerinde aktive edici bir
etkiye sahiptir (Elshopakey ve Elazab 2021). En 6nemli transkripsiyon faktorlerinden
biri olan NF-kB, oksidatif strese duyarli oldugu bilinen 6nemli bir transkripsiyon
faktoriidiir ve yangi gelisiminde kritik neme sahiptir. NF-kB, basta TNF-a olmak {izere
proinflamatuar sitokinlerin salinimini uyarir. Salinimi artan TNF-o, inflamatuar yanit
igin gerekli olan IL-1pB gibi sitokinlerin sentez siirecini aktive eder (Kaygusuzoglu vd.,
2018). Renal inflamasyonun diizenlenmesinde inflamasyonla iligki sinyal yolaklarinin
rol aldigr bilinmektedir. Bu yolaklardan biri olan p38a MAPK sinyal yolagi,
inflamasyon stresiyle iligkili sinyaller tarafindan fosforilasyon yoluyla aktive
edilmektedir (Tu vd., 2013). Calismada DXR uygulamasinin NF-xB, TNF-a, IL-1p,
INOS ve p38a MAPK seviyelerini kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide artirdigi ve
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IL-10 seviyelerini ise azalttigi goriildii. Her iki CA grubunda ise bu inflamasyon
parametrelerini DXR grubuna gore anlamli derecede azaltirken IL-10 seviyesini
artirmistir (Cizelge 3.3). Siklofosfamid ile bobrek hasari olusturulan bir ¢alismada CA
tedavisinin bobrek dokularinda NF-kB ekspresyonu ve TNF-a seviyelerinde asagi
regiilasyon goriiliirken, hasar grubuna kiyasla IL-10 Konsantrasyonlarini yiikselttigi
bildirilmistir ve bu bulgular ¢alismamizla uyumlu bulunmustur (EI Salam vd., 2023).
CA’nin antiinflamatuar etki mekanizmasinin, SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan
enzimlerin aktivitelerini artirmasi ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) protein
ekspresyonunu inhibe etmesi iizerinden gergeklesiyor oldugu bildirilmistir (Liao vd.,
2012).

Renal tiibiiler epitelyumundan suyun absorbsiyonuna ya da sekresyonuna izin veren
Aquaporinler (AQP), transmembran glikoproteinler olarak bobrek fizyolojik islevleri ve
bobrek patolojilerinde 2000’li yillarin basindan beri dikkat g¢eken gdstergelerdir
(Kishore vd., 2000; Kuzu vd., 2018). AQP’lerin memelilerde, 7’si bobrekte olmak tizere
toplam 13 alt tipi bulunmaktadir (Kortenoeven vd., 2014; Cen vd., 2015). AQP-1
proksimal tiibiil ve Henle kulpunun inen kolundaki epitel hiicrelerinin apikal ve
bazolateral membranlarinda ve ayrica dis medular inen vasa rectanin mikrovaskiiler
endotelinde bol miktarda bulunur (Verkman, 2002). Fizyolojik sivi-elektrolit dengesinin
ve pH’nin diizenlenmesinden sorumlu temel tampon sistemlerden birisi olan bobrekler
(renal sistem) AQP’lerin en yaygin bulundugu ve islevlerinin en iyi anlasildigir dokudur.
Bu bakigla AQP’ler nefronlarin farkli segmentlerinde farkli dagilim gosterirler ve suyun
geri emilimi ve idrar olusumunda spesifik role sahiptirler (Verkman vd., 2001; Nielsen
vd., 2002; King vd., 2004). Renal toksisite durumunda meydana gelen hasarin,
AQP’lerde de olumsuz etkisi sebebiyle AQP diizeylerini ve islevlerini azalttigi
bildirilmistir (Gao vd., 2006; Kuzu vd., 2018). Bu c¢alismada elde edilen veriler,
DXR’nin renal hasar olusturarak AQP-1 seviyelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel
anlamda azalmaya sebep oldugunu gostermistir (Cizelge 3.4). CA grubunda ise CA’nin
nefrotoksisiteye kars1 koruyucu etkilerinin gostergesi olarak AQP-1 seviyelerini DXR
uygulanan gruba gore 6nemli Olgiide artirdig1 gézlenmistir. Kandemir ve arkadaslarinin
(2018) bobrek hasari olusturduklari ¢alismalarinda hasar grubunda AQP-1 seviyelerinin
azaldig1 yoniindeki bildirimleri hem genel literatiirle hem de bu ¢alismadaki bulgularla

ayn1 yondedir.
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Renal hasarin tespitinde giivenilir parametre olarak degerlendirilen NGAL,
nefrotoksisiteyi takiben tiibiiler hiicrelerden salinir (Clerico vd., 2012). Ayrica distal
nefrondan sentezlendigi bilinen NGAL’in, akut nefrotoksisiteyi takiben hizli ve giiglii
bir sekilde salgilandigi ve tiibiiler hasar ve inflamasyonda hassas bir belirte¢ oldugu
ifade edilmistir (Schmidt-Ott vd., 2007; Devarajan, 2008). Bobrek hasar belirteglerinden
bir digeri olan KIM-1, saglikli bobreklerde neredeyse tespit edilemeyen, ancak hasarli
bobreklerin tiibiiler hiicrelerinden (6zellikle de proksimal tiibiillerinden) bol miktarda
eksprese edilen transmembran bir glikoproteindir (Tian vd., 2018). Hem NGAL hem de
KIM-1, renal tiibiiler hasarin teshis edilmesinde giivenilir parametreler olarak kabul
edilmektedir (Schrezenmeier vd., 2017). Calismada DXR grubunda NGAL ve KIM-1
seviyelerinde gozlemlenen artis, DXR’nin renal hasar olusturdugunu gostermektedir.
Buna karsin CA gruplarinda NGAL ve KIM-1 seviyelerinin, DXR grubuna kiyasla
onemli Ol¢tide diistiigii tespit edildi. DXR ile olusturulan bir nefrotoksisite ¢aligmasinda
NGAL sonuglarinin hasar grubunda yiiksek olmasi elde edilen verilerle paralellik
gostermistir (Mostafa vd., 2021). DXR nefrotoksisitesinin olusturuldugu bir diger
caligmada ise KIM-1 seviyesinin hasar grubunda yiikseldigi ve bu sonuglarin yapilan
calismayla uyumlu oldugu bulunmustur (Abdelrahman vd., 2020). Renal
iskemi/reperfliizyon hasari olusturulan bir ¢alismada, CA uygulamasinin bobrek hasar
belirtegleri NGAL ve KIM-1 seviyelerini hasar grubuna kiyasla etkili sekilde
diisiirdiigiinii bildirmis olup CA’nin bobrek dokusu ve hiicrelerinde iyilestirici etkisinin

oldugunu rapor etmislerdir (Chen vd., 2023).

DXR, apoptotik yollarin tetiklenmesinde hayati bir isleve sahip olan serbest radikallerin
ve oksidatif stresin artmasina yol agarak c¢esitli biyolojik makromolekiillerin oksidatif
hasarmma ve membran lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir (Sun vd., 2016).
Caligmalar DXR kaynakli toksisitelerde mitokondriyal siirecin, ortaya ¢ikan ana sinyal
yolu oldugunu gostermistir (Ryter vd., 2007; Xiao vd., 2012). Serbest radikallerin
yogun salinimi mitokondriyal membranin hasar gormesine ve dolayisiyla intrinsik
apoptotik mekanizmanin devreye girmesine neden olur (Kalyanaraman vd., 2002).
Mitokondriyal membranin hasar gérmesiyle Cyt-C Sitozole saliir ve bir kompleks
olusturur, bu kompleks kaspaz-3’iin aktive olmasina neden olur (Thornberry vd., 1998;
Sabbah vd., 2000). Proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl-2’nin de i¢inde yer aldigi

Bcl-2 ailesi mitokondriyal yolu diizenlemekte gorev alirlar. Bax/Bcl-2 oraninin
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artmastyla mitokondriyal membran gecirgenligi artar ve apoptotik olaylarin baglamasina
neden olur (Ibrahim vd., 2020). Calisma bulgular1 DXR uygulamasinin Bax, Cyt-C ve
kaspaz-3’u aktive ederek bobrek dokusunda hiicre 6liimiine neden oldugunu ve Bcl-2
seviyesini ise disiirdiigiinii gostermistir (Sekil 3.1). CA uygulamalarinin ise Bax ve
Cyt-c apoptotik proteinlerini baskiladigi, antiapoptotik Bcl-2 ile Procas-3 protein
seviyelerini ise istatistiksel Onemde yiikselttigi goriildii. CA’nin bu antiapoptotik
etkisinin CA20 grubunda (20 mg/kg) daha belirgin oldugu goriildi. Literatiirde yaygin
olarak karsilastigimiz bildirimler de bu dogrultuda olup, CA uygulamalarinin apoptozu
onleyici etkilerinin oldugunu goéstermekte, ¢alismamiz bu yondeki bulgularla paralellik

arz etmektedir (Alshahrani vd., 2021; El Salam vd., 2023).
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5. SONUC ve ONERILER

Kemoterapdtik ajanlarin  nefrotoksisite basta olmak {izere diger dokularda da
istenmeyen yan etkileri sorun olmaya devam etmektedir. Bu kapsamdaki olumsuz
etkileri en aza indirmek i¢in normal hiicreleri etkilemeyen timor hiicrelerini etkileyen
terapi modiilleri gelistirilmekte ancak mevcut klasik yontemler uygulanirken
istenmeyen yan etkileri azaltacak gilivenilir ila¢ yada takviye edici dogal bitkisel {iriinler
ve fitokimyasallara ihtiya¢ bulunmaktadir. Yapilan ¢alisma DXR uygulamasinin ratlarin
bobrek dokularinda antioksidan, inflamatuar ve apoptotik sistem iizerinden hasara yol
actigimi gostermektedir. DXR ile indiiklenmis nefrotoksisite kargisinda CA’nin bobrek
dokusu iizerine koruyucu etkinligi olabilecegi goriilmektedir. DXR’in neden oldugu
oksidatif hasari, inflamasyonu ve apoptozu baskilama kapasitesi; DXR aracili gelisen
nefrotoksisitenin etkisini azaltacak potansiyel antidotlarin arastirtlmasi siirecine
giivenilir olabilecegi diisiinlilen yeni bilgiler saglamistir. Bulgularimiza gore CA’nin
koruyucu etkinligi CA20 grubunda daha belirgindir. Bu bulgu CA’nin artan
miktarlarinin daha yiiksek koruyucu etkiler olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak
giivenli smirin tespit edilebilmesi i¢in daha yiiksek diizeyde dozlarla yapilacak CA

uygulamalar ile ilgili ¢alismalara ihtiyag bulunmaktadir.

Sonu¢ olarak; CA’nin antioksidan, antiiflamatuar ve antiapoptotik aktivitelerinin
istatistiksel diizeyde olgiimlenerek gosterildigi bu ¢alisma, klinik kullanim i¢in énemli

bir literatiir destegi saglayabilecektir.
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