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OZET

Sisplatin (CDDP) nefrotoksisitesi bobrekte oksidatif strese neden olur ve
CDDP’nin klinik kullanimini kisitlar. Epigallokatesin gallat (EGCG) yesil ¢aydan
derive edilen giiclii bir antioksidandir. Bu calismada; CDDP’nin neden oldugu
nefrotoksite ve lipid peroksidasyonuna EGCG’nin etkisi deneysel olarak arastirilda.

Calismada, 4 gruba (n=7) ayrilarak toplam 28 adet erkek Wistar rat kullanild:.
(1) Kontrol grubu, (i1) EGCG (100 mg/kg/gilin) grubu, (iii)) CDDP verilen CDDP (7
mg/kg 1.p, tek doz), (iv) EGCG (100 mg/kg/giin)+CDDP grubu (7 mg/kg i.p., tek
doz). CDDP uygulamas1 serum lire nitrojeni ve kreatininde belirgin bir artisa neden
oldu (p<0.001). Serum iire nitrojeni ve kreatinin diizeyleri EGCG+CDDP grubunda
CDDP grubuna gore daha diisiikti (p<0.001). CDDP verilen ratlarda serum
malondialdehid (MDA) diizeylerinde belirgin artis godzlendi (p<0.05). EGCQG,
MDA’ daki artis1 6nledi (p<0.05). Renal Bax protein ekspresyonu CDDP grubunda
kontrol grubuna gore daha ytliksekti, EGCG tedavisi ile Bax diizeylerinde anlamli
azalma oldu (p<0.05). Bcl-2 protein ekspresyonu EGCG+CDDP grubunda CDDP
grubuna gore daha yiiksekti (p<0.05). Bobrek dokusunda Hsp60 ve Hsp70
ekspresyonu yalniz CDDP verilen ratlara gére, CDDP ile birlikte EGCG verilen
ratlarda daha distiktii (p<0.001). CDDP‘nin neden oldugu renal histopatolojik
degisiklikler EGCG tedavisi ile belirgin 6l¢giide diizeldi.

Bu sonuglar CDDP’nin oksidatif strese ve bobrek hasarina neden oldugunu
gosterir.  EGCG tedavisi oksidatif stresi azaltarak ve Bax/Bcl-2 protein
ekspresyonlarini etkileyerek sisplatin nefrotoksisitenin Onlenmesinde terapotik rol
oynayabilir.

Anahtar Kelimeler: sisplatin, nefrotoksisite, EGCG, MDA, Bax/Bcl-2, Hsp60-70
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ABSTRACT
THE INVESTIGATION of THE EFFECTS OF EPIGALLOCATECHIN
GALLATE (EGCQG) in CISPLATIN-INDUCED NEPHROTOXICITY in
RATS

Cisplatin (CDDP)-induced nephrotoxicity is related to an increase in
oxidative stress in the kidney and limits clinical use of CDDP. Epigallocatechin
gallate (EGCQG), a very potent antioxidant derived from green tea. In the present
study, we investigated the effect of EGCG against CDDP-induced lipid peroxidation
and nephrotoxicity in rats.

Male wistar rats (n=28, 8 wk-old, between 200-215 g) were divided into four
groups: (i) control rats, (ii) EGCG (100 mgkg™, daily)-control rats, (iii) CDDP-
injected rats, CDDP group (7 mgkg ' ip, single dose) (iv) EGCG-treated (100
mgkg ', daily) CDDP-injected rats (EGCG+CDDP group). CDDP administration
resulted in significant increase in serum urea nitrogen and creatinine (p<0.001).
Serum creatinine and urea nitrogen levels were lower in rats treated with
EGCG+CDDP compared with rats treated with CDDP alone (p<0.001). The serum
from the CDDP-treated rats showed a significant increase in malondialdehyde
(MDA) levels in comparison to the values (p<0.05). EGCG prevented the rise of
MDA (p<0.05). Renal Bax protein expression was significantly higher in CDDP-
treated rats compared with control rats, and EGCG treatment significantly reduced
the levels of Bax (p<0.05). Bcl-2 protein expression was higher in EGCG+CDDP
administered rats than CDDP-injected rats (p<0.05). The expression of renal Hsp60
and Hsp70 was significantly lower in EGCG+CDDP group compared with rats
treated with CDDP alone (p<0.001). CDDP-induced renal histopathological changes
were significantly improved with EGCG.

These results show that CDDP produces oxidative stress and renal damage. In
conclusion, our study show that EGCG, which reduces oxidative stress and changes
the expression of Bax and Bcl-2 protein, has significant potential as a therapeutic
intervention for CDDP-induced renal injury.

Key words: cisplatin, nephrotoxicity, EGCG, MDA, Bax/bcl-2, Hsp60-70
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1. GIRIS

1.1. Sisplatin

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum(ll) =CDDP) bir¢ok malignensinin
tedavisinde kullanilan potent ve degerli bir kemoterapi ajanidir(1).

Sisplatinin antitimoral aktivitesi, Rosenberg ve ark.(2) 1961°li yillarda
baslayan caligmalarinin sonucunda sans eseri olarak ortaya ¢ikarilmistir. Amonyum
kloriir igeren odacik i¢ine birakilan platinum elektrodlar sayesinde Echerichia
Coli’nin hiicre boliinmesinin durdugu, ancak uzamanim devam ettigi gézlenmistir. Bu
etkinin, elektrodlar arasinda elektrik akimi ilerlerken, burada iretilen elektroliz
iirinlerinin varligi neticesinde olustugu anlagilmistir. Elektroliz iirlinlerinin analiziyle
ilk olarak ammonium chloroplatinate elde edilmis, daha sonra bu ajanin, notral tiirleri
olan —trans ve —cis izomerlerine doniismesiyle cis-diamminedichloroplatinum II elde
edilmistir (3) (sekil 1).

Faz 1 calismalarda, CDDP’nin belirgin gastrointestinal ve bodbrek
toksisitesinin goriilmesi iizerine nerede ise terk edilmek flizere iken, testikiiler
kanserlerde elde edilen basarili sonuclar, bol hidrasyon ve mannitol kullanimi ile
nefrotoksisitenin azaltilabileceginin goriilmesi lizerine tekrar ilag lizerinde ¢aligmalar
yapilip, gelistirildikten sonra, 1978’de FDA’nin (Food and Drug Administration)
onayiyla klinik uygulama alanina hizla girmistir (1, 4-5). CDDP giiniimiizde de; daha
cok Akciger kiiciik hiicreli tiimorleri, over, testis, mesane, bas-boyun kanserleri gibi
solid tiimorlerde ve refrakter lenfoma gibi hematolojik malignensilerde kullanilan
genis spektrumlu bir antineoplastik ilagtir (5).

NH;3

|
Cl — Pt — Cl

|
NH;3

Sekil 1. Cis-Diamminedichloroplatinum (CDDP )

Sisplatin cis yapilanmasinda iki klorlu “yer degistiren grup” igeren notral bir
molekiildir. CDDP molekiilii icerisindeki ’-trans’’ yerine ‘’—cis’’ yapilanmasi
sayesinde deoksiriboniikleik asitlere (DNA) baglanmas1 ve aktivite kazanmasi
gerceklesmektedir. Bu acidan cis yapilanmasmin etkisi oldukc¢a énemlidir (2, 6). Bu

1



yap1 kan plazmasi gibi kloriir icerigi 100 mM’dan yiiksek olan ortamlarda stabildir.
Hiicre i¢i kloriir yogunlugunun az oldugu ortamlarda ise molekiil yapisindaki kloriir
atomlarin1 kaybederek, DNA ve diger biiyiik molekiillerle kovalent olarak baglanip
reaktif elektrofillerini verir (7). CDDP piirinlerin N7 pozisyonu ile reaksiyona girip
mono veya bifonksiyonel DNA fragmantasyonlarmin olusmasina sebep olur (8).
CDDP DNA etkilesimi sonucunda d(GpG)Pt, d(ApG)Pt ve d(GpNG)Pt zincir i¢i
capraz baglanmalar1 olusur. Bu baglar ile DNA sarmalinda yerel kivrimlanmalar ve
acilmalar gerceklesir. Bu degisikliklerle hiicre zedelenmesi olusturup, Apoptozis
diizeyindeki morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle etkisini gerceklestirir (9-10).
Ayrica CDDP’nin radyasyon ve diger kemoterapatik ajanlarla sinerjistik etkilesimi
olmaktadir. Platin bilesiklerinin hem letal hem de subletal radyasyonla indiiklenen
hasarin onarim progesini inhibe ettigi gosterilmistir.

1.1.1. Sisplatinin Farmakokinetik Yapisi

Sisplatin gastrointestinal kanaldan emilmez, plazma proteinlerine yaygin
olarak baglanir (% 90) (11-12). Ratlarda dolasimdaki total plazma platinumun %
50’st CDDP verilisinden bir saat sonra proteinlere bagli olarak tespit edilir (10).
Intravendz bolus olarak verilmesini takiben serbest CDDP iki saat i¢inde plazmada
tesbit edilemez hale gelir. 1 mg/kg CDDP’nin bir saatlik inflizyonu sonunda pik
plazma diizeyleri olusur, sonra hizla azalir. Sicanlara CDDP verilmesinden 30 dk.
sonra bobrek, mesane, karacier, femur, bobrek iistii bezi ve ince bagirsaklarda
plazmadan daha yiiksek oranda CDDP saptanir (13). Ilacin prostat ve overlerdeki
yogunluklar1 da yiiksek miktarlardadir (14). CDDP’nin merkezi sinir sistemine gecis
orani diistiktiir (11, 12).

Insan ve hayvan ¢alismalarinda ilk 24 saatte ilacin % 80’inin idrarla atildig1
tespit edilmistir. Ilacin % 8’i sonraki 24 saatte atilir. CDDP’nin safra kanali yoluyla
atilim oran1 % 10’un altindadir (15).

Uzamig inflizyonlarda azalmis bobrek klirensi nedeniyle total CDDP ve
degismeden atilan ila¢ ylizdesi azalir. Bobrek yetmezliklerinde CDDP’nin yar1 6mrii
uzar (12).

1.1.2. Sisplatinin Yan Etkileri ve Nefrotoksisite

Sisplatin tedavisine bagli olarak bulanti-kusma, nefrotoksisite, norotoksisite,

ototoksisite ve daha seyrek olarak da okiiler toksisite gdzlenebilir (16).
2



Sisplatin etkisi kiimiilatif ve doza bagimhdir. Diisiik dozlarda (<40 mg/m?)
bobrek hasar1 genellikle geri doniistimliidiir. Daha yiiksek dozlarda (2 mg/kg veya 75
mg/m’) bobrek hasari akut ve geri doniisiimsiiz olabilir. CDDP kullanan hastalarin
1/3’iinde bobrek hasari olusabilir. Kreatinin klirensi 70 ml/dak’nin altinda olanlarda
ve 60 yasin iizerindeki hastalarda risk artar. Sayet aminoglikozidler gibi nefrotoksik
ila¢c kullanimi da s6z konusu ise yiiksek CDDP dozlar1 ve hizlandirilmis inflizyon
hizlar1 bobrek hasar1 riskini daha da arttrr (12). Kreatinin kliresinin azalmasi
nefrotoksisite acisinda baslangi¢ klinik bulgularindan olup, serum kreatinin
yiiksekligi de gozlenebilir (16, 17). CDDP alan hastalarin % 25’inde 1-2 hafta siireli
ve geri doniistimlii azotemi meydana gelebilir. Kan iire nitrojeni (BUN) ve kreatinin
degerlerinde goriilen bu yiikselme hafif ve geri doniisimlii ya da agir ve geri
dontistimsiiz olabilir. BUN ve kreatinin seviyelerindeki pik seviyelere tedavi sonrasi
13. gilinde ulasilir ve ortalama 21 giinde normal seviyelere doner (16).

Sisplatin sonras1 gozlenen nefrotoksitenin etkisi net olarak bilinmemekle
birlikte genel kabul goren goriis; renal hasarin renal peroksidasyonla ilgili mekanizma
iizerinden oldugudur. Yapilan ¢alismalarda CDDP tedavisi sonrasinda in vivo
sartlarda lipit peroksidasyonundaki artistan ziyade, peroksidasyona karsi koruyucu
enzim aktivitelerinde azalma oldugu tespit edilmistir (18). Siganlarda CDDP tedavisi
sonrasinda glutatyon (GSH), Glutatyon-S-Transferaz (GST), rediiktaz ve peroksidaz
aktiviteleri bobrek; kortikal, mikrozomal ve sitozolik fraksiyonlar1 da azalwr. Lipit
peroksidasyonu ve okside glutatyon (GSSG) ise artar GST nin a smnifindaki azalma
olduk¢a belirgindir (10). Lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu rolii olan GST,
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz enzimlerinin bobrek ve karacigerlerde
azaldig1 sican ve insan ¢aligmalarinda gosterilmistir (19, 21).

Dokularda calisilan enzimler i¢inde en ciddi azalmayi1 gosteren bobrekteki
GST aktivitesidir (22). GST enzimi alkilleyici ajanlarin detoksifikasyonlarinin
baslatilmasinda 6nemli bir fizyolojik role sahiptir. Bu enzim, zararli etkiye sahip
ajanlarla glutatyonun siilfidril grubu arasindaki reaksiyonu katalizleyerek daha fazla
suda eriyebilen iirtinler meydana getirir (21). GST 1zoenzimleri incelendiginde CDDP
tedavisi alan ratlarm bobreklerinde 6zellikle a-GST nin aktivitesinde azalma oldugu

goriiliip, bunun da CDDP’ye bagli bobrek hasari ile yakindan iligki igerisinde oldugu



goriilmiistiir (19, 23). CDDP‘ye bagl nefropatide CDDP’nin siilfiir grubu igeren
molekiillerle olan etkilesimi de Onemlidir. Niikleofilik siilfiir atomu CDDP’nin
baglanma yeridir. CDDP cis-[ Pt(NH;3)*(H,0) ]* cis-[ Pt(NH;3)* Cl (H,0)]" gibi
hidrolize olmus iiriinleri, siilfiir grubu iceren molekiillerle CDDP’ye gore cok daha
hizl1 olarak etkilesime girer (23). Pozitif yiiklii hidrolize iirtinler, CDDP kadar
kolayca hiicre zarlarmi ge¢cemez. Bu nedenle CDDP’nin hidrolize olmus iirlinlerinin
etkisine duyarli noktalarin basinda, proksimal tiibiiliis hiicreleri gelmektedir (24).

Sisplatin metabolitlerinin GSH ve metallotioninler gibi siilfidril grubu iceren
proteinler ve sitozolik hiicre proteinlerine baglanmasi son derece dnemlidir. Protein
ve protein olmayan yapilarda siilfidril gruplar1 enzim aktiviteleri gibi bir¢ok hiicresel
fonksiyonun devamliligi i¢in kullanilir (25, 26). Siilfidril iceren gruplarla CDDP’ nin
etkilesimi basta GSH olmak iizere bazi hiicresel koruyucularda azalmaya neden olur.
CDDP’ye bagli GSH azalmasinin GSH’nin oksidasyonundan ¢ok CDDP’nin stilfidril
gruplarma dogrudan baglanmasiyla oldugu tespit edilmistir (27). Yine benzeri sekilde
CDDP’nin indiikledigi bobrek hasarinda oldugu gibi GSH seviyelerini azaltan bir
baska madde olan Butionin Sulfoksimin (BSO) kullanimi ile de renal hasarin arttigi
bildirilmistir (28). Siilfidril igeren bir yapis1 olan ve niikleofilik 6zelliklere sahip olan
GSH, CDDP’nin DNA ve diger biiylik molekiillerle olan etkilesimini engeller. BSO
ile ortaya ¢ikarilan GSH azalmasinin CDDP‘nin tiimor hiicrelerine karsi olan etkisini
arttirdig1 da ileri siiriilmiistiir (15). Bunun aksini diisiinerek GSH ve stilfidril iceren
bilesiklerin kullaniminin CDDP’ye bagh olusan nefropatide koruyucu roliiniin
olabilecegi ileri siirtilmiistiir (18, 27, 29). Bununla birlikte bu maddelerin koruyucu
roliiniin olmadigin1 ileri siiren yaymlar da mevcuttur (17).

Sisplatin  tedavisine bagli olarak mitokondrilerde solunum zincirinin
devamliliginin bozulmasi, mitokontrilerde kalsiyum ¢ikigmnin artmasi, kontraktil
proteinlerin inaktivasyonu, adenintrifosfat (ATP) iiretiminin azalmasi, sodyum (Na)"
potasyum (K)" - ATP’az ve kalsiyum (Ca)"'/ magnezyum(Mg)" ATP’az gibi degisik
ATP’azlarin etkilenmesi ortaya ¢ikar. Bu enzim aktivitesinin inhibisyonu ile Na"/K"
iyonlarinmn akmi etkilenerek hiicre ici K seviyeleri diismesi gozlenebilir ve bu
durum hiicresel toksisiteye sebep olabilir (30, 32). Mitokondrial GSH azalmasi
mitokondri i¢indeki siilfidril gruplarmin kaybini da beraberinde getirir (28).



Sisplatin uygulanan deney hayvanlar1 kontrol gruplariyla karsilastirilmis ve
mevcut mitokondri kaybinin yaninda sisme ve birlesmeye bagli mitokondri yiizey
alaninda bir artis goriilmiistiir (33). CDDP nefrotoksisitesinde mitokontrial DNA
hasar1 da 6nemlidir (18). CDDP’nin indiikledigi nefropatide hemodinamik faktorler
de onemli rol oynamaktadir. CDDP tedavisine bagli olarak ortaya cikan platelet
aktive edici faktoriin (PAF) arteriolar ve/veya mezangial vazokonstriksiyona neden
olarak renal kan akimi ve GFH’yi (glomerular filtrasyon hiz1) azalttig:
bildirilmektedir. CDDP’ye bagli renal hasarin baslangicinda goriilen proksimal tiip
emilim bozukluklarinin azalmis renal kan akimi ile arttigi ve bobrek hasarinda
preglomeruler vazokonstriksiyonun énemli rol oynadigi ileri stiriilmiistiir (34, 35).

1.1.3. Patogenez

Sisplatine maruziyeti takiben renal disfonksiyonlarin gelisimine birgok
mekanizma neden olmaktadir. Bunlar seliiler toksisite, renal mikrovaskiiler yapida
vazokonstriksiyon ve proinflamatuvar etkilerdir.

1.1.3.1. Hiicresel toksisite

Ozellikle diisiik klor ortaminda CDDP giiglii hiicresel toksindir. Hiicrelerin
icinde, CDDP’deki klor atomlar1 su molekiilleri ile yer degistirirler. Bu hidroliz
irliniiniin niikkleusda DNA ile sitoplazmada GSH ile reaksiyona giren aktif bir yap1
olduguna manilir (12). Tiimor ve diger boliinen hiicrelerde, CDDP-DNA “intrastrand
crosslink” sitotoksisitesi ile sonuclanir (36). Bu molekiiler olaylarin kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurmada sorumlu olduguna inanilir (37, 38).

1.1.3.2. Vazokonstriksiyon

Renal mikrovaskiiler yapidaki vazokonstriksiyon CDDP uygulanmasindan
hemen sonra ortaya ¢ikiyor gibi gézikkmektedir (39, 40).

1.1.3.3. Proinflamatuar etkiler

Sisplatin; timor nekroz faktor-alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6), interferon-
gama (IFN-y), hiicresel inflamatuar cevapta T hiicreleri, notrofiller ve hiicresel
inflamatuar cevabin diger komponentlerinin farklilagmasi, matiirasyonu ve
aktivasyonu saglayan kaspaslar gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
artrmaktadir (41, 42). CDDP ile olusturulan akut bobrek yetmezliginin (ABY)
deneysel modelinde bobrekte endotelyal hiicre adhezyon molekiillerinin artmis

ekspresyonunu ve T  hiicreleri ve I6kositlerin daha sonraki infiltrasyonu
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gosterilmektedir (43-45). Bu mediatorlerin potansiyel 6nemi bu inflamatuar yollarda

defekti olan siganlarda CDDP’ye maruziyeti takiben ABY’nin siddetinin daha az

olmasi ile gosterilmistir (42, 46, 47).

1.1.3.4. Proksimal tiibiildeki etkiler

Proksimal tiibiil hiicreleri CDDP’den selektif sekilde etkilenirler. Bu hem
nekroz hem de apoptozis ile gosterildigi gibi, prolifere olmayan hiicreler DNA’ya
hasar veren ajanlarin toksisitesine genellikle daha az sensitifdirler (48). Gozlenen
nefrotoksisite icin muhtemel nedenler; yardimci transport ile renal uptake’inin
artmasi, proksimal tiibiildeki CDDP’nin GSH’a ve sistein-glisin konjugatlarina

metabolize olmasi (49) ve reaktif oksijen tiplerinin olusumudur (50-52).

Sisplatin-ile olusan nefrotoksisite i¢in one siiriilen diger hiicresel etkiler:

e Mitokondrial F1F0-ATPaz’m inhibisyonunun, sitokrom C salinimina ve apoptotik
hiicre 6liimiine neden olarak membran potansiyeli ve mitokondrial oksidatif
fosforilasyonu azaltmasi (53).

e Proksimal tiibiilde yag asidi oksidasyonunun inhibisyonundan dolayi, bdbrek
dokusunda non-esterifiye yag asidleri (NFED) ve trigliseridlerin akiimiilasyonu
ve hiperlipideminin indiiksiyonu (54, 55).

e Renal epitelyal hiicrelerde peroxisome-proliferator-activated-receptor-alpha
(PPAR-a) aktivitesinin direkt inhibisyonu (56, 57).

1.1.4. Sisplatin Nefrotoksisitesinin Klinik Yansimasi

Sisplatin nefrotoksisitesinin en Onemli belirtisi ilerleyici olabilen renal
bozulmadir. Diger renal belirtiler hipomagnezemi, tuz kaybi, Fanconi-benzeri
sendrom ve anemiyi igermektedir.

1.1.4.1.Renal Bozulma

Renal bozulma insidans1 ilacin uygulama dozu ve frekansmma ve
nefrotoksisiteyi tanimlamak i¢in kullanilan kriterlere gore degismektedir. CDDP ile
yapilan baslangi¢ faz I ve faz II ¢aligmalarinda nefrotoksisite gézlenmistir ve yogun
hidrasyon rejimleri kullanilmadan 6nceki donemlerde bu ¢alismalardan % 50 daha

fazla goriilmiistiir (1, 58).

Renal yetmezligin bu insidans ve siddeti daha sonraki donemlerde artmakta ve

daha da ileriki donemlerde geri doniisiimsiiz olmaktadir. Sonug¢ olarak; CDDP



tedavisinin durdurulmasi genellikle progresif renal bozulmanin erken kanitlari
basladiginda olur.

Bu gozlemler platinumun konvansiyonel dozlarmin uygulamasinda
yapilmaktadir. Potent anti-timor aktivitesine ragmen, CDDP hematopoiteik kok
hiicre transplantasyonu 6ncesi kemik iligi ablasyonu i¢in gereken yiiksek dozlarda
siddetli toksisite nedeni ile kullanilamazlar (59). Bunun yerine bu amag icin daha az
toksik bir analog olan karboplatin kullanilmaktadir.

Eger renal yetmezlik ilerlememis ise, nefrotoksisiteli hastalarda idrar ¢ikisi,
konsantrasyon defekti nedeni ile tipik olarak 1000 ml/giin olmaya devam eder. Bu
defekt tiriner konsantrasyon i¢in zit akim gradyanm gerekli oldugu henle kulpunda
veya antiditiretik hormonun etki yeri olan toplayici tiibiillerde platinum ile olusan
hasar1 gostermektedir (60). Toplayic tiibiillerdeki hasar su kanallarmin (aquaporin)
azalmig ekspresyonu ile birliktedir (61). Ayrica CDDP nefrotoksisitesinin organik
katyonik transporter ile olusabilecegi de goziikmektedir (62).

Sisplatine bagli ABY genellikle nonoligiirik sekilde olur. Poliiirinin iki ayr1
sathas1 vardir. CDDP verildikden sonraki ilk 24-48. saatlerde idrar osmolaritesi diiser
ancak GFH diismez. Bu erken poliiiri spontan olarak diizelir. Ikinci poliiiri 72-96
saatlerde osmolarite ve GFH diisiikliigii ile birlikte gelisen fazdir. Ik faz disaridan
verilen yiiksek doz vazopressine yanit verir. Bu fazda prostaglandinlerin fazla
salgilanmas1 ile olusan konsantrasyon defektleri olusmaktadir. Prostaglandin
sentezinde artis olmasmma ragmen disaridan verilen aspirin  ve diger
antienflamatuarlara yanit yoktur. Bu faz boyunca vazopressin seviyesi diisiiktiir.
Gelisen poliiiri 1se bobrekteki konsantrasyon defektine baglhidwr. Bu fazda
prostaglandinlerin ve vazopressinin rolii yoktur (63). Ozellikle yiiksek doz uygulanan
CDDP tedavisi sonrasinda plazma K’ seviyelerinde belirgin azalma oldugu
gdzlenmistir. Bu durum renal K kaybina bagl olup beraberinde Mg" eksikligine de
yol acgabilir. Ayrica kemoterapi esnasindaki siddetli kusmalar da hipokalemiyi
derinlestirir (3, 17). Proksimal tiibiildeki reabsorbsiyonun diisiisii Na' ve suyun daha
distal segmentlere salmmasima sebep olur. Bu da Na' yiikii bagimli K sekresyonuna
yol ac1ip, mevcut hipokalemiyi daha da derinlestirir (17, 64).

Yapilan ¢aligmalarda CDDP’nin hem proksimal hem de distal tiibiillerde Na"

reabsorbsiyon hizlarmi etkiledigi, renal Na" kaybinin doza bagimli oldugu ve hemen
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her zaman yiiksek doz CDDP tedavisine eslik ettigi gosterilmistir (>40 mg/m®/giin).
Hastalarda gozlenen Na' klirensindeki artisin tedaviyi izleyen 6 ay boyunca devam
edebilecegine dikkat ¢ekilmistir (17, 64).

1.1.4.2. Hipomagnezemi

Normal eriskinlerde filtre edilen Mg ’nin sadece % 25’i proksimal tiibiilden
reabsorbe edilir. Yapilan calismalarda CDDP (20 mg/m%/giin) ile 4-6 siklus
sonrasinda hipomagnezeminin gelistigi gosterilmistir (65). Bu caligmalarda akut
klinik tablo siklikla gozlenmemektedir. Bu durumun sebebi Mg ’deki diisiisiin yavas
olarak goézlenmesine baglanmistir. Yiiksek doz CDDP ile tedavi edilen hastalarda
Mg Kklirensinde belirgin bir artis ve plazma Mg seviyesinde anlamli diisiis
gbzlenmemistir. CDDP’nin henle kulpunun ¢ikan kolunda Mg  transportunu
degistirdigi anlasilmistir. Proksimal tiibiilden Mg  reabsorbsiyonu azalmasi ile
birlikte hastalara uygulanan serum fizyolojik inflizyonu da plazma Mg" seviyesinin
diismesine katkida bulunmus, hatta bu artis mannitol kullanimiyla % 40-50 oraninda
siddetlenmistir (62).

1.1.4.3. Trombotik anjiopati

Sisplatin, bleomisin ile birlikte verildiginde; hemolitik-liremik sendromun
(HUS) veya trombotik trombositopenik purpuranin (TTP) 6zellikleri ile birlikte olan
trombotik mikroanjiopatiden olusan renal yetmezligin farkli bir formu ile birlikte
olabilir (66). Trombotik mikroanjiopati ayrica gemsitabin ile CDDP verildiginde de
tanimlanmistir. Bu bozukluk muhtemelen sekonder trombosit aktivasyonu ile olan
direkt vaskiiler yaralanmay1 yansitmaktadir.

Renal yetmezligin baslamasi ani veya yavastir. Yavas oldugunda, tedavi
birakildiktan aylar sonra da geligebilir. Tan1 mikroanjiopatik hemolitik anemi veya
trombositopeninin varligi ile konur.

1.1.4.4. Fanconi-benzeri sendrom

Sisplatin ile olusan nefrotoksisite Fanconi-benzeri bir sendromun gelismesi ile
olabilir. Bu sendrom; glukoz ve aminoasidlerin (alanin, valin, 16sin, metionin) iiriner
konsantrasyonlarmin artmasi ve trikarboksilik asid siklus (TCA) metobolitlerinin
(laktat ve piruvat) idrarda bulunmasi ile tanimlanir. Tiibiiler hasarin bir belirteci
olmasinin yanimda, glukoziiri ayrica CDDP ile olusan glukoz intoleransi ve glukoz

uyarisia anormal insulin ve glukagon cevabi nedeni ile olan hiperglisemi sonucu da
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olabilir (54, 67, 68). Klasik Fankoni sendromu hi¢ bildirilmemistir, ancak orta
derecede tiibiiler disfonksiyon devam edebilir (69).

Ayrica, yiksek molekiiler agirlikli proteinler ve N-acil-beta-glucozaminidaz
(NAG) gibi glomeriiler ve tiibiiler toksisite belirtegleri, akut CDDP
nefrotoksisitesinde oldukga artmistir (70).

1.1.4.5. Tuz kaybi

Klinik olarak belirgin tuz kaybi, vaka bildirimlerinde ve kiigiik klinik serilerde
tanimlanmis olan CDDP nefrotoksisitesinin nadir bir belirtisidir (71-72).

1.1.4.6. Anemi

Sisplatin siklikla anemi ile iligkilidir ve bu diger kan hiicreleri {izerine olan
myelosiipressif etkisinin disindadir. Insan ve hayvan ¢alismalar1 CDDP ile olusan
renal tiibliler yaralanmanin anemiye neden olan eritropoietin (EPO) eksikliginden
kaynaklandigmi diisiindiirmektedir (73).

EPO-stimiile edici ajanlar ile tedavi boyle durumlarda yararli olabilir.

1.2. Oksidatif Sistem

Saglikli bir organizmada normal metabolizma sirasinda serbest oksijen
radikalleri (ROS) olusmaktadir. Bu nedenle ROS’larin varlig1 her zaman biyolojik
bozukluk olarak kabul edilmemektedir. Oksidatif hasar olusmasinda serbest ROS
yapiminda artig ve/veya antioksidan sistem yetersizligi s6z konusudur. Hiperoksi,
inflamasyon, iskemi, radyasyon, antibiyotik tedavisi gibi bazi hiicresel metabolik
bozukluk durumlarinda artan ROS {iretimi durumunda membranlar, enzim, niikleik
asit ve polisakkaritler lizerine toksik etki ile doku hasar1 gelismektedir. Antioksidan
sistem yetersizliginde ise ortamdan uzaklastirilamayan ROS ile doku hasar1 ortaya
cikmaktadir (74). Hafif oksidatif stres artisi durumuna dokular ekstra antioksidan
sistemlerini aktiflestirerek yanit verirler. Siddetli oksidatif stress, hiice hasar1 ve
Oliimiine sebep olabilir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikalller; oksijen
kokenli olanlardir. ROS aerobik metabolizma esnasinda {tiretilir ve hiicredeki tiim
molekiiller (6zellikle lipidler) ile reaksiyona girebilirler (75). ROS’larin 6nemli
kaynaklarindan biri nétrofil, monosit, eozinofil ve makrofajlarda bulunan plazma
membranina bagimli nikotin adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazdir.
Fagositik hiicreler stimiile edildiginde oksijen tiikketiminde artis ve hekzos-monofosfat

santinin aktivasyonu gerceklesir (76).



1.2.1. Lipid Peroksidasynu

Lipid peroksidasyonu poliansature lipidlerin ROS’lar tarafindan oksidatif
bozunma reaksiyonudur. Lipid peroksidasyonu, membranda bulunan ve fosfolipid,
glikolipid, gliserid ve sterol yapisinda yer alan poliansature yag asitlerinin, ROS
tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan, pentan gibi
cesitli Uriinlere yikilmasi reaksiyonudur (77). Lipid peroksidasyonuna yol acan
serbest radikaller, bir yada daha ¢ok sayida eslesmemis -elektronlar1 iceren
molekiillerdir. Eslesmemis iki elektronu nedeniyle kararsiz yapida olan molekiiler
oksijenin rediiklenmesi ya da eksitasyonu siiperoksit anyonu (O,"), hidrojen peroksit
(H,0,), hidroksil radikali (OH) ve singlet oksijen ('O, ) gibi, serbest oksijen
radikallerini olusturmaktadir (78, 79).

1.2.2. Biyolojik Sistemlerde Lipid Peroksidasyonun Sonuclar

Lipid peroksidasyonu sonucu ag¢iga ¢ikan iirlinler, membran permeabilitesini
ve mikroviskozitesini 6nemli dl¢lide etkilemektedir. Membranlardaki yag asitlerinin
peroksidasyonuyla olusan kisa zincirli yag asitleri ve bazi aminoasitleri i¢eren yapisal
proteinlerin oksidasyonu, membran permeabitesinin artmasina ve membrandaki
akiskanligin azalmasina neden olmaktadir (80, 81).

Lipid hidroperoksitleri ve lipid peroksi radikalleri, ROS gibi ayni hiicrenin
bircok komponenti ile reaksiyona girerek, selliiler ve metabolik fonksiyonlar iizerinde
toksik etkilerini gosterirler (77, 80). Membrana bagli reseptorlerin ve enzimlerin
inaktivasyonuna yol agarlar. Bdylece;

e Membranin sekretuar fonksiyonunun kaybina neden olurlar.

e Transmembran iyon gradientini bozarlar. Ca™ gibi iyonlara karsi non-spesifik
permeabiliteyi artirirlar.

e Mitokondride oksidatif fosforilasyonu c¢ozerler, mikrozomal enzim aktivitelerinde
degisikliklere yol acarlar, subselliiler organellerin biitiinliigliniin kaybolmasina neden
olurlar.

e U¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu, malondialdehit
(MDA) dretimi ile sonug¢lanmaktadir (80). Membran komponentlerinin
polimerizasyonuna ve c¢apraz baglanmalarina neden olan MDA; deformabilite, iyon

transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyindeki determinantlarin agregasyonu gibi,
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ic membranin bazi 6zelliklerini degistirmektedir. Ayrica diffiize olabildiginden,
DNA’nin nitrojen bazlariyla reaksiyona girmektedir. MDA bu 6zelliklerinden dolay1
mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesiktir (80-82).

Yag asidi hidroperoksitlerinin baska bir toksik etkisi de arasidonik asit
metabolizmasinda gozlenmektedir. Yiiksek lipid peroksid seviyeleri prostasiklin
sentezini glicli bir sekilde inhibe edeceginden arasidonik asit metabolizmasi
tromboksan sentezine dogru yeniden diizenlenecek, nihayetinde nétrofil
stimiilasyonu, siiperoksit anyon iiretimi ve trombosit agregasyonu tekrar module
olacaktir (80).

Aterosklerotik progesde ilk adim vaskiiler endotelyal tabakanin hasaridir.
Aterosklerotik plagin yapisindaki ansature yag asitlerinin oksidasyonu sonucu agiga
cikan lipid peroksitleri ilave peroksit iiretimine yol agtiklar1 gibi arteryel duvarin
protein, mukopolisakkarit gibi baska komponentlerini hasara ugratmaktadir. insan
plazma lipoproteinleri arsasinda en ¢ok LDL’lerin peroksidasyona maruz kaldigi
gosterilmistir. Peroksidasyon sonucunda LDL’nin bilesimi ve biyolojik 6zellikleri
degiserek "modifiye LDL " olugsmaktadir (82).

Sonu¢ olarak; hiicre membran1 hasarinda, aterosklerozda, kanser ve
yaslanmada etyolojik bir faktor olarak lipid peroksidasyonu onemli sekilde yer isgal
etmektedir.

1.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Hiicreler, oksidatif hasar1 Onleyen, smirlayan ya da kismen tamir eden
koruyucu mekanizmalara sahiptirler (83). Memeli hiicrelerinde oksidan iirtinlere kars1
korunma ii¢ prensip i¢cinde gerceklesmektedir (83, 84):

a- Olusan radikallerin detoksifikasyonu,

b- Radikal reaksiyonlarinin sona erdirilmesi,

c- Radikal olusumunun smirlandirilmasi.

1. 3.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi
Antioksidan maddeler endojen, eksojen ve gida kaynakli antioksidanlar olarak 3
grupta toplanirlar (85). Antioksidan maddelerin smiflamasi1 Tablo.1’de gdsterilmistir.

1. 3. 2. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalan

Antioksidanlar etkilerini 4 yol ile gergeklestirirler (86).

1. Toplayicl etki: ROS’lar1 etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
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bir molekiile ¢cevirme islemiyle antioksidan etki olusumu

2. Bastinia etki: ROS’larla etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltarak veya inaktif sekle doniistiirerek antioksidan etki olusumu

3. Onana etki: ROS’larin olusturdugu oksidatif streste siiperoksid dismutaz
(SOD) enzim aktivitesinin arttirilmasi ile koruyucu etkinlik gergeklestirilmesi

4. Zincir kinc etki: ROS’lar1 kendine baglayarak (hemoglobin gibi)
zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyerek antioksidan etki olusturulmasi

1.3.3. Endojen Antioksidanlar

1.3.3.1 Enzimatik Antioksidanlar

SOD, sitokrom oksidaz, katalaz, GSH-Px, glutatyon rediiktaz serbest
radikallerin birikmesini ve lipid peroksidasyonunun baslamasini1 6nleyen enzimlerdir
(87).

1. Sitokrom oksidaz sistemi: Hiicrelerdeki oksijenin % 95-99 kadarini
etkisizlestirir. Yetmezlik durumunda diger enzimler devreye girer (83).

2. Siiperoksid dismutaz (SOD): Siiperoksit radikallerini hidrojen perokside
doniistiiren dismutasyon reaksiyonunda etkili metalloprotein yapisindaki enzimlerdir
(87). Serbest radikallere kars1 organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle gerceklesir.
SOD, katalaz ve glutatyon peroksidazdan farkli olarak serbest radikali substrat olarak
kullanir.

Emzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikallerin zararl etkilerine kars1 korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe
eder. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO,
artis1 ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda
siiperoksit liretimi olmasma ragmen bu enzim sayesinde intraselliiler siiperoksit
diizeyleri diisiik tutulur. SOD’un ekstraselliiler aktivitesi diisiiktiir. Organizmada
oksidan stresin attig1 klinik durumlarda SOD enzim aktivitesi artarak koruyucu
etkinligini devam ettirir. Uremi, Down sendromu, karaciger hastahigi, bdbrek
yetmezligi olan hastalarin eritrositlerinde Cu-Zn SOD enzim aktivitesi yiiksek

bulunmustur (88).
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Tablo 1. Antioksidan Maddelerin Siiflandirilmasi

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

3- Glutatyon ve Glutatyon Enzimleri : Glutatyon enzimleri 3 ana grupta
toplanir (85).

a- GSH-Px

b-Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz (PGSH-Px)

c-Glutatyon S- Transferaz:

4- Glutatyon rediiktaz ve Glukoz —6- fosfat dehidrogenaz: Antioksidan
savunma etkinliginin siirdiiriilmesi i¢in oksitlenmis glutatyonun tekrar indirgenmis
sekle doniismesi gerekir. Glutatyon rediiktaz NADPH varliginda oksitlenmis
glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizler. Bu oksido-rediiksiyon enziminin
koenzimi NADPH varliginda oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu
katalizler. Bu oksido-rediiksiyon enziminin koenzimi NADPH, prostetik grubu ise
flavin adenin diniikleatidir (FAD). Sitozol ve mitokondride lokalizedir. Selat yapici
ajanlar ve steroid hormonlar1 glukoz —6-fosfat dehidrogenaz enzimini inhibe ederler

(85).
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5- Katalaz: Hidrojen peroksitin (H,O;) indirgenmesini katalizler, ancak
katalaz H>O,’nin Tretildigi tiim hiicresel komponentlerde bulunmaz. Bu nedenle
radikallere kars1 korumada ikincil derecede onemli oldugu kabul edilir ve % 20
oraninda stoplazma, % 80 oraninda peroksizomlarda lokalizedir. Katalazin indirgeyici
aktivitesi H>O,, metil hidroperoksitleri etil hidroperoksitleri gibi kiiciik molekiillere
karsidir. Biiylik molekiillii hidroperoksitlerine ise etki etmez (85, 87).

1.3.3.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

1-E  Vitamini: Tim hiicresel membranlarda bulunur ve lipid
peroksidasyonuna kars1 koyucudur. Singlet oksijenin kuvetli bir tutucusudur. Ayrica
hidroksil radikali, peroksi radikali ve siliperoksitlerle direkt olarak reaksiyona
girebilir. Onemli bir endojen ve eksojen antioksidan olarak hiicre membrani
biitlinliigiiniin korunmasi a-tokoferoliin baslica gorevlerinden biridir (75, 89).

2- B —Karoten: A vitamini 6n maddesi olan beta karoten etkili bir singlet
oksijen ve radikal tutucu antioksidandir. Beta karoten ¢ok etkin olarak
triklormetilperoksil radikallerini indirger ve hiicresel membranlarda bulunur (83).

3- C Vitamini: Biyolojik ortamlarmn ¢ogunda askorbat olarak bulunan C
vitamini hiicre dis1 sivilarin en 6nemli antioksidanidir. Askorbat etkili olarak H,O»,
hipoklorit, stiperoksit, hidroksil ve peroksil radikallerini ve singlet oksijeni tutar. C
vitamini fizyolojik ve yliksek konsantrasyonlarda antioksidan etkilidir. (83, 87).

1.3.3.3. Diger Nonenzimatik Endojen Antioksidanlar

Bazi durumlarda albumin, {irik asit, sistin, biliiribin, seruloplazmin,
transferrin, ferritin, keratinin, laktoferrin, 6strojenler gibi ufak molekiiller de serbest
radikallere karsi koruyucu rol oynarlar.

1.3.4. Eksojen Antioksidanlar

1- Besinlerdeki dogal antioksidanlar: Vitamin A, C, E ve B —Karoten

2- Besinlere eklenen antioksidanlar

1.3.5. Diger antioksidanlar (Farmakolojik)

Cok sayida ilag ve kimyasal madde serbest radikallerle olusan hasarlar
azaltmak icin ya da engel olmak i¢in kullanilmaktadir. Deneysel olarak degisik
sitoprotektif etkileri gdsterilmis bir¢ok antioksidan vardir.

Insan saghgi bakimindan antioksidan fonksiyonlar1 ile én plana g¢ikan

maddeler E ve C vitaminleri, karotenoidler ve fenolik maddelerdir (90). Fenolik
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maddeler, meyve, sebze, baharat, tahil ve icecekler gibi bitkisel gidalarda yaygin
olarak bulunmaktadir. Cay; fenolik maddelerce zengin iceceklerden birisidir.

Gilinlimiizde sudan sonra en popiiler icecek olan ¢ay, giineybat1 Cin ve
kuzeydogu Hindistan orjinli cay bitkisinin (Camellia sinensis L. (O) Kuntze),
assamica vesinensis ¢esitlerinin taze yapraklarindan iretilmektedir (91). Diinya
genelinde {iretimi yapilan caylar, yesil cay, oolong cay ve siyah ¢ay olmak iizere
baslica ii¢ grup altinda smiflandirilir. Cay bitkisinden hasat edilen yapraklarin,
kivirma ile birlikte hemen bir 1s1l uygulamaya (genellikle buhar uygulamasi) maruz
brrakilarak, kurutulmasiyla elde edilen yesil ¢ay, diinya cay tiiketiminin yaklasik
olarak % 20'sini olusturmakta ve daha ¢ok Japonya, Cin ve diger Asya iilkelerinde
yaygin olarak tiiketilmektedir (92, 93). Son yillarda yapilan pek c¢ok arastirmada
saglik iizerine yararl etkileri bildirilen yesil ¢aymn diinya ¢apinda da popiilerligi hizla
artmaktadir.

1.3.5.1. Yesil Cayin Bilesenlerinin Kimyasi

Cay yapraklarinin bilesimi klimatolojik, kiiltiirel ve genetik faktdrlere bagl
olarak degismektedir (94). Cay fenollerinin miktar1 diger bilesenlere gore oldukca
fazladir (Tablo 2).

Cay yapragindaki polifenollerin yaklasik 3/4’iinii flavanoller, flavanollerin de
% 60-70’1ni (-)-epigallokatesin-3-gallat (ECGC) olusturur (94). Bunlarin yani sira
quercetin, kaempferol ve rutin gibi flavanoller, kafein, fenolik asitler, theanine ve
koku bilesikleri yesil cayda bulunan diger bilesiklerdir (97). isleme yontemine bagh
olarak ¢aym fenolik madde miktartyla birlikte fenolik madde kompozisyonu da
degismektedir (Tablo 3). Ornegin siyah ¢ay kuru maddede % 3-10, oolong ¢ay % 8-
20, yesil cay ise % 30-42 oraninda toplam flavanol icermektedir (98).

1.3.5.2. Cay Polifenollerinin Emilimi, Dagilimi, Metabolizmasi ve
Uzaklastiriimasi

Cay polifenollerinin farmakolojik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla insanlar
iizerinde yapilan bir ¢aligmada; epigallokatesin galat (EGCGQG), epigallokatesin (EGC)
ve epikatesin’nin (EC) plazmadaki en yliksek diizeylerine sindirimden yaklasik olarak
1.4-2.4 saat sonra ulasildig1 saptanmistir. EGCG’nin (5.0-5.5 saat) yarisinin viicuttan
uzaklastirilmasi, EGC ve EC’ninkinden (2.5 ve 3.4 saat) daha uzun siirede olmustur.

Toplam idrar EGC ve EC’sinin % 90’lik kismi 8 saat icinde disar1 atilmistir. Yesil
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caym i¢ilmesinden sonra tiikriikteki EGC, EGCG ve EC seviyelerinin ayni siirede
plazmadakinin 2 katma ciktig1 bildirilmektedir. Tukriikteki katesinlerin yarilanma
omrii 10-20 dk. olup, plazmadakinden daha kisa siirede olmaktadir. Katesinlerin
(EGCG ve EGC’nin) oral mukozayla absorbe edildigini gosteren ifadeler de
bulunmaktadir. Siganlar lizerinde yapilan daha detayli farmakolojik ¢alismalar, yesil
cayin damar igerisine enjeksiyonundan sonra yarilanma omrii EGCG, EGC ve EC
icin sirasiyla 212, 45 ve 41 dk olarak bulunmustur. EGCG’nin en yiiksek diizeyine
bagirsaklarda, EGC ve EC’nin en yiiksek diizeyine ise bdbreklerde rastlanmistir.
Yesil ¢ay soliisyonlarmin sicanlara igme suyu seklinde verildigi zaman, EGC ve
EC’nin kandaki seviyeleri EGCG’ninkinden yiiksek bulunmus, fakat EGC ve EC’nin
seviyesi uzun siireli yemlemeden sonra azalmistir (101).

Tablo 2. Cay Yapragmin Bilesimi (95-96).

Bilesen Kuru Maddede (%)
Flavanoller (Katesinler) 17-30
Epikatesin (EC) 1-3
Epikatesingallat (ECG) 3-6
Epigallokatesin (EGC) 3-6
Epigallokatesin galat (EGCG) 9-13
Katesin (C) 1-2
Gallokatesin (GC) 3-4
Flavanoller ve flavanol glikozitleri 3-4
Leykoantosiyaninler 2-3
Polifenolik asitler ve depsitler 5
Toplam polifenoller 30-36
Kafein 3-4
Aminoasit ve protein 15-19
Basit karbonhidratlar 4
Polisakkaritler 13
Kiil 5
Seliiloz 7
Lignin 6
Lipidler 2-3
Organik asitler 0.5-1,5
Pigmentler 0.5
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Tablo 3. Farkli Cay Tiplerinin Fenolik Madde Kompozisyonu (99-100).

Bilesen Yesil Siyah Oolong
Cay Cay Cayr
Epikatesin 6.06a; 4.0b; 1.75a;
1.0-9.54b; 4.1d; 0.34e
7.22-13.3¢; 0.04e
0.55-0.87¢
Epikatesin gallat 5.34a; 1.19-11b; 3.58a;
3-4.92b; 8.0d 0.63¢
1.42-4.54c;
1.95-2.91e
Epigallokatesin 36.53a; 0.9-6.0b; 7.7a;
2.0-36.2b; 10.5d; 0.19¢ 0.38¢
3.94-7.92c;
0.44-0.88e
Epigallokatesin 18.10a; 0.95-12.0b; 8.99a;
Galat 6.0-32.6b; 16.6d; 3.62¢
5.55-10.4c; 0.3¢
13.37-13.74¢
Gallokatesin Galat 0.26-0.38¢ - 0.11e
Gallokatesin 2.57-2.81b 0.40-1.57b -
Gallik asit 0.74-0.78b; 2.79-3.33b; 0.58¢
0.23-0.52¢ 1.83e
Teaflavin - 2.5d 0.66a
Tearubugin - 59.4d -

*amg/g;, bmg/100 mL; ¢ %; d mg/g (kuru maddede); e % (kuru maddede)

1.3.5.3. Cay Polifenollerinin Metabolizma ve Saghk Uzerine Etkileri

1.3.5.3.1. Yag Metabolizmasi Uzerine EtKileri

Yesil cay katesinleri, hayvanlarda (si¢an, fare ve tavsan) yag metabolizmasini
farkli yollardan etkilemekte ve arterlerde plakalarin olugsmasini engellemektedir.

Yesil cay katesinlerinin tiiketimi, digskidaki yagin atilimini artirmak suretiyle
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trigliseritlerin ve kolesteroliin emilimini azaltmaktadir (102-104). Cay katesinleri
sistemik etkileri ile direkt kolesterol sentezini inhibe etmektedir. Yesil ¢ay katesini
tilketimi, Ozellikle insanda plazma LDL kolesteroliinii azaltmak ve plazma HDL
kolestroliinii ise artrmak suretiyle damar sertligini onlemektedir (102). Yapilan
calismalarin sonuglari, uzun siireli ¢ay katesini tiiketiminin yag metabolizmasini
diizenlemek suretiyle yiiksek yaglh gida tiketiminden kaynaklanan obeziteyi
onledigini géstermistir. Bu mekanizma vasitasiyla, seker hastaliginin ve koroner kalp
hastaligi riskinin yesil cay tiiketimiyle azaldig1 saptanmustir (105).

1.3.5.3.2. Karbonhidrat Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Cay katesinleri hipoglisemik ajan olarak pankreasmn B hiicrelerini zarardan
koruyarak, insulin salgisin1 ve biyolojik aktivitesini artirmaktadir. Normal kan glukoz
diizeyine sahip sicanlara oral yoldan uygulanan glukoz tolerans testinde, yesil ¢ay
katesini tiiketiminin plazma insiilin ve trigliserit seviyesini azalttig1 fakat plazma
glukoz seviyesini etkilemedigi bildirilmistir (106). Yapilan ¢alismalarin sonuglari;
yesil cay katesinlerinin tip 2 seker hastalarimi da kapsayan lipid ve glukoz
metabolizma hastaliklarma karsi1 yararli bir etkiye sahip oldugunu ve Onleyici rol
oynadigini géstermistir (105).

1.3.5.3.3. iyonlarin Emilimi Uzerine Etkileri

Cay katesinleri Fe eksikligi durumunda demirin emilimini etkilemekte ve
anemiye yol agmaktadir. Yesil ¢aymn uzun siire tiiketilmesi Cu’nun emilimini
etkilememekte ancak Zn’ninkini azaltmakta ve manganinkini (Mn) artrmaktadir.
Yesil cay katesinlerinin iyon metabolizmasimi ve tiikketimini etkileyecek potansiyeli
bulunmaktadir. Ciinkii flavonoidler metal iyonlariyla etkilesime girmektedir (105).

1.3.5.3.4. Hormon Metabolizmasi Uzerine Etkileri

On ii¢ hafta siireyle % 5 gibi yiiksek diizeyde yesil cay ekstrakti igeren
rasyonla beslenen siganlarda plazmadaki tiroid hormonlarmnin seviyesinin degistigi ve
tiroid bezinin biiyiidiigii saptanmistir. Yesil caymn uzun siire ¢ok yiiksek miktarlarda
tiikketilmesi, tiroid bezinin fonksiyonunu olumsuz etkiledigini gostermistir.

1.3.5.3.5. Saghk Uzerine Etkileri

LDL oksidasyonu da igeren c¢esitli faktorler kalp-damar rahatsizliklarinin
baslamasini ve ilerlemesini etkileyebilmektedir. Yesil ¢ay katesinleri antioksidan

ozelliginden dolay1l, oksidatif enzimlerin aktivitesini Onlemek veya hiicresel
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antioksidanlar1 artirmak suretiyle, arterlerde LDL oksidasyonu ve plaka olusumunu
onlemektedir. Ayrica plazmada HDL diizeyini artrrmak suretiyle kalp-damar
rahatsizliklarin1 azaltabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada yliksek diizeyde yag ve
kolesterol iceren rasyonlar1 tiiketen hayvanlarda, cay polifenollerinin serum ve
karaciger lipidlerindeki artis1 Onledigi, serum total kolesteroliinii azalttigi, total
lipidlerin ve kolesteroliin diskiyla atilimini artirdig: saptanmistir (107, 108).

Cay tiiketiminin deri, akciger, 6zefagus, mide, karaciger, pankreas, meme,
prostat ve kolon kanserlerinin olusumuna neden olan kimyasal kanserojenlere karsi
koruma sagladig1 bildirilmektedir (94, 96, 101). Yesil caym polifenol fraksiyonlari
H,0; olusumunu tesvik eden 12-o-tetradekanoil porbol-13-asetat (TPA)’1 ve 8-
hidroksideoksi guanozin olusumunu inhibe etmektedir. Yesil ¢ay preparatlart TPA
tarafindan tesvik edilen epidermal ornitin dekarboksilaz, preoin kinaz C, lipoksigenaz
ve siklogenaz gibi kanserin ilerlemesiyle ilgili enzimlerin aktivitesini onlemektedir
(101, 109). ECGC’nin prostat ve meme tiimdrlerinin biiylimesine ek olarak deri,
mide, kolon ve akciger kanserlerini; teaflavinlerin ise akciger ve 6zefagus kanserinin
olusumunu 6nledigi bildirilmektedir (110).

Asir1 derecede sisman fareler {izerinde yapilan c¢aligmalar, farelerin 10
haftadan daha uzun siire yesil cay tiiketmeleri durumunda obezitenin ve yaglh
karaciger sendromunun Onlendigi saptanmistir. Bu durum artan enerji tiiketimine
ragmen yesil cay katesinlerinin etkisiyle azalan besin maddesi emiliminden
kaynaklanmaktadir (111).

Ayrica yesil ¢ay tiiketimi kirmizi kan hiicrelerinin hemolizinde azalmaya
neden olmaktadir. Yesil ¢cay kirmizi kan hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag
asitlerini serbest radikallerin oksidasyonundan; serbest radikallerin baslamasinda
6nemli rol oynayan katyonlar1 ve Cu™’i inaktif etmek i¢in bir selatdr olarak gorev
yapmak; serbest radikal zincirini tahrip edici olarak gorev yapmak ve okside olan o—

tokoferolii yeniden aktif hale getirmek suretiyle korumaktadir (112).
1.3.5.4. Katesinlerin Antioksidan Aktivitesi

Caym antioksidan aktivitesi esas itibariyle igerdigi fenolik maddelerden
kaynaklanmaktadir. Saf antioksidanlar ve ¢ay fraksiyonlarmin antioksidan aktivitesi
Tablo 4’de verilmistir. Yesil ¢ay fenolik maddelerce zengin olan bazi igeceklere gore
daha yiliksek antioksidan aktiviteye sahip olmaktadir. Yesil ¢ay yapisindaki
katesinlerin yiliksekliginden dolayr vitamin C ve E’den daha giiclii antioksidan
aktiviteye sahiptir (113). Cay katesinlerinin antioksidan aktiviteleri biiylikten kiiciige
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dogru epigallokatesin gallat>epigallokatesin>epikatesin gallat>epikatesin seklinde
siralanmaktadir (107).

1.4. Sisplatin ve Apoptozis

Apoptozis programli hiicre Oliimiidiir ve normal dokularm homeostazi
acisindan onemlidir. Normal embriyonik gelisimde hiicrelerin fokal delesyonunda da
islev gormektedir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin kanser disinda da pek ¢ok durumda
potansiyel patojenik rolii vardir; 6rnek olarak AIDS, ndrodejeneratif hastaliklar
verilebilir.

Total biiyiime veya regresyonu degerlendirirken, apoptozis ve proliferasyon
arasindaki denge Onemlidir. Tiim bunlar géstermektedir ki apoptozis ve apoptozis
regiilasyonunun molekiiler olaylarin1 anlamak ve apoptozisi yonlendirecek yollari
saptamak gerekmektedir (114-116).

Tablo 4. Saf antioksidanlar ve cay fraksiyonlarmin antioksidan aktivitesi (107)

Vitaminler ICS50(uM)*
B-karoten 4.30
E vitamini 2.40
C vitamini 1.25
Cay Fenolleri

Gallik asit 1.25
Katesin 0.67
Klorojenik asit 0.30
Epikatesin 0.19
Epikatesin gallat 0.14
Epigallokatesin 0.10
Epigallokatesin gallat 0.08
Cay Fraksiyonlari

Siyah ¢ay ekstrakti (%46.32) 0.59
Kafeinsiz siyah ¢ay ekstrakti(%47.08) 0.59
Teaflavinler 0.29
Yesil gay ekstrakti (%46.19) 0.22
Kafeinsiz yesil ¢ay ekstrakti(%49.15) 0.22
Saf siyah cay polifenolleri(%91.38) 0.16
Saf yesil ¢ay polifenolleri(%95.22) 0.13

*]C50: %50 inhibisyon saglayan antioksidan konsantrasyonu
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1.4.1. Apoptozun Gen Regiilasyonu

Apoptozun genetik mekanizmasi ilk kez Caenorhabditis elegans isimli
nematodun gelisim asamalarinda belirlenmistir.

Apoptozun regiilasyonu nematodlardan insana kadar ¢ogu aymi gen kontrol
siireci ile oldukga sik1 bir bicimde korunmaktadir. Oliim sinyali, gen ekspresyonu ile
diizenlenebilmesine ragmen, siire¢ genotoksik hasar (kemoterapi, radyasyon vb) veya
sitokinlerin olmamas1 gibi (eritropoietin vb) farkli uyaranlarla harekete ge¢irilebilir.
DNA sarmalindaki niikleotit azligi, DN A-bagl transkripsiyon faktor p53 ile baslayan
bir dizi olay1 aktive eder ve hiicre apoptotik yola girer (117).

1.4.1.1. p53’iin Rolii

Bir tiimor siipresor gen olarak calisan p53 mutasyona ugradigi ya da
bulunmadigi zaman hiicre yasami uzar. p53 protein iirtinii, DNA’ya dogrudan
baglanarak hasar1 tanidiktan sonra, ya Gl’de hiicre siklusunun durmasini
indiikleyerek tamir icin gerekli zamani kazanir ya da hasar fazlaysa apoptoza
yonlendirir. Ayrica p53’in Bax / Bax, Bax / Bcl-2, Bel-2 / Bcel-2 gruplarinin
oranlarmi diizenledigi distiniilmektedir (118).

1.4.1.2. Bcl-2 / Bax

Apoptozun regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir (118, 119). Bcl-
2/Bax gen ailesinin {irtinleri, mitokondri ve ¢ekirdek zarlarmin yanisira endoplazmik
retikulum zarinin iizerinde de yer alirlar ve homodimer ya da heterodimerler seklinde
kompleks olusturarak calisirlar (118, 120). Ornegin; Bcl-2’nin Bax ile olan
etkilesiminde Bcl-2’nin oraninin daha yiiksek olmasi hiicrenin yasamini siirdiirmesini
saglarken, Bax'in daha fazla olmasi durumunda hiicre 6liime gitmektedir (121). Son
yillardaki, hiicrenin yasami1 ya da Olimii konusundaki arastirmalar dikkatleri
mitokondri tizerinde toplamistir (122).

Mitokondiriler ¢ift zarli organellerdir. Bcl-2, bir protoonkogendir ve lirettigi
protein, mitokondirinin sitoplazmaya doniik dis zar1 lizerinde ve endoplazmik
retikulumun bir boliimii olan ¢ekirdek zarinda yerlesmistir (123). Bu proteinler, iyon
aligverisini diizenler ve zarm parcalanmasma kars1 koruyucu etki yaparlar. Ozellikle
anti-apoptotik genler i¢cinde yer alan Bcl-xL'in mitokondriyal hasar1 engelleyerek
mitokondriyi korudugu ileri siiriilmektedir. Bu sayede apoptoz inhibisyonu

gergeklesmektedir (124). Bcel-2 ailesinin bir diger ilging 6zelligi de reaktif oksijen
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diizeylerinin apoptoz iizerindeki etkilerini pro-oksidan gibi davranarak kontrol
etmesidir (122).

Bax proteinleri sitopldzmada da bulunur. Apoptotik sinyalin alinmasindan
sonra Bax proteinleri, mitokondri zarinin "permeabilite gecis poruna" dogru
yonlenirler ve buraya baglanirlar. Bu baglanma, se¢ici iyon gecirgenligini azaltabilir.
Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom ¢ ve AIF (Apoptosis Inducing Factor)
gibi mitokondri zar1 iginde yer alan faktorler sitoplazmaya gecerler. AIF, dogrudan
kromatin kondansasyonunun ve niiklear fragmantasyonun meydana geldigi ¢ekirdege
dogru yonelirken, sitoplazmadaki sitokrom ¢ apoptozun en son basamaginda gorev
alir. Sitokrom c, bir sitoplazma proteini olan Apaf-1 (apoptotik proteaz aktivite edici
faktor-1) 'in aktivatoriidiir (118). Sitokrom c‘nin Apaf-1'e baglanmasi prokaspaz-9'u
aktive eder ve olusan bu kompleks "apoptosom" olarak isimlendirilir (125).
Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu baglatir (118). Apaf-1
aynt zamanda ATP‘ye de baglanir. Bu olay apoptozun neden enerji gereksinimi
duydugunu agiklamaktadir (120). (Sekil 2)

Cisplatin nefrotoksisitesinde Bax geninin de rol oynadigi diisiiniilmekle
beraber kanitlar yeterli degildir. Cisplatin nefrotoksisitesinde, renal tiibiiler hiicre
mitokondrilerinde Bax gen aktivasyonu ve birikiminin ve akut bobrek hasarmin eslik
ettigi gosterilmistir (126). Iskemik reperfiizyon hasar1 sonrasi tiibiiler epitelyal
hiicrelerde Bcl-2 protein artisi; hiicresel otofaji siipresyonu ve apoptozis inhibisyonu

saglayabilmektedir (127).

Serbest radikaller .
Bcl-2 ailesi
Oliim reseptorti (ced-9)
aktivasyonu
Biiylime faktorii (Fas vb.)
eri ahmi
s Apaf-1
l (ced-4)
- e Caspase aktivasyonu
Oliime gidi
= » (Ced-3)
= |
DNA Metabolik bozulma veya Hiicre olamu
hasan Hiicre siklusu bozulmasi
1 Apoptotik hiicrelerin yitkimi
lyonize ve ortadan kaldinlmasi
radyasyon

Sekil 2. Memeli hiicrelerinde apoptotik programin basitlestirilmi semasi (120).
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1.5. Hsp

Ist sok proteinleri

Is1 sok proteinleri (Hsp) hiicresel hasarin ¢esitli formalarinda salinabilen
proteinlerdir. Baz1 Hsp’lerin (HspP60-70) -vitro olarak T hiicre aracili immun yanit1
direk olarak uyarmaktadir. Deneysel ¢alismalarda Hsp60-70 injeksiyonu sonrasi
gecici proteiniiri ve minimal organ hasari olustugu, fakat bu hasarin son dénem
bobrek yetmezligine ilerlemedigi gozlemlenmistir. Enjeksiyon sonrasi 10-12 saat
sonra global glomeruler nekroz, tubulointertisyel hasar ve aniiri gorilmiistiir.
Deneysel caligmalarla da oksidatif stres altindaki tubuler hiicre hasari sirasinda
hiicresel diizeyde Hsp60 ve Hsp70 proteinlerinin ekspresyonlarmin arttigi
gozlemlenmistir (128).

Hsp60 primer olarak mitokondriyal bir protein olarak bilinir. Ancak dnemli
miktarda Hsp60 cok sayida hiicrenin ekstra-mitokondriyal sitozoliinde bulunmaktadir
(129). Hsp60 Bax, Bak ve Bcl-XL’e baglanir, Bcl-2’ye baglanmaz. Hipoksi esnasinda
bu kompleks ayrilir, Bax mitokondriye Hsp60 ise plazma membranina hareket eder.
Baxin bu hareketiyle sitokorom c¢ salinir ve kaspaz kaskadi aktive olur. Hsp60
lokalizasyonu ise apopitoz ve TNF artis1 ile korelasyon gdsterir (130).

Bu bilgilerin 15181 altinda, bu g¢alismada antioksidan etkili olan EGCG’nin
cisplatin verilen ratlarda, hiicre fonksiyonlarinda anahtar rol oynayan bazi proteinlerin
(Hsp60, Hsp70, Bax, Bcl-2) ekspresyonu {iizerine etkiler arastirilmistir. Ayrica
EGCG’nin bobrekteki histopatolojik degisimler, bobrek fonksiyon testleri (serum iire,

kreatinin diizeyleri) ve oksidatif stres (MDA diizeyleri) iizerine etkileri de arastirildi.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Hayvan Materyali

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastrma Merkezinden (FUDAM)
temin edilen ve agirliklar1 200-215 g arasinda degisen erkek Wistar albino cinsi ratlar
kullanild1 (n=28, 8 haftalik) Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan
(FUHADEK), onay alindiktan sonra, ¢alisma standart deneysel hayvan calismalari
etik kurallarina uygun olarak yapildi. Yemler, 6zel ¢elik kaplarda ve su da paslanmaz
celik bilyeli biberonlarda normal musluk suyu olarak verildi. Deney hayvanlar1 Elazig
Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelet yemle beslendi. Deney siiresince
hayvanlara yem ve su ad libidum olarak verildi. Ratlara verilen yemin bilesimi Tablo

5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Arastirmada kullanilan diyetin bilesimi

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

*Vitamin karmast: Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1, B2,
B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.
**Mineral karmasi: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan olugsmustur.

2.2. Deneme Diizeni

Deneysel caligmalara baslamadan once, ¢ikabilecek aksakliklarin asgariye

indirilmesi amaciyla 6n ¢alisma yapildi. Deney hayvanlarinin bulunduklar1 ortam
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sicaklig1 2242 °C ve 12 saat aydimnlik, 12 saat karanlik olacak sekilde takip edildi.
Hayvanlara yem ve su ad libitum olarak verildi.

Bir defalik intraperitoneal (i.p.) CDDP enjeksiyonu ile nefrotoksisite
olusturuldu. CDDP (Sigma Chemical Co, USA), % 0.9 salin (1 ml/100 gr/kg i.p.)
icinde 7 mg/kg olacak sekilde 1.p. enjeksiyon yoluyla aragtirmanin 3. giiniinde tek
dozda uygulandi.

Ratlar rastgele asagidaki sekilde gruplandirildi:

1. Kontrol Grubu (n=7): CDDP uygulanmayan, 3. Giin i.p. olarak sisplatinle
esit hacimde izotonik salin solusyonu (1 ml/kg/glin) uygulanan ve bazal
diyetle beslenen grup.

2. EGCG grubu (n=7): CDDP uygulanmayan, 3. Giin i.p. olarak sisplatinle esit
hacimde izotonik salin solusyonu (1 ml/kg/glin) uygulanan ve sisplatin
uygulamasindan 2 giin 6nce ve uygulamadan sonra 10 giin siireyle EGCG
(TEAVIGO, DSM Co, Switzerland ) (100 mg/kg) verilen ratlar

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

4. EGCG + CDDP grubu (n=7): CDDP uygulanan ve cisplatin uygulamasindan
2 gilin 6nce ve uygulamadan sonra 10 giin siireyle EGCG (100 mg/kg) verilen
ratlar.

EGCG gavaj yolu ile 100 mg/kg dozda fizyolojik salinde sulandiririlarak
(%0.89) (131), CDDP uygulmasindan 2 giin 6nce ve uygulamadan sonra 10 giin
toplam 12 giin siireyle giinde 1 kez olacak sekilde uygulandi. Cisplatin
uygulamasindan 10 giin sonra ratlar hayvanlar anestezi altinda dekapite edilerek
histopatolojik ve western blot analizleri i¢cin doku Ornekleri alinmis ve western
analizleri yapilincaya kadar analizler yapilincaya kadar —80 ‘C’ de saklanmustur.
Bobrekler fosfat tamponlu soliisyon ile (PBS; 0.15 M NaCl ve 0.01 M sodyum fosfat
tamponu, ph 7.4) aorta yoluyla perfiize edilerek histolojik inceleme i¢in ¢ikarildi
Serum iire-azotu ve kreatinin 6l¢timleri i¢in kan alind1.

2.3. Laboratuar Analizi

Kan 6rnekleri 300 g’de 10 dk siireyle santrifiije edildi ve serumlar1 ayrildi.

Serum {ire nitrojeni ve kreatinini biyokimyasal analizoér ile (Olympus AU-660,
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Japonya) olgiildii. Doku malondialdehit (MDA) seviyeleri, Karatepe’den (132)
modifiye edilerek yiiksek basingli sivi kromatografisiyle (HPLC, Shimadzu, Tokyo,
Japan) analiz edildi.
HPLC icin Doku Homojenizasyonu:
o Her deney gurubundan 150’°ser mg beyin dokusu alind1.
o Uzerine 450 ul deiyonize su ve 50 ul butilat hidroksitoluen (BHT) eklenerek
cam homojenizatorde doku parcalandi.
o 0.5 M’lik HCIO4” den 500 pl ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii.
o Karisim 4500 devir/dk hizla sogutmali santriftijde 5 dk boyunca santrifiijlendi.
o Supernatant kisimlar alinarak dikkatlice alinarak HPLC viallerine dizildi.
. Tiim islemlerde homojenatlar ve kimyasallar 1s1ktan korundu ve soguk zincire
riayet edildi.
HPLC’ de MDA Analizi:
o Hareketli faz olarak 30 mM KH,PO4 - metanol (% 82.5 — 17.5; pH: 4)
kullanilda.
o 250 nm'de Inertsil 5p C—18 (15 cm x 4,6 mm) kolonu kullanilds.
o Akis hiz1 1 mL/dakika olarak belirlendi.
o MDA i¢in geri kazanim % 98.8 olarak bulundu.
2.3.1. Western Blot Analizi ile Protein Ekspresyonunun Ol¢iimii
Bobrek dokusu 1:10 (w/v) ‘luk tampon [10 mM Tris-HCl, ph 7.4, 0.1 mM
NaCl, 0.1 mM fenilmetilsulfonil fuloriir (PMSF), tripsin inhibit6rii olarak, 5 uM soya
(solubl toz; Sigma, St. Luis, MO, USA)] i¢inde homojenize edildi. Doku
homojenatlar1 15.000 x g at 4°C de 30 dk siireyle santrifiije edildi. Siipernatanlar yeni
tiiplere alindi. Protein konsantrasyonu Lowry prosediirine uygun sekilde protein
Olciim kiti kullanilarak (Sigma, St. Luis, MO, USA) 6lciildii. Siipernatanlara, % 2’lik
B-merkaptoetanol iceren sodyum dodecyl siilfat-poliakrilamid jel (SDS-PAGE)
elektroforezi tamponu eklendi. SDS-PAGE jel i¢cinde esit mikterlarda (20 pg) protein,
elektroforez i¢in kullanildi. Arkasindan nitroselliiléz membranlara (Schleicher and
Schuell Inc, Keene, NH, USA) aktarild1 (133). Nitroselliiloz blotlar PBS i¢inde 5 dk
sireyle 2 kez yikandi ve % I’lik sigir serum albliimini ile primer antikor

uygulamasindan once 1 saat bekletildi. Primer antikor (anti Bax, anti-Bcl-2, anti-
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Hsp60, anti-Hsp70; Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA) % 0.05 Tween-20
iceren ayni tampon i¢inde 1:1000 oraninda diliie edildi. Nitroselliiloz membran gece
boyunca 4°C’de protein antikorlari ile inkiibe edildi.Blotlar yikand1 ve horseradish
peroksidaz-conjugated goat anti rabbit veya anti-mause IgG (Santa Cruz
Biotechnology Inc, CA, USA) ile inkiibe edildi. Spesifik baglanma, diaminobenzidin
ve H,0O, substratlar1 kullanilarak tespit edildi. Protein yiikleme [B-aktin antikora
(A5316; Sigma) kars1 monoklonal bir mause antikoru kullanilarak kontrol edildi.
Protein diizeyleri bir goriintli analiz sistemi (Image J; National Institute of Health,
Bethesda, USA) ile dansitometrik olarak analiz edildi.

2.4. Histopatolojik Degerlendirme

Her bir rattan alinan sol bobrek histolojik inceleme i¢in hemen %20°lik notral
tamponlu formalin soliisyonu ile fikse edildi. Daha sonra yavas yavas dehidrate edilip
parafine gomiildii. Parafin bloklar standart islemlere uygun olarak SuM’lik kesitler
halinde kesilerek hematoksilen- eosin boyasi ile boyand1 (134). Her bir bobrek lami
icin minimun 10 alan incelendi. Vakiioler dejeneration, tiibiiler atrofi ve dilatasyon,
tiibiiler nekroz, interstisyel 6dem ve inflamasyon tedavi gruplarindan haberdar
olmayan bir patolog tarafindan semikantitatif olarak degerlendirildi. Degisimin
siddetini belirlemede kullanilan derecelendirme sistemi: (-): yok, (+): hafif derece
hasar, (++): orta derece hasar, (+++): siddetli hasar olarak belirlendi.

2.5. Istatistiksel analizleri

Veriler SAS (2002) paket programinda PROC GLM (General Linear Model)
prosediirii ile analiz edildi. Grupici farklilig1 ortaya koymak amaciyla Fisher pst hoc

testi uyguland. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Gruplarda Ure ve Kreatinin Diizeyleri
Sisplatine bagli nefrotoksisitenin kilinik biyokimyasal gostergelerinden olan
iire ve kreatinin degerlerinin ortalamalar1 Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Gruplarda serum lire-azotu ve kreatinin diizeyleri

Gruplar
Kontrol EGCG CDDP CDDP+EGCG SEM P

Ure-azotu .

41.0° 38.0° 141.8° 84.8 9.67 0.0001
(mg/dl)
Kreatinin

0.43°¢ 0.43°¢ 1.51% 0.61° 0.13 0.001
(mg/dl)

a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatisliksel bakimdan dnemlidir (p<0.05).

3.1.1. Ure Diizeyleri

Gruplardaki iire diizeyleri Tablo 6’da gosterilmistir. Tablodan gortiilecegi
iizere gruplar arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.0001). Gruplari¢i farkliliga
bakildiginda ise, CDDP verilen grupdaki iire degerlerinin (141.8 mg/dl), kontrol
grubundaki iire degerlerine gore anlamli olarak yiiksek oldugu saptandi (p<0.05).
CDDP grubu ile karsilastirildiginda EGCG+CDDP grubu iire diizeyleri 6nemli bir
disiis gostermistir (p<0.05). Kontrol grubu ile EGCG grubu arasinda yapilan
karsilagtirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi. EGCG grubunda
iire degerleri CDDP grubuna gore daha diisiik olmakla birlikte, kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.005.).

3.1.2. Kreatinin Diizeyleri

Gruplardaki kreatinin diizeylerinin ortalamasi Tablo 6’da gdsterilmistir.
CDDP verilen grupdaki kreatinin degerlerinin (1.51 mg/dl), kontrol grubundaki
kreatinin degerlerine (0.43 mg/dl) gore anlamli olarak yiliksek oldugu saptandi
(p<0.001). CDDP grubu ile karsilastirildiginda EGCG tedavisi verilen EGCG+CDDP
grubu lire diizeylerinde anlamli diistikliik tespit edildi (p<0.0001). K grubu ile A
grubu arasinda yapilan karsilastrmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gbzlenmedi.
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3.2. Serum MDA Diizeyleri

Bir oksidatif stres faktorii olan MDA’nin serumdaki diizeyinin ortalamasi ve
gruplar arasindaki degisiklikler Tablo 7°de gosterilmistir. Gruplararasindaki fark
onemli bulunmustur (p<0.001). Serum MDA diizeyleri en biiyiikten en kii¢iige dogru;
CDDP grubu > CDDP+EGCG grubu > Kontrol grubu > EGCG grubu seklinde
siralanmistir. CDDP  grubu serum MDA diizeylerinde (179.1 nmol/g), kontrol
grubuna (90.5 nmol/g) ve diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamlilik tasiyan
yiikselme saptandi (p<0.005). EGCG grubundaki MDA degerleri kontrol grubunda
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0.05) daha diisiik tespit edildi. EGCG
tedavi gruplar1 olan EGCG ve CDDP+EGCG gruplar1 serum MDA diizeyleri CDDP
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05).

Tablo7. Gruplarda serum MDA diizeyleri

Gruplar

Kontrol EGCG CDDP CDDP+EGCG SEM P

MDA (nmol/g) 90.5¢ 84.6° 179.1° 108.0° 838  0.001

a-c: Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatisliksel bakimdan énemlidir (p<0.05).

3.4. Bobrek Bax Expresyonu

Gruplarda bobrek bax expresyonu Sekil 3°de gosterilmistir. CDDP grubu Bax
ekspresyonu, kontrol grubu Bax exprseyonuna gore artmistir (p=0.05). CDDP grubu
ile karsilastirildiginda CDDP+EGCG grubu Bax expresyonlarinda anlamli diisme
tespit edildi (p=0.05). Kontrol grubu ile EGCG grubu arasinda yapilan
karsilagtirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi.

3. 5. Bobrek Bcel-2 Expresyonu

Gruplardaki Bcl-2 expresyonlar1 Sekil 4°de gosterilmistir. Kontrol, EGCG
gruplar1 arasinda Bcl-2 diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadig1 tespit edildi. Apoptoziste koruyucu rolii oldugu diistiniilen Bcl-2
diizeylerinin, CDDP+EGCG grubunda diger gruplara kiyasla anlamli olarak yiiksek
oldugu saptandi.
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Sekil 3. Gruplarda ratlarin bobrek dokusu bax ekspresyon diizeyleri

a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatisliksel bakimdan 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4. Gruplarda ratlarin bobrek dokusu Bcl-2 ekspresyon diizeyleri
a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatisliksel bakimdan 6nemlidir (p<0.05).

3.6. Bobrek Hsp60 Expresyonu

Gruplardaki Hsp60 expresyonu Sekil 5’de gosterilmistir. Tiibiiler hasar

sirasinda arttig1 diisiiniilen Hsp60 expresyonlar1 biiyiikten kiictige dogru; CDDP >
CDDP+EGCG > Kontrol > EGCG olarak tespit edildi. CDDP grubunda diger

biitiin gruplara oranla anlamli derecede yiiksek olarak tespit edildi (p<0.05). CDDP
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grubu ile karsilastirildiginda CDDP+EGCG grubu Hsp60 diizeylerinde anlamli
derecede diisme tespit edildi (p<0.05). Yine sadece EGCG grubu ile kontrolo
grubu kendi arasinda kiyaslandiginda; EGCG grubu Hsp60 diizeylerinin kontrol

grubuna gore anlamli 6l¢iide diisiik oldugu saptandi.
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Sekil 5. Gruplarda ratlarin bbrek dokusu Hsp60 ekspresyon diizeyleri

% Kontrol

a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatisliksel bakimdan dnemlidir (P<0.05).

B-aktin ‘——— _|

200 -
b
150 -
C C
100
50
0 T T T

Sekil 6. Gruplarda ratlarin bbrek dokusu Hsp70 ekspresyon diizeyleri

% Kontrol

a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatisliksel bakimdan dnemlidir (P<0.05).
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3.7. Bobrek Hsp70 expresyonu

Gruplardaki Hsp70 expresyonlar1 Sekil 6°‘da gosterilmistir. CDDP
grubunda diger biitiin gruplara oranla anlamli derecede yliksek olarak tespit edildi
(p<0.001). CDDP grubu ile karsilastirildiginda CDDP+EGCG grubu Hsp70
expresyonlarinda anlamli derecede diisme tespit edildi (p<0.05). Yine sadece
EGCG grubu ile kontrol grubu kendi arasinda kiyaslandiginda; EGCG grubu

Hsp70 diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik gdstermedigi
saptandi.

3.8. Histopatolojik Sonuclar

Kontrol ve EGCG grubundaki ratlardan alman bdbreklerde bir patoloji
gozlenmedi. Buna karsilik, sisplatin verilen grupta korteks ve dis medullada
vakuolizasyon, interstisyel 6dem ve inflamasyon, siddetli derecede tiibiiler nekroz ve
tiibiiler atrofi gozlendi. EGCG ile tedavi edilen EGCG+CDDP grubunda ise
sisplatinin indiikledigi histopatolojik degisikliklerin (6z. Tiibiiler nekroz ve

interstisyel inflamasyon) oldukc¢a az oldugu goriildii (Tablo 8, Sekil 7)

Tablo 8. EGCG uygulamasmin rat bobrek dokusundaki morfolojik degisiklikler

uzerine etkisi

Gruplar
Morfolojik Degisiklikler Control EGCG CDDP CDDP+EGCG
Vakuolizasyon - - ++ +
Interstisyel 6dem - - + -
Tubiilar nekroz +/- +/- A+t +
Tubuler atrofi - - ++ +/-
Interstisyel inflamasyon - - /A +

—: Yok, +: hafif, ++ : orta, +++ : ssiddetli.
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f = y . d
Sekil 7. Hematoxylin and eosin (H&E) ile gruplara gore bobregin histopatolojik
goriiniimii. Kontrol (a), EGCG (b), sisplatin (c) ve sisplatint EGCG (d).

33



4. TARTISMA

Kanser hastaliklar1 diinyada en sik 6liime yol acan hastaliklar i¢inde erkekler
arasinda 2. bayanlar arasmnda 1. swada yer almaktadiwr. Genel olarak kanser
hastaliklar1 tedavisi 3 strateji lizerine kurulmustur. En Onemlisini kemoterapi
uygulamalar1 olustururken digerleri ancak lokal tedaviye olanak saglayan radyoterapi
ve cerrahi uygulamalaridir. Adjuvant, neoadjuvant ve palyatif amaglarla olusturulan
kemoterapi uygulamalar1 kanser tedavisinin temelini olusturmaktadir. 1940’
yillarda nitrojen mustardin hematolojik sorunlarda kullanilmasiyla kemoterapi
uygulamalar1 hizla gelismistir (135).

Cok secenekli bu tedavi rejiminde; cerrahi ve radyoterapi ile hastaliin
cogu zaman lokal kontrolii saglanabilirken, sistemik etki yalnizca kemoterapi
uygalamalar1 ile saglanabilmektedir.

Kanser kemoterapisinin esasi; hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden
timor hiicresinin biiylimesini ve ¢ogalmasini durdurmak veya miimkiinse onlar1
yok etmektir. Ancak antineoplastik ilaglarin kanser hiicresine karsi olan
secicilikleri, antibiyotiklerin bakteri hiicresine karsi olan seciciliklerinden daha
azdir. Cilinkii malign hiicre ile normal insan hiicresi arasinda kalitatif bakimdan
fazla fark yoktur; mevcut fark daha ¢ok kantitatif yondedir. Antineoplastik ilaclar
viicutta patolojik bicimde cogalmakta olan kanser hiicrelerini yok ettikleri gibi,
hizl1 bigimde ¢ogalmakta olan normal hiicreleri de yok ederler. Bu nedenle ¢ogu
kanser ilacinin normal hiicre ve kan dokusu iizerine de yan etkileri vardir (136).

Bazi1 ajanlarin kanser tedavisinde olduk¢a yaygm kullanilmalarma ragmen
siklikla tiimorlii doku disindaki diger dokularda etkilenmekte ve ciddi yan etkiler
ortaya ¢ikmaktadir. Bu yan etkilerin goriilmesiyle birlikte birkag¢ alternatife yol
denenmektedir. Tedavi protokolii degistirilebilmekte; bu da c¢ok etkili olan bir ilag
yerine daha az etkili bir ilaca gecilmekle miimkiin olmaktadir ve arzu edilmeyen
bir secenektir. Diger bir secenek tedavi dozunda kisitlamaya gidilmesidir. Bu da
timO0r dozunun istenen oranda sinirlanmasina engel olabilmektedir. Diger bir
secenek ise istenmeyen bu yan etkileri dnleyecek veya azaltacak diger bir ajanin
kullnilmasidir ki bu da maliyeti olduk¢a arttiran bir secenektir (137).

Bobrek hiicreleri, boliinme hizlar1 yliksek olmamasina ragmen, yiiksek kan

akimu ile karsilasmasi, mediiller interstisyumda toksinleri konsantre etme yetenegi
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ve tiibiiler epitelde spesifik tasiyicilara sahip olmasi nedeniyle toksik zedelenmeye
olduk¢a duyarhdir (138). Sitotoksik ilaglara bagli nefrotoksisite kemoterapinin en
sik goriilen yan etkilerinden birisidir (136). Antimetabolitler, alkilleyici ilaglar ve
antrasiklinler en sik nefrotoksisiteye neden olan ilaglarin basmndadir. Sisplatin,
siklofostamid ve yliksek doz sitozin arabinozidin nefrotoksik etkileri bilinmektedir.
Kanser ilaglarmin nefrotoksik etkisi; serum elektrolit diizensizligi, serum kreatinin
artist ve GFH’nin azalmasindan kalic1 bobrek yetmezligine kadar ciddi boyutta
olabilir (139). Kemoterapi alan hastalarda nefrotoksisite derecesi DOQI (Dialysis
Outcome Quality Index) smiflamasma gore degerlendirilmektedir (140).
Kemoterapi ilaglar1 bobrekte baslica proksimal tiibiil, distal tiibiil ve glomertil
olmak iizere nefronun ii¢ ana boliimiinde hasarlanmaya ve fonksiyon bozukluguna
neden olur (141).

Anti-neoplastik ilaglar i¢inde olduk¢a onemli bir yere sahip olan CDDP
1978 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde FDA tarafinca da onaylandiktan
sonra hizla klinik kullanima girmistir (4). CDDP; yiiksek antitlimoral aktivite
gosteren ve oldukca genis kullanim alanina sahip antineoplastik bir ajandir. Ancak
oldukc¢a etkili olan bu ajanin, doza bagl olarak ortaya ¢ikan ve % 25 hastada
gelisen nefrotoksisite nedeniyle kullanim alani smirlanmaktadir (142, 143). Bu
ozelliginin bilinmesiyle, kullanimi swrasinda ve/veya sonrasinda bol hidrasyon ve
mannitol ile diiirezin arttirilmasi gibi onlemlere ragmen, CDDP alan hastalarda
GFR’de kalic1 diismeler ortaya cikabilmekte, ilerleyici ve hatta kalici ranal hasar
meydana gelebilmektedir. Bu ciddi nefrotoksisite yiiziinden CDDP’nin rutin
kullannminda kisitlamalar meydana geldigi gibi "yiiksek doz sisplatin ” tedavi
modaliteleri hala miimkiin olamamaktadir.

Sisplatin nefrotoksisitesinin; serbest oksijen radikallerinin liretimi ve daha
cok glutatyon rediiktaz enziminin baskilanmasi ile antioksidan sistemin ¢okmesine
yol agmak suretiyle olustugunu gosteren bircok c¢alisma mevcuttur (3). CDDP
stiperoksit anyon ve hidroksil radikalleri gibi ROS {iretimini arttirip renal lipid
peroksidasyonunu stimiile eder (144). CDDP verilmesiyle olusan ROS’lar oksidatif
stresin siddetiyle parelel dogrultudadir. Oksidatif stress sonucunda protein, lipid,
niikleik asit gibi maddelerin yapisinda anormal degisiklikler olusur (145). Kanser

zaten konakc¢ida oksidatif stres ve lipid peroksidayon iirlinlerini arttirarak
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antioksidan sistemin ¢Okmesine yol a¢maktadir. Bir de kanserli hastalarda
beslenmenin zayiflamasi ve ilave olarak antikanserojenlerin kullanilmas: oksidatif
sistemi daha da zayiflatacaktir.

Sisplatinle olusturulan nefrotoksisiteyi ve diger yan etkileri azaltmak igin
deneysel ve klinik calismalarda cesitli ilaglar kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
CDDP’nin daha ¢ok asir1 serbest radikal tiretimiyle oksidatif renal hasar yaptigina
dair kanitlar ileri siiriilmiistiir. Bu yiizden Ginko alkaloidleri, C vitamini,
asetilsalisilik asit, ebselen, curcumin, taurine, mizoprostol, bixin, lipoik asit, SOD,
selenyum, flavonidler, dietil ditiyokarbamates, erdosteine, kafeik asit fenetil ester
(CAPE), Nigella sativa ekstrakti gibi ¢esitli antioksidan maddelerin deney
hayvanlarinda CDDP ile olusturulan nefrotoksisitede Onleyici rolleri ¢alisilmistir
(146-148).

ABY gelisimi i¢in artmus risk faktorleri; yliksek doz CDDP uygulamasi,
yiiksek pik plazma serbest platinum konsantrasyonlari, 6nceki CDDP maruziyeti,
onceden var olan bobrek hasar1 ve diger nefrotoksik ajanlarin ayni anda kullanilmasi
seklindedir. Yiiksek pik plazma serbest platinum konsentrasyonlar1 yiiksek ABY
riskleri ile beraberdir. Ornek olarak, ilk kiirlerinde 50-140 mg/m* CDDP ile tedavi
edilen 22 hastadan olusan bir calismada, serbest platinum pik plazma
konsentrasyonlar1 glomerular toksisite ile korele bulunmustur (149). Yiiksek plazma
platinum konsantrasyonlarmin énemi GFH ve serum magnezyum seviyelerinin >50
mg/m’ den fazla CDDP uygulama sonrasi dnemli derecede azalmanin gézlemlenmesi
ile anlagilmistir. Karsilastirma i¢in, 5 ardisik giin en diisiik dozda (20 mg/mz) CDDP
alan hastalarda GFH’ nin korunmus oldugu gézlemlenmistir (150).

N-asetilsistein  (NAC) gibi  diger thioller primer profilaksi i¢in
kullanilmiglardir ve yiiksek riskli hastalarda platinum nefrotoksisitesini dnlemek igin
bazi rolleri olabilirler. Thiollerin hem 6lii reseptér hem de CDDP ile olusmus olan
mitokondrial apoptotik yollar tizerine etki ettigi diistiniilmektedir (151).

Aminofilinin de CDDP ile olusan nefrotoksisiteyi onledigi gosterilmistir
(152). Yapilan bagka bir ¢alismada, 41 hasta teofilin veya plasebo almas1 i¢in 50
mg/m2 doz CDDP igeren kemoterapi ile birlikte rastgele siralanmistir (153). Teofilin
ile tedavi edilen hastalarin GFR diizeylerinde hicbir degisiklik yok iken, plasebo

alanlarda azalma oldugu saptanmakla birlikte (92.9 vs 71.8 ml/dk) Didier Portilla ve
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ark. bu konuda hala ek klinik calismalarin yapilmasma ihtiya¢ oldugunu One
siirmektedirler (154). Ozellikle hasta yiiksek doz CDDP alacaksa ve kemoterapinin
multipl dozlar1 uygulanacaksa bu konu daha 6nemli hale gelmektedir.

Amifostin organik bir tiofosfattir ve koruyucu tiol grubunu birakarak CDDP
ile olusan toksisiteye karsi koruyucu olabilir. Tiolun birakilmasi normal hiicreler i¢in
oldukca selektif olmasmna ragmen malign hiicreler i¢in selektif degildir (155).
Sisplatinin bobrek yetmezligi yan etkisini 6nlemek amaciyla Capizzi ve ark (156) ve
Weichert-Jacobsen ve ark. (137). Bir antioksidan olan amifostine gibi bir antioksidan
maddeyi denemislerdir. CDDP uygulamadan 6nce amifostin ile tedavinin hayvan
modellerinde ve klinik ¢aligmalarda nefrotoksisiteyi belirgin dereced azaltigi
goriilmiistiir. Over kanserli kadm hastalarda faz III ¢aligmalar amifostinin
nefrotoksisite (kreatinin klerensinde %40 dan fazla azalma) insidansmni, CDDP (100
mg/m’) iceren kemoterapi rejiminin 6 siklisunda % 33’den % 10’a azalttig
bulunmustur (33). Bu sonugclar esliginde, American Society of Clinical Oncology’nin
(ASCO) 2002 kilavuzunda amifostinin over veya kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli
hastalarin CDDP tedavilerine eklenebilecegi disiinilmiistir (157, 158). Fakat
amifostinin bu yan etkiyi azaltmasina ragmen CDDP ile beraber kullanildiginda
maliyeti 10 kat artmakta oldugundan kullanilmasi su an i¢in ¢ok da akilci
goriinmemektedir (10, 159).

Sato ve ark. (160) ratlarda taurin tedavisi (organizmada sisteinden sentez
edilen, protein yapisina katilmayan bir aminoasittir. Biyolojik sistemlerde gdsterdigi
antioksidan etkinin, biyomembranlarin stabilizasyonunda gorev almasi gibi
ozelliklerine bagli oldugu ileri siirtilmektedir) ile CDDP nefrotoksisitesinin
azaltilabilecegini  bildirmislerdir. Taurin tedavisi alan sicanlarm, CDDP
grubundakilere kiyasla daha az renal hasara sahip olduklar1 histo-morfometrik analiz
aracilifiyla gosterilmistir. Yoshida ve ark. (161) erkek Sprague-Dawley sicanlarinda
yaptiklar1 deneysel ¢calismada 1.p. 6 mg/kg CDDP ile nefrotoksisite olusturmuslar ve
yapisinda Se igeren bir bilesik olan ebselenin nefrotoksisiteden koruyucu roliini
arastirmislardir. Bu calismada CDDP verilen sicanlarda MDA diizeyleri kontrol
grubuna gore 3. giin 1.3 kat, 5. giin 1 kat artmis oldugunu bildirmek suretiyle
ebselenin, antioksidan sistemi diizenleyerek CDDP alan sicanlarda nefroprotektif

etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde, Husein ve ark. (162), erkek
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Wistar sicanlarda CDDP’ye bagli gelisen nefrotoksisite iizerinde ebselenin
etkinligini arastirmiglar ve CDDP verilen grupta MDA diizeylerinin kontrol grubuna
gore % 74 oraninda arttigini bildirmislerdir. Bolaman ve ark. (163) alfa-tokoferoliin
sigan bobreginde CDDP’ye baglh lipid peroksidasyonunu o6nlemedeki roliinti
arastirmak amaciyla yaptiklari rat deneyinde; CDDP grubuna i.p. 10 mg/kg CDDP ve
tedavi grubuna CDDP ile es zamanli olarak 1p. 200 mg/kg vitamin E
uygulamislardir. CDDP grubunda artmis lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak
renal doku MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu
sonucuna ulagmuglardir. Alfa-tokoferol verilen grupta ise renal doku MDA
diizeylerinin, CDDP grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu ve alfa-tokoferoliin
CDDP’ye bagl lipid peroksidasyonunu Onlemede kullanilabilecegi goriisiini
savunmuslardir.

Durak ve ark.(164) ise tek doz 5 mg/kg i.p. CDDP uyguladiklar1 guinea
pig’lerinde nefrotoksisitenin gelisimi {iizerine etkilerini gdzlemlemek amaciyla
vitamin E+C kompleksi ve dogal bir antioksidan olan Sarmex uygulamislardir.
Calismalarinda CDDP’nin hem enzimatik hemde non-enzimatik antioksidan sistem
iizerine olumsuz etkide bulundugu ve calismadaki deger antioksidanlarin ise
CDDP’ye sekonder gelisen bobrek yetmezligini 6nledigi sonucuna ulagsmiglardir.

Antunes ve ark. (165) erkek Wistar sicanlarda yaptiklar1 deneysel ¢alismada,
CDDP ile olusturulan nefrotoksisiteyi dnlemek icin CDDP uygulamasindan 24 saat
ve 10 dk once olmak tizere 8 mg/kg toplam iki doz, curcumin (diferuloylmethane)
vermiglerdir. Bu dozda curcuminin CDDP’ye sekonder gelisen renal GSH kaybini
engelleyemedigini ve bobrekleri CDDP’ye sekonder gelisebilen nefrotoksisiteden
koruyamadigini rapor etmislerdir. CDDP ye sekonder gelisen nefrotoksisiteyi
onlemede curcumin ile ilgili bildirilen bu olumsuz sonug, curcuminin oral yolla ve
yetersiz dozda alimina baglanmistir. Silva ve ark. (166) ¢aligmalarinda tek dozluk
CDDP (5 mg/kg) uygulamasi dncesinde baska bir antioksidan olan karetonoid bixin
2.5/5 mg/kg kullanimi ile CDDP’ye bagl artmis lipid peroksidasyonu ve renal GSH
kaybinin azaldigini tesbit etmislerdir. Satoh M. ve ark. (167) hem hidroksil radikalini
stipiiren, hem de demir aracili peroksidatif hasarlar1 6nleyen, lipofilik bir bilesik olan
Edarabone’un CDDP tedavisini takiben ortaya c¢ikan ABY’ye karsi bobrekleri

korudugunu géstermislerdir.
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Yukarida bahsettigimiz c¢aligmalarda goriildiigli gibi nefrotoksisiteyi
onlemede kullanilan molekiillerin 6nemli bir kism1 antioksidan 6zellige sahiptir ve
CDDP-nefrotoksisitesinde sug¢lanan bir mekanizma olan oksidatif stres nedeniyle
denenmislerdir. Calismamizda kullandigimiz ve yesil ¢ay i¢inde bulunan EGCG’nin
en ¢cok calisilmis etki mekanizmalarindan biri antioksidan 6zelligidir. EGCG’nin
hem lipid hem de DNA’ya kars1 olan oksidatif hasarin biyobelirte¢lerinin plazma
seviyelerini 6nemli derecede azalttig1 bulunmustur (168). Oksidatif protein hasari
iizerine EGCG’nin etkileri ayrica ¢alisilmistir ve celiskili sonuglar ortaya ¢ikmustir.
Ratlarda, EGCG’nin kas proteinlerinin oksidatif modifikasyonunu suprese ettigi
bulunmustur; bununla birlikte, insanlardaki kontrollii bir caligma oksidatif protein
hasar1 biyobelirtegleri lizerine EGCG’nin etkisini gosterememistir (169).

Yesil cayda ve diger bitkilerde bulunan antioksidanlarin degisik yollarla
oksidatif hasara engel oldugu bulunmustur. EGCG ve diger antioksidanlar viicuttaki
serbest radikalleri notralize eder ve zararli reaktif nitrojen ve oksijen tiirlerinin hiicre
elemanlarinda oksidatif hasar olusturmadan once etkisiz hale getirir (170). Bazi
metal iyonlarma yiiksek afinite (benzerlik) gosteren bu antioksidanlar (171), serbest
radikal formasyonunu katalize eden redoks-aktif transisyon metal iyonlarini inaktive
eden metal selator gibi davranmaktadirlar (169). Antioksidanlar hiicrelere bakteri ve
karsinojenler gibi yabanci ajanlarin yapismasmi bloke edebilirler (172). EGCG
ayrica peroksidatif aktiviteleri ile bazi dokularda potansiyel olarak oksidatif hasar
olusturabilen lipooksijenaz, sikloksijenaz ve ksantin oksidazi inhibe ederek hiicresel
oksidatif hasar1 6nleyebilir (169).

Cay flavanollerinin antioksidan yetenegi hidroksil gruplarmin sayisi,
baglandig1 yer ve galloil parcalarmin varligma bagh olarak degismektedir (93, 98).
Vinson ve Dabbagh (107) yaptiklar1 deneysel c¢alismada; cay katesinlerinin
antioksidan giiciiniin vitaminlere goére daha yliksek oldugunu saptamislardir. Bu
calismalar 6zellikle yesil ¢cayin fenolik maddelerce zengin bazi igeceklere gore daha
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Biz ¢alismamizda, oksidatif stress belirteci olarak serum MDA diizeylerini
kullandik. Malondialdehid, lipid peroksidasyonun en giivenilir ve kabul goren in
vivo belirteglerinden biridir (173). Li ve Xie (174)’in yapmis olduklar1 rat

deneylerinde, ¢ay sekonder fenolik maddelerinin tehlikeli tiirde radikalleri par¢alama
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yetenegine sahip bir enzim olan siliperoksit dismutaz zararlanmasint ve
oksidasyonunu onledigini, boylece SOD enzim aktivitesini artirdigini ve lipid
oksidasyon {riini olan MDA miktarin1 disirdiiglinii gostermistir. Baska bir
calismada da, yesil cay katesinlerinin bobrekte siliperoksit dismutaz enziminin
aktivitesini azaltip katalazinkini de artirarak oksidatif stresin azaltilmasinda etkili
oldugu bildirilmistir (105). Bolaman ve ark. (163) alfa-tokoferoliin sigan bobreginde
CDDP’ye bagl: lipid peroksidasyonunu 6nlemedeki roliinii arastirmak amaciyla rat
deneyinde; CDDP grubuna i.p. 10 mg/kg CDDP ve tedavi grubuna, CDDP ile es
zamanl olarak i.p. 200 mg/kg vitamin E uygulamiglardir. CDDP grubunda artmis
lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak renal doku MDA diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu sonucuna ulasmiglardir. Alfa-tokoferol
verilen grupta ise renal doku MDA diizeylerinin, CDDP grubuna gore anlamli olarak
distiigii ve alfa-tokoferolin CDDP’ye bagl lipid peroksidasyonunu onlemede
kullanilabilecegi goriisiinii savunmuslardir. Silva ve ark. (166) calismalarinda tek
dozluk CDDP (5 mg/kg) uygulamasi dncesinde baska bir antioksidan olan karetonoid
bixin 2.5/5 mg/kg kullanimi ile CDDP ‘ye bagli artmus lipid peroksidasyonu ve renal
GSH kaybini azalttigini tesbit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da bu sonuclara
uygun olarak CDDP uygulanan gruptaki serum MDA degerleri kontrol grubuna gére
anlamlh diizeyde yiiksek tespit edildi (Tablo 7). Buna karsilik sisplatine EGCG
eklenmesi serum MDA diizeylerinde diismeye neden oldu. Bu sonuglar EGCG
kullaniminin serumda antioksidan savunma sistemini diizelttigini gostermektedir. Ek
olarak, bu veriler daha once bahsettigimiz ¢esitli antioksidanlarin kullanildig1 birgok

calismanin sonuglari ile ortiismektedir.

Apoptoz ¢ok sayida ek genler tarafindan regiile edilmektedir. Bu genler
programli hiicre 6liimiinii ya gliclendirir (p53, Bak, c-myc) ya da inhibe eder (bcl-2,
bel-x1, setrin ) (175). Sisplatin nefrotoksisitesinin inflamasyon ve apopitoz ile birlikte
oldugu gorilmiistiir Francescato ve ark.(176) sisplatin nefrotoksisitesinde pro-
apopitotik Bax proteininde artis, anti-apopitotik Bcl proteininde azalma oldugunu
gostermislerdir. Benzer sekilde baska bir calismada sisplatin nefrotoksisitesinde,
renal tiibiiler hiicre mitokondrilerinde Bax gen aktivasyonu ve birikiminin akut
bobrek hasarina eslik ettigi gosterilmistir (126). iskemik reperfiizyon hasar1 sonrasi

tiibiiler epitelyal hiicrelerde Bcl-2 protein artisi; hiicresel otofaji siipresyonu ve
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apoptoz inhibisyonu saglayabilmektedir (127). Calismamizda buna uygun olarak
CDDP uygulanan gruptaki Bax diizeylerinin, kontrol grubundaki Bax diizeylerine
gore anlamli olarak yiiksek oldugu saptandi. CDDP grubu ile karsilastirildiginda
EGCG grubu Bax ekspresyonunda anlamli diisme tespit edildi (sekil 3). Yine EGCG,
CDDP ve Kontrol gruplar1 arasinda Bcl-2 ekspresyonu karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi tespit edildi. Apoptozda koruyucu
rolii oldugu diisiiniilen Bcl-2 diizeylerinin, CDDP+EGCG grubunda diger gruplara
kiyasla anlamli olarak yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4).

Sisplatine bagh nefrotoksisite gelisiminde kreatinin klirensindeki azalma
erken donem bulgularindandir. CDDP alan hastalarin 1/4’linde bir iki hafta sureyle
ve geri donlisiimlii azotemi ve kreatinin yliksekligi goriilmektedir (177, 178). Bu
nedenle iire ve kreatinin, CDDP nefrotoksisitesini degerlendirmek amaciyla yapilan
klinik ve deneysel ¢aligmalarin 6nemli parametrelerinden birini olusturmaktadir.
Calismamizda CDDP grubunda, Kontrol ve EGCG grubuna gore bobrek fonksiyon
bozuklugunu gdsteren bu parametrelerde istatistiksel olarak anlamli artis gozlendi.
EGCG’nin CDDP ile birlikte verildigi grupta ise EGCG tedavisinin CDDP’nin neden
olmasi1 beklenen iire ve kreatinin degerlerindeki artis1 bloke ettigi goriildii. Bu sonug,
EGCG’nin bobrek fonksiyonlarinda diizelme sagladigini gostermektedir. (Tablo 6).
Safirstein ve ark. (179) yaptiklar1 calismada 5 mg/kg CDDP uygulamasi sonrasinda
bobrek fonksiyonlarinda bozulma ile beraber plazma kreatinin seviyelerinde de artis
oldugunu bildirmislerdir. Mansour ve ark. (180) 7.5 mg/kg CDDP ile olusturduklar1
nefrotoksisite grubunda serum iire ve kreatinin diizeylerinin kontrol grubuna gore
sirasiyla 2.5 ile 3.3 kat arttigimi bildirmislerdir. CDDP 6ncesi 5 giin amiguanidinle
tedavi edilen grupta serum iire ve kreatinin diizeylerinin kontrol grubundan yiiksek
olmakla beraber, CDDP grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigmi bildirmislerdir.
Durak ve ark.’da (164) tek doz 5 mg/kg 1.p. CDDP uyguladiklar1 guinea pig’lerinde
nefrotoksisitenin gelisimi {izerine etkilerini gozlemlemek amaciyla vitamin E+C
kompleksi ve dogal bir antioksidan olan Sarmex uygulamislardir. Caligmalarinda
CDDP’nin hem enzimatik hem de non-enzimatik antioksidan sistem iizerine olumsuz
etkide bulundugu ve kullanilan antioksidanlarin ise CDDP’ye sekonder gelisen
bobrek yetmezligini 6nledigi sonucuna ulasmislardir. Sonug olarak, calismamizda ve
literatiirdeki diger calismalarda nefroprotektif etkisi olan bir c¢ok ajanin, lipid
peroksidasyonunu azaltmasiyla dogru orantili olarak iire ve kreatinin degerlerinde

anlaml dists saglandig1 gosterilmistir (164, 179, 180). Calismamizda biyokimyasal

41



olarak elde ettigimiz bu sonug, histopatolojik bulgularla da desteklenmistir. CDDP
ile meydana gelen tiibiiler nekroz, interstisyel inflamasyon, vakuolizasyon gibi
bulgularin EGCG uygulamasi ile 6nemli 6lctide dnlendigi goriildii.

Hsp’ler ile oksidatif stres arasindaki yakin iliski yakin zamanda yapilan
calismalarda gosterilmistir (181). Is1 stresinin indiikledigi Hsp60, Hsp70 ve Hsp25
overekspresyonu, kardiyak miyositlerde serbest radikal olusumunu diizeltmistir
(182). Kardiyomiyositlerde, Is1 stresi ile Hsp70 ve Hsp90’mn indiiksiyonu caspase-9
ve caspase-3’lin aktivasyonunu ve dolayisiyla apoptozu da inhibe eder (183).
Takayuki ve ark.(184) giiclii bir antioksidan olan dimetiltiyoiirenin (DMTU) renal
tiibiiler hiicrelerde Hsp60’1 erken donemde indiikleyerek Bax-iligskili apopitozu
onledigini ve bu yolla CDDP’nin neden oldugu ABY’ye karsi koruyucu rol
oynadigin1 gostermislerdir. Gergekten bu ¢aligmada organel ve membranlarda Bax
proteinin CDDP’ye bagh artismin da engellendigi gézlenmistir. DMTU ile oldugu
gibi cesitli in vitro calismalarda oksidatif strese karsi koruyucu etkinin, farkli
hiicrelerdeki Hsp ekspresyonunun supresyonu sonucu oldugu anlasilmistir (185).
Bizim bulgularimiz da, Hsp60 ve Hsp70 diizeylerinin bazal diizeylere (kontrol
grubundaki degerlere) diismese bile CDDP grubuna goére EGCG uygulanan
CDDP+EGCG grubunda daha az oldugunu, dolayisiyla sisplatin nefrotoksisitesinden
koruyucu etkinin en azindan kismen Hsp’ler yoluyla oldugunu diisiindiirmektedir.
Ayrica, bu bulgular, sisplatin uygulanan ratlarda EGCG kullanimi ile 1s1 sok
proteinleri arasinda belirgin Olciilerde pozitif bir iligki oldugunu gostermekte ve
sisplatin uygulanan ratlarda Hsp ekspresyonunun degistigi ve dokularin hasara kars1
duyarhiligin arttifina dair sonuglar1 desteklemektedir. EGCG’nin giiglii  bir
antioksidan etkisinin oldugu ve sisplatinin olusturdugu oksidatif etki ile etkilesime
girecegi 1y1 bilinmekle birlikte, EGCG’nin bobrekte 1s1 sok proteinleri {izerine
etkisini arastiran calismamizla karsilastirabilecek sekilde bir caligmaya rastlamadik.

Sonug olarak, sisplatin uygulanan ratlarda tedaviye EGCG eklenmesinin bax
proteininde down-regiilasyona, 1s1 sok proteinlerinde ise up-regiilasyona neden
oldugu gozlenmistir. Bu veriler, biyokimyasal ve histopatolojik bulgularin da
destegiyle, bir antioksidan olan EGCG’nin sisplatinin neden oldugu renal hasar1
azalttigin1 gostermektedir. Bu etki oksidatif stres belirteglerinde azalma ve 1s1 sok

proteinlerinin cevabinda artis ile iligkili olabilir.
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