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OZET

Bu calismada sisplatin nefrotoksisitesinde kurkuminin sirtuinler (SIRT) ve
Nikotinamid fosforibozil transferaz (NAMPT) expresyonu iizerindeki etkisinin
incelenmesi amaglandi.

Calismada, 28 adet Wistar albino cinsi erkek ratlar (10 haftalik, agirlik 194-
264 gr arasinda) kullanildi. Deney hayvanlar1 her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4
gruba ayrildi;

Kontrol Grubu (n=7): Sisplatinle esit hacimde izotonik salin solusyonu (1
ml/kg/giin) uygulanan ve bazal diyetle beslenen grup. Sisplatin Grubu (n=7):
Caligmanin 3. giinlinde sisplatin % 0.9 salin (1 ml/100 gr/kg i.p.) i¢inde (7 mg/kg)
uygulanan ratlar. Kurkumin Grubu (n=7): Sisplatinle esit hacimde izotonik salin
solusyonu (1 ml/kg/giin) uygulanan ve sisplatin uygulamasindan 2 giin once ve
uygulamadan sonra 8 giin siireyle kurkumin (100 mg/kg) verilen ratlar. Kurkumin +
Sisplatin Grubu (n=7): Sisplatin uygulanan ve sisplatin uygulamasindan 2 giin dnce
ve uygulamadan sonra 8 giin siireyle kurkumin (100 mg/kg) verilen ratlar.

Calisma sonunda ratlar dekapitasyonla oOldiiriilerek biyokimyasal ve
histopatolojik inceleme i¢in serum ve bobrek ornekleri alindi. Serum iire, kreatinin,
doku MDA, SIRT1, SIRT3, SIRT4 ve NAMPT diizeyleri ¢alisildi. Bobrek dokusunda
histopatolojik inceleme yapildi.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda sisplatin grubunda serum {ire ve
kreatinin, doku MDA diizeylerinde anlamli artig, SIRT1, SIRT3, SIRT4 ve NAMPT
diizeylerinde anlamli oranda diisme tespit edildi. Sisplatintkurkumin grubunda
sisplatin grubuyla karsilastirildiginda serum iire ve kreatinin, doku MDA diizeyleri
anlaml derecede diisiik; SIRT1, SIRT3, SIRT4 ve NAMPT diizeyleri anlamli oranda
yiiksek tespit edildi. Histopatolojik incelemede sisplatintkurkumin verilen grupta
vokuolizasyon, tiibiiler nekroz, tiibiiler atrofi ve inflamasyonun daha az oldugu
gorildii.

Sonug olarak kurkuminin lipid peroksidasyonunu azalttigi, sirtiiin ve NAMPT
diizeylerini artirdigr gorildi. Kurkumin sisplatin nefrotoksisitesine karsi koruyucu
etki gostermesinde sirtiiin ve  NAMPT ekspresyonunu artrmasinin 6nemli rol
oynadig1 kanaatindeyiz

Anahtar kelimeler: Sisplatin nefrotoksisitesi, kurkumin, sirtiiin, NAMPT.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CURCUMIN ON
EXPRESSION OF SIRTS IN CISPLATIN-INDUCED NEPHROTOXICITY IN
RATS

In this study we aimed to determine the effects of curcumin on renal
expressinon of sirtuins (SIRT) and Nicotinamide phosphoribosyl transferase
NAMPT in cisplatin induced nephrotoxicity.

We used 28 wistar albino male rat (8 wk-old, between 200-215 g) in this
study. We separated the rats into 4 groups (n:7 for each group) as; Control group
(n:7): Standard diet and saline administration intraperitoneal with equal volume of
cisplatin (I1ml’kg/day). Cisplatin group (n:7): cisplatin administered in %0, 9 saline
solution on the third day of study. Curcumin group (n:7): curcumin administration 2
days before and continued 8 days after saline administration. Cisplatin + curcumin
group (n:7): cisplatint+ isotonic saline solution with equal volume and curcumin
administration 2 days before and continued 8 days after cisplatin administration.

At the end of study, rats were decapitated and serum and renal tissues were
obtained for biochemical and histopathological analysis. Serum urea, creatinine and
tissue MDA, SIRTI1, SIRT3, SIRT4, NAMPT levels were evaluated. Renal tissues
were also histologically evaluated.

Serum urea, creatinin and tissue MDA levels increased and; SIRT1-3-4 and
NAMPT levels decreased in cisplatin group in comparison with control group. In
cisplatin + curcumin group; serum urea, creatinin and tissue MDA levels were
significiantly lower; SIRT1-3-4 and NAMPT levels were significiantly higher in
comparison with cisplatin group. Histopathologic findings such as vacualisation,
tubular necrosis, tubular atrophy and inflammation were relatively low in cisplatin +
curcumin group.

In conclusion, we determined that curcumin reduces lipid peroxidation;
increases cirtuin and NAMPT levels. According to the results of our study, protective
effects of curcumin on cisplatin induced nephrotoxicity depends on the increasing
expression of cirtuins and NAMPT.

Key words: Cisplatin induced nephrotoxicity, curcumin, cirtuin, NAMPT.
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1. GIRIS

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II) bas, boyun, akciger, testis, over
ve meme gibi bir¢cok solid tiimoriin tedavisinde kullanilan giiclii bir antineoplastik
ilactir (1). Antineoplastik ajan olarak gii¢lii etkinligi yaninda sisplatin kullanimmin
farkli dezavantajlar1 vardir. Bunlar nefrotoksisite, norotoksisite, ototoksisite, bulanti
ve kusmayi iceren yan etkileridir (2). Nefrotoksisite, sisplatinin kullanimina bagl
olusan bir komplikasyon olup doz kisitlamasina neden olan bir faktordiir. Sisplatin
nefrotoksisitesinin olusum mekanizmasi1 komplekstir. Sisplatin renal dokuda
oksidatif strese, apoptoza, inflamasyona neden olur ve fibrinojen olusumunu artirir
(3-8). Akut bobrek yetmezligi olusan hastalarda 6n plandaki lezyon proksimal
tiibiillerde olusan akut nekrozdur. Nekrozun siddeti doz, konsantrasyon ve zaman
bagimlidir. Interstisyel nefrit tespit edilmemistir (9, 10). Kronik nefrotoksisite olusan
vakalarda fokal akut tiibiiler nekroz olusmustur. Kistik dilate tiibiillerde yass1 epitel
hiicreleri, atipik niikleus ve atipik mitotik sekillere sahip hyalen dokiintiiler gozlenir.
Uzun siireli sisplatin tedavisi ve olusturdugu hasar kistik dilatasyon ve interstisyel
fibrozise neden olabilir (11).

Kurkumin ilk olarak 1910 tarihinde kimyasal yapisi karakterize edilen
zerdacal bitkisinden elde edilen diisiik molekiil agirlikli potent bir anti inflamatuar ve
antioksidan polifenoldiir (12, 13). Yapilan bir calismada kurkuminin oksidatif stresi
ve inflamasyonu azaltarak sisplatin nefrotoksisitesine bagli olusan biyokimyasal ve
patolojik bozuklugu diizelttigi gosterilmistir (13).

Silentmatingtype information regulation-2 (Sir2) adiyla ilk olarak mayalarda
tanimlanan sirtuinler genis bir protein ailesi olup bakterilerden memelilere kadar
bir¢ok cinste ve farkli sayida bulunmaktadir. Memelilerde yedi farkli gen tarafindan
kodlanan yedi farkli sirtuin enzimi tanimlanmistir. Bu enzimler nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD") bagimli deasetilasyon veya (mono) ADP-riboziltransferaz
aktivitesi gosterir. Sirtuinlerin belirli stres ve toksisiteye yanitta Onemli rol
oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Bakteri ve maya gibi cinslerde iireme ve yasam siiresi
iizerinde ve memelilerde yaslanmaya bagli hastaliklar iizerinde etkileri oldugu
gozlenmistir (14).

Sitoplazma ve cekirdekte bulunan bir sirtuin olan Sirtuin 1 (SIRT 1) hiicrede
olusan genetik bozulmalar1 tamir etmekte veya olusacak hasara karsi direng

1



olusturmakta, hiicre Oliimiiniinde etkili olan yollar1 regiile etmekte, Ozellikle
peroxisome proliferator-activated receptor y (PPAR-y)ve Peroxisome proliferator —
activated receptor gama-coactivator-1oa (PGC-1a) tizerindeki diizenleyici etkileri ile
metabolizmay1 etkilemekte ve yaslanmaya bagli olusan hastaliklarda etkileri
olmaktadir (15). Sirtuin3 (SIRT3) ve Sirtuin 4 (SIRT4) mitokondride
bulunmaktadir. SIRT3 asetilkoenzim-A sentaz 2 (Ace CS2) ve elektron transport
zinciri igerisindeki bir¢ok proteini deasetile ederek adenozintrifosfat (ATP) sentezine
giden yollar1 regiile etmekte, SIRT4 glutamattan a-ketoglutarat sentezini
gergeklestiren glutamat dehidrogenazi (GDH) (mono)ADP-ribozil transferaz
aktivitesi ile inhibe etmektedir. Ozellikle bobrek, beyin, pankreatik islet hiicrelerinde
stres durumunda SIRT4 aktivitesi azalmaktadir (16). Nikotinamid fosforibozil
transferaz (NAMPT) nikotinamidi nikotinamid mononiikleotide (NMN) c¢evirir,
NMNde nikotinamid mononiikleotid adenil transferaz (Nmnat) ile NAD" ‘a cevrilir.
NAMPT NAD' sentezinde hiz kisitlayici enzimdir (17).

Calismamizda kurkuminin sisplatin nefrotoksisitesindeki koruyucu rolii ve

sirtuin ekspresiyonu tizerindeki etkileri degerlendirildi.

1.1. Sisplatin

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinium) bas, boyun, akciger, testis, over ve
meme gibi bir¢ok solid tiimoriin tedavisinde kullanilan giliclii antineoplastik ilagtir

(1) (Sekil 1).

NH;
|
Cl— Pt — (I
I
NH:z
Sekil 1.Cis-Diamminedichloroplatinum
Sisplatinin antikanser etkinliginin farkina 1960’ l1 yillarda Rossenberg ve
calisma arkadaslarinin elektriksel alanin Escherichia coli gelisimi {lizerindeki etkisi
inceleninceye kadar varillamamistir (18). Redoks reaksiyonlar1 sonucu platin

elektrotlar1 serbestlesmis ve bakterilerin boliinmesi tamamen engellenmistir. Bu



platin kompleksleri arasindan sisplatin antiproliferatif etkinligi en yliksek form
olarak tespit edilmistir (19).

Antineoplastik ajan olarak giiclii etkinligi yaninda sisplatin kullaniminin
farkli dezavantajlar1 vardir. Bunlar nefrotoksisite, norotoksisite, ototoksisite, bulanti
ve kusmay1 iceren yan etkileridir. Bu yan etkiler ilacin hastalar i¢in etkin olabilecegi
dozda kullanimini engellemektedir (2).

Sisplatine kars1 dirence neden olan farkli molekiiler mekanizmalar mevcuttur.
Bu mekanizmalar ilacin hiicre i¢inde birikiminin engellenmesi, tiyol bilesikleri ile
inaktive edilmesi, platin deoksiriboniikleik asit (platin-DNA) baglarinin onarilmasi,
sisplatin baglarina tolerans ve hiicre 6liimiine neden olan yollarda aksama meydana
gelmesi seklindedir. Bir tiimorde bu mekanizmalardan biri, ikisi veya tiimii hiicre

tipine bagli meydana gelebilir (20).

1.1.1. Sisplatin Aktivitesinin Biyokimyasal Mekanizmalar

Sisplatinin hiicre i¢inde sadece %10 kadar1 genomik DNA’ya baglanmaktadir.
Geri kalan %75-85’1 proteinlere ve diger hiicresel yapilara baglanmaktadir (21).
Genel olarak kabul edilen sisplatinin antitiimor etkinligini esas olarak genomik DNA
‘ya baglanarak gosterdigidir (22). Sisplatinin genomik DNA’ya baglanmasiyla
transkripsiyon ve DNA replikasyonu engellenmekte ve sonugta kanser hiicrelerinin
Oliimii ile sonuglanan bir siire¢ olusmaktadir.

Sisplatinin reaktivitesi bulundugu ortamdaki klor konsantrasyonundan
etkilenmektedir. Kandaki ve ekstraseliiler ortamdaki klor konsantrasyonu yaklasik
100 mM’dur ve sisplatin bu ortamlarda goreceli daha az aktiftir. Hiicre i¢inde bu
oran diismekte ve sisplatinin reaktivitesi artmaktadwr. Bu ortamda klor iyonlari
sisplatinden ayrilmakta ve yerine su molekiilleri baglanmaktadir. Klordan daha kolay
ayrilabilen su molekiillerin yerine niikleofilik gruplar baglanmaktadir (23). Bu
niikleofilik gruplar DNA ve RNA ‘daki piirin bazlarinda oldugu gibi bir¢ok proteinin
yan zincirlerinde mevcuttur.

Sisplatin DNA’ya tek bagla, bir ucuna protein bagl diger ucuyla DNA’ya
baglanarak veya ayni DNA sarmalina ¢ift bagla, karsilikli zincirlerine ¢ift bagla
baglanma seklinde baglanir (24). Baglanma en ¢ok 1, 2-d (GpG) ve d (ApG) ayni

sarmalm komsu piirin bazlarina baglanma seklinde olmaktadir. Komsu piirin bazlar1



arasindaki baglant1 ¢ift heliksin biikiilmesine neden olmaktadir. Bu hipotez high
mobility protein (HMGQG) kesfinden sonra ortaya konmustur. Bu proteinler 6zellikle
sisplatin-DNA baglarinin olusturdugu bu biikiilmiis bolgelere baglanarak etki
etmektedirler (25).

1.1.2. Sisplatin Sitotoksisitesinin Molekiiler Farmakolojisi
1.1.2.1. Sisplatin-DNA Baglarinin Tamiri

Insan hiicrelerinde sisplatin baglar1 genelde NER (nuclotid excision repair)
yoluyla tamir edilir (26). Sisplatin baglarinin bu sistem yoluyla tamirinin hiicre
icinde ¢ok diisiik bir etkinlikte diger yandan hiicre disinda c¢ok iyi gerceklestigi
goriilmiistiir. Bu sekilde tamir mekanizmasinin etkisiz olmasi sisplatinin antikanser
ilag etkinligi i¢in 6nemlidir. HMG proteinlerinin sisplatin baglanma bdlgelerine
baglanmas1 tamir mekanizmasini engellemektedir (27).

Mismatch repair system (MMR) proteinleri ATP bagimli postreplikatif bir
tamir sistemidir (28). MMR proteinleri sisplatinin indiikledigi hasar1 tanir; fakat
hiicrenin yagamin1 uzatmak yerine bu sistemin sisplatin aracili sitotoksisiteyi artirdigi

gosterilmistir (29).

1.1.2.2. Sisplatin-DNA Baglarinin Transkripsiyonu Inhibe Etmesi

Uzun siireli caligmalarda DNA’da hasar olusturan ajanlarm kullanimi ile
beraber RNA sentezinin azaldigi gosterilmistir. Ozellikle 1,2-d (GpG) bagh
sisplatine bagli hasarda RNA polimeraz II transkripsiyonunun stoplandigi
gorilmiistiir (30). TATA-Binding protein (TBP)’nin sisplatinin 1,2-d (GpQG)
baglarma TATA-box’a gore 200 kat daha giiclii baglandig1 ve transkripsiyonu
desteklemedigi gosterilmistir.

HMG proteinlerden RNA polimeraz transkripsiyon faktori upstream binding
factor (UBF) 1,2-d (GpG) bdlgesine baglanmaktadir. Bu transkripsiyon faktoriiniin
rDNA’daki promotor bdlgeye sisplatin varliginda baglanmasi aksamakta ve RNA
polimeraz I’in transkripsiyonu bagslatma etkisi engellenmektedir (31).

1.1.2.3. Sisplatin Baglarinin Apoptozisi Baslatmasi

Sisplatin ile klinik olarak basarili sonuglar alinmasi onun p53 ve p73 olarak

bilinen proteinler iizerinden apoptozisi baslatmasidir. Bu proteinlerin sisplatinin



DNA hasarina yanit olarak hiicre siklusunu durdurma ve apoptozisi indiikleme
ozellikleri vardir. Sisplatin biri p53 digeri p73 lizerinden olmak {izere iki paralel yol
iizerinden 6liime yol agan etkiye sahiptir (32). Sisplatinin DNA hasarma yanit olarak
hiicre siklusunun durmasia neden olan bir araci olan c-abl kinaz aktive olmaktadir
(33). C-abl p73’ iin proapoptotik etkisini artirmaktadir (34). Boylece DNA hasarma
bagli olarak olusan sinyaller c-abl iizerinden p73’°e dogru aktarilmaktadir.
Bcl-2 protein ailesinin ekspresyonu, streskinaz kaskadmin aktivasyonu ve telomer
kaybr sisplatine bagli 6liime neden olan olas1 diger diizenleyicilerdir (34-36).

1.1.2.4. Sisplatine Bagh Hiicre Oliim Yollart

Apoptozis ve nekroz hiicre 6liimiine neden olan iki ayr1 yoldur. 1980’lerde
nekroz antikanser ajanlarin DNA’da olusturdugu hasara bagli olarak poly (ADP-
ribose) polymerase -1 (PARP-1) aktivitesinin artmasi sonucu olusan bir 6lim sekli
olarak kabul edilmistir. PARP-1 aktivitesi glikolitik koenzim olan NAD™1
parcalanmasina neden olmakta ve poly (ADP-riboze) pargalarinin olugsmasina neden
olmaktadir NAD"’1n azalmas1 ATP iiretiminin azalmasina sebep olmakta ve sonugta
nekrotik hiicre 6limii ger¢eklesmektedir (37). 1990’larin sonunda hiicrelerde hasara
neden olan etkenlerin ATP seviyesini etkiledigi ve ATP seviyesinin hiicre 6liim
sekilleri olan apoptozis ve nekrozu belirledigi goriilmiis olup bu iki 6lim sekli

arasinda baglant1 oldugu ortaya konmustur (38-40) (Sekil 2) (41).

1.1.3. Sisplatin Nefrotoksisitesi
1.1.3.1. Sisplatin Nefrotoksisitesinin Olusum Mekanizmasi
1.1.3.1.1. Hiicre icerisinde Biriktirilmesi

Bobrek sisplatini diger organlara gore daha iyi biriktirir ve sisplatinin esas
atilim yeri bobrektir. Sisplatinin proksimal tiibiillerdeki konsantrasyonu seruma gore
5 kat daha fazladir (42). Sisplatin cogunlukla glomeriiler filtrasyon ve ¢ok az bir
miktarda sekresyonla atilmaktadir. Sisplatin hem proksimal hem de distal tiibiillerde
birikmektedir (43, 44). Proksimal tiibiiliin S3 segmenti en yiiksek konsantrasyonda
sisplatin biriktirmekte, onu proksimal tiibiiliin S1 segmenti takip etmektedir (44).
Tasiyict aracili tasinmanin yaninda sisplatin direkt pasif diflizyonla da tasmmaktadir
(45). Bu tasinma mekanizmalari hiicre membranlarinda degisik viicut bolgelerinde
farkli etkinlikte caligmaktadir. Bobrek hiicrelerinde tasiyici aracili taginma ana
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taginma seklidir (44). Bu tasmmada etkili oldugu bilinen iki tasiyici vardir: copper
transporter 1 (Ctr 1) ve organic cation transporter (OCT2). Ctrl bakir taginmasinda
gorevlidir. Ctrl’in ayni1 zamanda sisplatinin hiicrelere tasmmasini sagladigi tespit
edilmistir (46). Bu protein bobreklerde yogun bir sekilde ve Ozellikle proksimal

tubullerin bazolateralinde sentezlenmektedir (47). OCT2 sisplatin tasmmasinda

gorevli diger bir tagtyicidir (48).
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Sisplatin tarafindan indiiklenen biyokimyasal hiicre 6liim yollar1 apoptozis ve nekrozis arasinda timor
hiicresinin metabolik durumuna gore karsilikli iliskiler gosterilmistir (noktali oklar). Sisplatin
tarafindan olusturulan DNA bag kiriklar1 PARP-1’i aktive ederek bu enzimin NAD’1 poly (ADP-
riboz) ve nikotinamide ayirmasma neden olur. Bunun sonucunda NAD ve onunla birlikte ATP azalir.
Eger timor hiicresindeki ATP miktar1 diisiikse hiicre nekrozise bagli olarak &liir. Hiicredeki enerji
miktar1 yagamin siirdiirmesi icin yeterliyse kaspaz 3-6-7 kompleksi PARP-1’1 parcalar. Nekrozis
bloke olur ve hiicreler apoptozis yoluyla o6liir. Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1), Bid
(bir proapoptotik protein tipi), FAAD (Fas-associated death domain), Fas (hiicre membran yiizey
reseptoril), TNRF-1 (tiimor nekroz faktor reseptérii-1) 1AP (inhibitor of apoptosis), PARP-1 (poly
(ADP-ribose) polymerase-1), ROS (reactive oxygen species), cyto C (cytochrome C), Mito
(mitochondriyal) MPT (mitochondrial permeability transition))

Sekil 2. Tiimor hiicresinde sisplatin tarafindan indiiklenen apoptozis ve nekrozise

giden hiicre 6liim yollar1 ve bunlar arasindaki iliski (41).



1.1.3.1.2. Sisplatinin Bobrek Hiicrelerinde Transformasyonu

Sisplatinin hiicre igerisinde hasar olusturmasi i¢in nefrotoksik bir ajana
dontismesi gereklidir (49). Gama glutamil transferaz (GGT) hiicre disindaki
glutatyonu (GSH) glutamik asit ve sisteinilglisin olarak ayrir. Sisteinilglisin ise
diaminopeptidaz tarafindan sistein ve glisin olarak ayrilir. Bu aminoasitlerin bir
kismi hiicre igerisine almir ve GSH sentezlenir. Sisplatin molekiilii glatatyon-S-
transferaz (GST) enzimi araciligiyla GSH ile birlesmektedir. GSH-sisplatin
konjugatlar1 GGT tarafindan hiicre disinda metabolize olur. Hiicre i¢ine alinan
sisplatin-sistein beta liyazlar araciligi ile reaktif tiyollere doniistiiriiliir (50). GGT
bobrekte nefrotoksisiteye neden olurken tiimor hiicrelerinde sisplatine karsi dirence

neden olur (51).

1.1.3.1.3. Bobrek Hiicrelerinde Hasara Neden Olan Hiicre Ici Olaylar

Sisplatin nefrotoksisitesinin olusum mekanizmast komplekstir. Oksidatif
stres, apoptosis, inflamasyon ve fibrinojen olusumudur. Yiiksek miktarda sisplatin
proksimal tubullerde nekroz, diisiik konsantrasyonda sisplatin kaspas 9 yolu
iizerinden apoptosise neden olur (52). Sisplatin nefrotoksisitesinde akut tubuler hiicre

hasar1 yapan mekanizmalar Sekil 3’de 6zetlenmistir.

Cisplatin M e=———x= (isplatin and toxic metabolites T
A hOCT2

Membran -
damage ¥

. R0$ +———————— TNF.a— Other cytokines \
* RNS r

\ l 2 TNERZ |TNF-a
\ v
| / \\ Caspase | Inflammation ~ Caspase § & &
- -~ |

I \ ~ - |
| DN a\_‘.da mage \\. \“‘\ " |
"\ \ 'y o ’/ |

\ \\.‘ Caspase 9 * Caspase 3

v
‘-\‘ 1 Apoptosis / Necrosis

Mitochondrial dysfunction+—————  Hypoxic injury Decreased blood fow

= Renal tubular eell -

Sekil 3. Sisplatinin indiikledigi ana akut tiibiiler hiicre hasar yollar1 (53). (ERK
(ekstraseliiler regulated kinase), hOCT2 (human organic cation transporter 2), ROS (reaktif oksijen
bilesikleri), TNF-a (tiimér nekroz faktor-o), TNFR2 (tiimor nekroz faktor reseptorii 2).
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Sisplatine bagli akut bobrek hasar1 olusumunda oksidatif stres direkt etki
etmektedir. Reaktif oksijen bilesikleri (ROB) lipid, protein ve DNA gibi hiicre i¢i
bilesenleri etkilemekte ve onlarin yapisim1 bozmaktadir. Reaktif oksijen bilesikleri
hiicre i¢inde ksantin-ksantin oksidaz sistemi, NADPH oksidaz ve mitokondri yoluyla
iretilmektedir. Sisplatin varliginda belirtilen tiim yollarda bobrek hasarma neden
olan ROB iiretilmektedir (54). Sisplatin glikoz-6-fosfat dehidrogenaz ve hekzokinaz
aktivitesini indiikleyerek serbest radikal olusumunu artirmakta ve antioksidan
iiretimini azaltmaktadir (3). Hiicre i¢i kalsiyum miktarmi artirarak NADPH oksidaz
aktivitesini artrmakta, mitokondri hasar1 yaparak ROB’nun {iretimini stimiile
etmektedir (54).Siiperoksit anyon ('O;), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil
radikali (OH) sisplatin ile tedavi edilenlerin vakalarm bobreklerinde artmaktadir
(55-57). Bu serbest radikaller lipid komponentlerini peroksidasyonla hasara
ugratmakta ve proteinleri denatiire ederek enzimatik fonksiyonlarini inhibe
etmektedir. Serbest radikaller ayni zamanda mitokondri disfonksiyonuna neden
olmaktadir (3). Antioksidanlar sisplatin tarafindan inhibe edilmekte vebobrekteki
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve CAT anlamli olarak
azalmaktadir (58, 59) Reaktif nitrojen bilesikleri de sisplatinin indiikledigi
nefrotoksisitede calisilmigtir. Bobregin icerdigi ONOO™ ve nitrik oksit (NO) sisplatin
ile tedavi edilen ratlarda artmustir (60).

Hipoksi ve mitokondrial hasar sisplatinin olusturdugu nefrotoksisitede
etkilidir. Sisplatinin indiikledigi nefrotoksisite en fazla proksimal tubuliin S3
segmentinde olmaktadir. Bobregin bu kismi iskemik ve toksik hasara daha duyarhdir
(61). Hypoksia inducible factor-1 (HIF 1) hipoksinin S3 segmentinde aktive ettigi
bir transkripsiyon faktorii olup hipoksiye cevap olarak anjiyogenez, eritropoezve
glikolitik adaptasyonu saglamaktadir. Dominant HIF-1 negatif hayvanlar sisplatine
bagli apoptozise giden hiicre hasarina daha duyarli hale gelmektedirler. Bu
mitokondriyal sitokrom c¢ (CytC) salinimi, mitokondriyal potansiyelin diismesi ve
kaspaz 9 aktivitesinin artmasi ile gerceklesmektedir (62).

Apoptozis normal ve patolojik siiregclerde tanimlanan 6nemli bir hiicre 6liim
seklidir. Kaspaz 1, kaspaz 8 ve kaspaz 9 kaspaz 3’1 aktivite eden oncii kaspazlardir.
Bu proges hiicre dis1 yiizey reseptorleri ve hiicre i¢ci mitokondriyal yollar iizerinden

ilerlemektedir. DNA fragmanlar1 ve oksidatif stresler mitokondriyal yolu aktive



etmekte bu yol kaspaz 9 aktivitesi ile sonu¢lanmaktadir (4). TNF-a’nin hiicre yiizey
reseptoriiyle baglanmasi kaspaz 8’1 aktive etmektedir (5). Kaspaz 1 kaspaz 3’i
sisplatine bagli bobrek hasarinda direkt aktive etmektedir. Kaspaz 1 ayrica
interlokin-18 (IL-1PB) seviyesini artwrip sisplatinin indiikledigi inflamasyona
katilmaktadir. Sisplatine bagli apoptozis ve akut tubuler nekroz kaspaz 1 eksik
farelerde azalmaktadir (6).

Sisplatinin indiikledigi ve bobrek hasarma neden olan bir seri inflamatuar
degisiklik vardwr. Yakin zamanda yapilan calismalar sisplatinin indiikledigi renal
hasar olusumunda inflamasyonun 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Sisplatin
zaman bagimli bir etki ile inhibitor of kB (IkB) yikimmi artirmakta ve niikleer
faktor-«B (NF-kB) baglanma aktivitesini artirmaktadir. Bu olaylar renal TNF-a
aktivitesini artirmaktadir. TNF-a renal hasar olusumunda merkezi bir role sahiptir.
Apoptozisi indiiklemekte, reaktif oksijen molekiillerinin olusumuna neden olmakta,
kemokin ve sitokinler arasindaki yollar1 koordineli bir sekilde aktive etmektedir (7).

Sisplatin etkilenen tiibiillerin etrafinda makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu ile
beraber fibrozisi de indiiklemektedir. Bir rat calismasinda 2 mg/kg dozunda sisplatin
haftada bir olacak sekilde 7 hafta uygulanmis ve birinci haftadan itibaren
kortikomediiler bileskede fibrotik lezyonlar gelismis ve besinci haftada maksimum
dereceye ulasmistir. Hasar sisplatinin kesilmesinden sonra 19 haftalik bir siiregte
fibrotik dokunun azalmasi ve yerini rejenere tiibiillerin almasi ile sonuglanmistir (8).
Makrofajlar TGF-f1 ve TNF-a iiretimini artirarak renal interstisyel fibrozu

olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir.

1.1.3.2. Sisplatin Hasarinin Patofizyolojik Etkileri

Sisplatin inflizyonundan sonra 3 saat icinde renal kan akim1 azalabilmekte ve
glomertiler filtrasyon orani (GFR) kan akiminin azalmasindan sonra diismektedir
(11). Sisplatin alan hastalarin ¢ogu stabil bir renal fonksiyona sahiptir. Renovaskiiler
akim ve GFR’deki azalma sodyum kloriirtin makula densaya dagilmasi ile olusan
tubuloglomertiiler geri beslenme sonucu olusan renal vaskiiler direnci yansitiyor
olabilir (11). %25 hastada tedaviden sonraki 1-2 hafta sonra geri doniisiimlii azotemi

olusmaktadir (63). Daha az bir kisminda ise renal fonksiyonlarda progresif bir



diisme olmaktadir. Geri doniisiimsiiz bobrek yetmezligi yiiksek doz ve cok sayida
uygulamay1 takiben gelisir (64).

Sisplatin nefrotoksisitesine bagli proksimal tiibiil disfonksiyonu kendini renal
hemodinamik degisikliklerle gdstermeye baslar. Sisplatin uygulanmasini takiben 48-
72 saat sonra proksimal ve distal tubullerin reabsorbsiyonu bozulur ve damar direnci
artar  (63). Akut toksisite mitokondrial fonksiyonu azaltir, ATPaz aktivitesini
disiirtir, hiicre katyon igerigini degistirir ve soliisyon transportunu etkiler (11, 63).
Aquaporin 1 ve 2, Na-K-ATPaz, Na, K, 2CI kotransport ile tip III Na, H Exchange
kanallar1 sisplatin nefrotoksisitesinde azalir. Sisplatin tedavisiyle tiibiiler
reabsorbsiyon bozulur ve iiriner konsantre etme yetenegi azalir (63, 65). Na ve su
transportundaki degisiklikler idrar transport kanallarinin azalmasina bagh olarak iire
ve kreatinin yiikselmeden oOnce olusur (63, 66). Proksimal tubiillerden Na
reabsorbsiyonu distal tiibiillerden ise Na ve su reabsorbsiyonu azalir. Bu durum su ve
Na kaybina neden olur (66). Poliiiri sisplatin uygulanmasin takiben iki farkli fazda
olusur. 11k faz sisplatin uygulanmasini takiben ilk 24-48 saatler arasinda GFR artis1
olmadan idrar osmolalitesinde diisiiklik ile seyreder. Bu faz muhtemelen
prostaglandin aracili olup vazopresin ve aspirin ile 6nlenebilir. Erken faz poliiiri geri
dondiiriilebilir. Ikinci faz ise 72 ve 96 saat arasinda ve GFR’de azalma ile seyreder.
Mediiler tire siklus defekti ile iligkili olup mediiler tonisitede azalma ve proksimal
tiibiil, henlenin ince c¢ikan kolundaki NaCl transport kanallarinda bozulma ile
beraberdir. Bu faz her iki ilaca da yanit vermez (9). Cogu hastada sodyum,

potasyum, magnezyum ve kalsiyum kaybi1 olur (63, 67, 68).

1.1.3.3.Sisplatin Nefrotoksisitesine Bagh Patolojik Degisiklikler

Sisplatin nefrotoksisitesi on planda tiibiilointerstisyel lezyonlara neden
olmaktadir. Hayvan modellerinde sisplatin proksimal tiibiillerde o6zellikle S3
segmentte hasar olusturmaktadir. Distal nefronlarda mitokondrial sisme ve niikleer
solukluk olusur. Glomeriillerde belli bir morfolojik degisiklik olmaz (9, 11, 69).
Insanlarda sisplatine bagli nefrotoksisite sonucu olusan patolojik sonuglar ile ilgili
sadece birkag¢ calisma yapilmistir (9-11, 69). Hasar ya distal tiibiil ile toplayic1 kanal
veya proksimal tiibiil ile distal tiibiilde olmustur (9, 11). Bolgelerin etkilenmesi

muhtemelen  dozlardaki  degisiklik veya biopsi almma zamanlarmdan
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etkilenmektedir. Biopsiler 3. ile 60. giinler arasinda alindiginda doz uygulanmasini
takiben proksimal tiibiillerdeki ve distal tiibiillerin parsc convoluta ile pars
rektasindaki epitel hiicrelerinde segmental dejenerasyon, nekrozis, ve deskuamasyon
olugsmaktadir (10). Akut bobrek yetmezligi olusan hastalarda 6n plandaki lezyon
proksimal convoluta tiiblillerde olusan akut nekrozdur. Nekrozun siddeti doz,
konsantrasyon ve zaman bagimlidir. Interstisyel nefrit tespit edilmemistir (9, 69).
Kronik nefrotoksisite olusan hastalar fokal akut tiibiiler nekroza sahiptir. Kistik dilate
tiibiillerde yassi epitel hiicreleri atipik niikleus ve atipik mitotik sekillere sahip olup
hyalen dokiintiiler gézlenir (11). Uzun siireli sisplatin tedavisi ve olusturdugu hasar

kistik dilatasyon ve interstisyel fibrozise neden olabilir (11).

1.2. Reaktif Oksijen Bilesikleri ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksijen insan yasami i¢in ¢cok gerekli olmasina karsin, normal metabolizma
sirasinda Uretilen bazi reaktif oksijen tiirler1 viicuda yogun bir zarar verme
potansiyeline sahiptir (70). Cogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen
tiirleri normal oksijen molekiiliiyle karsilastirildiginda, kimyasal reaktivitesi daha
yiiksek olan oksijen formlaridir (71). Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir
veya daha fazla cift olusturmamis elektron iceren yiiksek enerjili, stabil olmayan
bilesiklerdir. Bu c¢iftlenmemis elektron serbest radikallere biiyiik bir reaktiflik
kazandirarak protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi bir¢cok biyolojik
materyale zarar vermelerine neden olmaktadir. Bu zararin yaslanmayi tesvik ettigi ve
ayrica kalp-damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik sisteminde
zayiflama, sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi bircok hastalia sebep olduguna
dair bilgiler bulunmaktadir (70).

Insan viicudunda farkli reaktif oksijen bilesikleri iretilmektedir. Oy
molekiiler oksijene 6zellikle elektron transport sisteminde bir elektron katilmasiyla
iretilir. Ksantin oksidaz, nitrik oksit sentaz ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
oksidaz gibi enzimler "0,"yi endojen olarak iiretebilir (72). H,O, spontan olarak "0.?
‘ye bir elektron katilmasiyla veya mikrozom ve peroksizomlarda mevcut bazi
enzimler tarafindan tretilir (73). H,O, fenton reaksiyonu olarak adlandirilan metaller
(Fe™, Cu") tarafindan katalize edilen ve ‘OH olusumunu saglayan yol icin bir

onciildiir. H,O, aym1 zamanda miyeloperoksidaz (MPO) tarafindan katalizlenen ve
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hipoklorik asit (HOCI) olusumunu saglayan yolda da onctildiir (74). Reaktif oksijen
bilesiklerinin hiicrelerde olusturdugu hasar1 tespit etmek amaciyla kullanilan farkli
oksidatif stres markirlar1 bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi de lipid
peroksidasyonunu tespit etmek icin kullanilan malondialdehit (MDA) dir (75).
Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik viicuttaki farkli dogal savunma
sistemleri serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadir. Bu sistemler farkl
hiicrelerde ve farkli serbest radikaller lizerinde rol oynadiklar1 i¢in birbirlerini
tamamlayic1 niteliktedir (70). Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlari
onleyen, serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere
“antioksidan” adi verilir (76). Antioksidanlar mekanizmalarma gore, birincil ve
ikincil antioksidanlar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar;
mevcut radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha zararli formlara dontismelerini
ve yeni serbest radikal olusumunu Onleyen bilesiklerdir. Birincil antioksidan
kategorisinde yer alan siiperoksid dismutaz (SOD), GSHPx ve CAT gibi enzim
sistemleri serbest radikalleri yok etme yetenegindedir. Bu enzimler genel olarak
serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar
vermesini sinirlandirmak suretiyle bir hiicresel bolgeden digerine gecisini de Onle-
yebilmektedirler (70). Ikincil antioksidanlar ise; oksijen radikalini yakalayan ve
radikal zincir reaksiyonlarini1 kiran C vitamini, E vitamini, {irik asit, bilurubin ve

polifenoller gibi bilesiklerdir (77).
1.2.1. Endojen Antioksidanlar

1.2.1.1. Katalaz ve Peroksidaz

Bir metalloenzim olarak bilinen katalaz enzimi redoks reaksiyonunu tesvik
eden en etkili protein katalistlerinden birisidir (78). SOD enzimi faaliyeti sonucunda
meydana gelen toksik H,0,, “katalaz” enzimi etkisiyle su ve oksijene

dontstiiriilmektedir (79).

Katalaz

2H,0, ———>H,0+0,

Hidrojen peroksit, biyolojik 6nemi olan molekiillerin ¢ogu ile spesifik olarak

reaksiyona girmemekle birlikte '‘OH radikali gibi daha reaktif oksidanlarin
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olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir. Peroksidazlar da CAT enzimiyle

ayni Ozelliklere sahiptir (78).

1.2.1.2. Siiperoksit Dismutaz Enzimi (SOD)

Bu enzim, '0.2, H,0; ve oksijene doniisiimiinii katalize ederek bu radikallerin
etkisini azaltmaktadir. Bu olayda SOD enziminin aktif bélgesini olusturan Zn 6nemli

bir mineraldir.

2H0 + 0 —25H,0,+0,

Bu reaksiyon, .O2-‘ nin pH =11 ve altinda oldukga stabil olmasina ragmen,
enzim katalizi olmasa bile normal fizyolojik pH degerlerinde oldukca hizli
yiliriimektedir. Bununla birlikte, gercekte tiim aerobik organizmalarin SOD igerdigi
belirlenmistir. SOD enzimi reaksiyon hizini artirmak i¢in yeterince giiclii bir
katalisttir. 0.’ de, H,O, gibi bir oksidan olarak cogu organik bilesikle direkt olarak
reaktif degildir. Ancak; muhtemelen daha reaktif ve yliksek toksisiteye sahip oksijen

tlirlerinin olusumuna neden olmaktadir.

1.2.1.3. Glutatyon ve Glutatyon Peroksidaz (GSHPx)

Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlar araciligiyla ve serbest radikalleri
yakalamak suretiyle gérev yapan hiicresel antioksidanlardir. Tiyol grubu tasiyan bir
tripeptid olan glutatyon, serbest radikallerin yikici etkilerini dnleyen veya azaltan
transferazlar, peroksidazlar gibi bircok enzimin substrat1 olarak goérev yapmaktadir.
Suda ¢oziinebilen bir tiyol olan ve bir¢ok hiicrede ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
bulunan glutatiyon, biyolojik membranlar1 lipid peroksidasyonuna kars1
korumaktadir. Bu koruma, enzimatik olarak gerceklesmektedir (80). Aktivitesi i¢in
Se mineraline ihtiyag duyan GSHPx enzimi, glutatyonun indirgenmis formunu

(GSH), oksitlenmis hale (GSSG) dontistiirmektedir.

2GSH + H,0, —% 5 GSSG +2H,0

Glutatyon ayni zamanda hiicre icinde tekli oksijen (‘0,), 0., -OH radikalleri
gibi bir¢ok zararli oksidanla enzim katalizi olmaksizin da reaksiyona girmektedir

(78).
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1.2.2. Beslenmenin Antioksidan Savunma Sistemi Uzerine Etkisi

Viicudun antioksidan dengesi diyetten biiyiik dl¢iide etkilenmektedir. Besin
yetersizlikleri nedeniyle viicudun savunma mekanizmalar: tahrip oldugu zaman
patolojik kosullar olusabilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerindeki artis ve savunma
sistemlerindeki bir yetersizlik viicuttaki antioksidan dengesinin bozulmasmna ve
“oksidatif stres” kosullarinin olugsmasina neden olmaktadir. Antioksidan savunma
sisteminin etkinligi; E vitamini, C vitamini ve karotenoidler gibi antioksidan
vitaminleri ve esansiyel iz mineralleri iceren gidalarin yeterince almmasma baghdir
(79). Bu vitaminler birlikte etkin bir sekilde ¢alisarak hastalik ve hasarlara neden
olan zararl reaktif oksijen tiirlerinin etkisini yok etmektedir.

E vitamini (tokoferoller), yagda c¢oziinebilen baslica antioksidanlardan olup
tim hiicre membranlarinda bulunmakta ve c¢oklu doymamis yag asitlerini
oksidasyona karsi korumaktadir (70). E vitamininin yiliksek dozlarda diyete
ilavesinin LDL diizeylerini 6nemli 6l¢iide artirdigi ve oksidatif strese karst oldukga
koruyucu oldugu bildirilmektedir (81). Askorbik asit de viicudun ekstraseliiler
stivilarinda  bulunan ve suda c¢oziinebilen Onemli bir antioksidandir. Viicutta
sentezlenemedigi i¢in gidalarla disaridan alinmasi gerekmektedir. Askorbik asidin
indirgen bir ajan olmasmin yanisira vitaminini rejenere etme 6zelligine de sahiptir
(70). Karotenoidler ise; antioksidan aktivitelerini serbest radikal reaksiyonlarma
katilarak zararli hidrojen peroksitlerin olusum hizin1 azaltmak suretiyle gosterirler
(80). Onemli diyet karotenoidlerinden B- karoten; sar1, turuncu sebze ve meyvelerde,
yesil sebzelerde, likopen; domateste ve lutein; brokoli ve lifli yesil sebzelerde
bulunmaktadir (70).

Ozellikle bitkisel gidalarda bulunan fenolik bilesikler de indirgen ajan,
hidrojen verici, tekli oksijen yakalayici ve metal selatdr olmalar1 nedeniyle dnemli
antioksidanlar arasinda sayilmaktadir (81). Selenyum, bakir, manganez ve ¢inko gibi
mineraller de koruyucu enzimlerin yapilar1 ve katalitik aktiviteleri i¢in gereklidir

(70).

1.3. Kurkumin

Zerdecal (Curcuma longa) asirlardan beri halk arasinda bir baharat olarak

kullanilmaktadir ve onun iyilestirici Ozellikleri Hindistan ve Cin tip sisteminde

14



kanitlanmistir. Birgok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (82).
Curcuma cinsi turmerin (suda ¢oziilebilen bir peptid), yaglar (6rnegin turmeronlar,
atlantonlar, ve zingiberene), ve ve kurkuminin de dahil oldugu kurkuminoidleri (1, 7-
bis- (4 hidroksi-3metoksifenol)-1,6 heptadin-3,5-dion) icermektedir. Kurkuminoidler
curcuma cinsinden elde edilen fenolik bilesiklerdir. Kurkumin ilk olarak 1910
tarithinde kimyasal yapis1 karakterize edilen zerdacal bitkisinin %2-8’ini ihtiva eden

diisiik molekiil agirlikli bir polifenoldiir (83).

1.3.1. Kimyasal Ozellikleri

Kurkumin bir bis-a, B-doymamis diketondur. Kurkumin kendisinin enol
tautomeri ile denge halindedir. Bis-keto formu asit ve nétral sulu soliisyonlarda ve
hiicre membranlarinda baskindir (84). Kurkumin pH 3-7’de 6zel bir H-atom
vericisidir. Tersine pH’mm 8’in istiinde oldugu durum enolat formu baskindir ve
elektron vericisi olarak gorev alir. Bu ikinci mekanizma fenolik antioksidanlarin tipik

temizleme mekanizmasidir (85).

1.3.2. Farmakolojik Ozellikleri

Kurkuminin absorbsiyon, metabolizma ve dagilimi ile ilgili ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Bir ¢alismada 1gr/kg dozdan ratlara diyet olarak kurkumin
verilmis ve bunun %75°1 digkt ile atilmis ve ithmal edilebilir miktar1 da idrarda tespit
edilmistir (86). ’H ile isaretlenmis kurkumin oral olarak verilmis ve bunun biiylik
miktarmin diski ile atildigi ve bunun da sadece 1/3’iiniin degismeden atildig1 tespit
edilmistir (87). Kemirgenlerde intraperitoneal ve intravendz kurkumin uygulamasi
sonras1 yiiksek miktarda kurkumin, tetrahidrokurkumin ile hekzahidrokurkumin
metabolitleri safrada tespit edilmistir (88, 89). Intravendz uygulamadan sonra dozun
%50’s1 safra ile atilmistir. Bu bilgi bize kurkuminin barsaklardan emildigini ve
enterohepatik resirkiilasyona ugradigimni gostereren bir kanittir (89). Farelere
intraperitoneal ~ kurkumin 0.1  gr/kg’dan  verilmis, O6nce dihidro ve
tetrahidrokurkumine biyotransforme olmus sonra bu bilesikler monoglukronid
formlara konjuge olmustur (90).

Ratlara oral kurkumin verildikten sonra HPLC ile yapilan 6l¢iimde plazmada
diisiik miktarda kurkumin, yiiksek miktarda kurkumin glukuronid ve kurkumin

siilfat,  diisik miktarda  hekzahidrokurkumin, heksahidrokurkuminol ve
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heksahidrokurkumin glukronid tespit edilmistir (91). Bir caligmada yiiksek doz
kurkumin (diyette %2, kilo basina yaklasik 1, 2 gr kurkumin) 14 giin boyunca
verilmis ve plazmada nanomolar diizeyde karaciger ile kolon mukozasindaki
dokularda konsantre olarak 0.1 ile 1.8 nmol/gr araligina kadar dagilim gdsteren
kurkumin tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak kurkumin kemiricilerde diisiik oral yararlanima sahip olup
muhtemelen intestinal dokuda metabolize olmakta ve absorbe olan kurkumin de ilk

gecis etkisine maruz kalip safra ile atilmaktadir.
1.3.3. Kurkuminin Biyolojik Etkileri
1.3.3.1. Antioksidan Etkileri

Kurkuminin ‘O, (OH) ve nitrojen dioksi (NO,) radikallerini temizleyen
giiclii antioksidan oldugu gosterilmistir (92). Degisik hayvan ¢alismalarinda lipid
peroksidasyonunu inhibe etmistir (93). Kurkumin bobrek hiicrelerini oksidatif strese
kars1 lipid peroksidasyonu, lipid degredasyonu ve sitolizi 6nleyici etkisi ile korudugu
gosterilmistir (94).Kalpte iskemiye bagli biyokimyasal degisiklikleri bir kedi
modelinde azaltmistir (95). Vaskiiler endotelyal hiicrelerde heme oksijenazin
artmasma bagli olusan oksidan hasar kurkuminin antioksidan etkisiyle tedavi
edilmistir  (96). Kurkuminin kalp hiicrelerini miyokardial iskemiyi indiikleyen
isoprenaline kars1 korudugu ve bu etkisini antioksidan 6zelligi nedeniyle basardigi
bulunmustur (97-99). Diyete kurkumin eklenmesinin nérodejeneratif hastaliklarda
ornegin alzheimer hastaliginda faydali oldugu ileri siiriilmiistiir (100). Fokal serebral
iskemi olusturulan bir rat modelinde kurkumin anlamli noroprotektif etki
gostermistir. Bu etkisini lipid peroksidasyonunu inhibe ederek, endojen antioksidan

defans enzimlerini artirarak ve ONOO" olusumunu azaltarak yapmistir (101).
1.3.3.2.Anti inflamatuar Etkileri

1.3.3.2.1. Kurkuminin Siklooksijenaz ve Lipoksijenaz Uzerindeki Etkileri

Prostaglandin ve diger eikosanoidlerin kanser olusumundaki rolleri yaklagik
iki dekattir bilinmektedir. Prostaglandin hem tiimor olusan insanlarda hem de hayvan
modellerinde tiimor hiicre proliferasyonu ve metastasim etkilemektedir (102).

Siklooksijenazin (COX) iki izoformu vardir; COX1 ve COX2. Bu enzimlerden
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COX2 normalde sadece beyin ve spinal kord dokularinda mevcut olup degisik
dokularda ovulasyon ve gebelik hormonlari, sitokinler, biiylime hormonlari,
onkojenler ve tiimor olusumunu tetikleyen maddeler tarafindan olusumu
indiiklemektedir  (103). COX2’nin kolon, rektum, meme, boyun, bas, akciger,
pankreas, mide ve prostat kanserlerinde asir1 ekpresyonu meydana gelmektedir
(104).

Kawamori ve ark. (105) yaptig1 bir calismada diyette alman kurkuminin
kolon mukozas1 ve tiimorde fosfolipaz aktivitesini anlamli olarak inhibe ettigini,
COX ve lipoksijenaz (LOX) aktivitelerini degistirdigini gostermistir. Enzimin
katalitik aktivitesini inhibe eden selektif COX-2 inhibitorlerinin aksine COX-2
transkripsiyonel seviyede COX-2 ekspresyonunu azaltmaktadir (106). Diyetle alinan
kurkumin ayrica LOX aktivitesini ve LOX metabolitlerinin olusumunu kolonik
mukoza ve tiimorde inhibe etmektedir. LOX metabolitleri tiimér adhezyonu ve

metastasinda rol almaktadirlar (107).

1.3.3.2.2. Kurkuminin indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz Uzerindeki
Etkisi

Nitrik oksit tlimoregenesis ve neoplastik transformasyon olusumuna katilan
bir ajandir (108). NO tiimdr progresyonunu ayrica anjiogenezi vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF)’yi stimiile ederek gostermektedir  (109).NO O Ile
tepkimeye girmekte ve son derece giiglii olan ONOO™ olusmaktadir (110). ONOO"
farkli DNA modifikasyonlarina ve farkli hiicre hasarlarina neden olmaktadwr. Bu
durum genotoksisite ve farkl diizeylerde karsinogeneze neden olmaktadir. NO ve
ONOO' ‘ye bagl gelisen DNA hasar1 p5S3 ve poly (ADP-ribose) polimerase (PARP)
aktivasyonuna neden olmaktadir (111). P53 ve PARP aktivasyonu apoptotik hiicre
oliimii ile iliskilidir. INOS’un COX-2 regiilasyonunda katkis1 oldugu gosterilmistir
(112). Kurkuminin NO sentezini, iNOS protein ve mRNA ekspresyonunu inhibe

ettigi gosterilmistir.
1.3.3.2.3. Kurkuminin NF-xB Uzerindeki EtKisi

Niikleer faktor- kB Okaryotik hiicrelerde bir¢ok yerde bulunan ve hiicresel
biiylimede, inflamatuar cevaplarda, hiicre adhezyonunda etkili genlerin

regililasyonunda etkili bir transkripsiyon faktoriidiir (113). Normalde IkB ile baglh
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inaktif sitoplazmik kompleks olarak bulunmaktadir. Hiicreler mitojenler, inflamatuar
sitokinler, ultraviyole radyasyon, iyonize radyasyon, viral proteinler, bakteriyel
lipopolisakkaritler ve reaktif oksijen bilesiklerine maruz kaldiklarinda IxB NF-
kB’den ayrilir. NF-«B hiicre ¢ekirdegine hareket etmekte ve birgok genin
transkripsiyonunu etkilemektedir. Inflamasyondaki katkis1 yaninda NF-kB hiicre
proliferasyonu, onkogenez ve hiicre transformasyonunda énemlidir (114).

Deneysel ¢caligmalar kurkuminin NF-xB aktivitesini degisik kanser serilerinde
azalttigin1 gostermektedir (115). Oksidatif stres NF-xB’nin DNA ‘ya baglanma
aktivitesini artrrmaktadir. Kurkumin bir antioksidan olarak etkisini bu yolla
gosteriyor olabilir. Kurkuminin IxkB kinazi (IKK) inhibe ettigi gosterilmistir.
Kurkumin NF-«xB aktivitesini ve potansiyelize olmus TNF’nin indiikledigi apoptozisi
inhibe etmektedir. Kurkuminin ayrica giiclii antioksidan ve antikanser etkilerini
aktivator protein (AP1) ve NF-kB‘nin aktivitesi i¢in gerekli genlerin ekspresyonunu

saglayarak gostermektedir (116).

1.3.3.2.4. Kurkuminin TNF Uzerindeki Etkileri

Timor nekroz faktdriin tiimoriin olusum, gelisim ve metastazina aracilik
ettigi gosterilmistir (117). TNF’nin proinflamatuar etkileri onun NF-kB’yi aktive
etmesine baglhdir. TNF’ye maruz kalan tiim hiicreler NF-kB’yi1 aktive etmekte ve bu
da inflamatuar genlerin ekspresyonu ile sonu¢lanmaktadir. Bunlar COX-2, LOX2,
hiicre adhezyon molekiilleri, inflamatuar kemokin ve sitokinler ve iNOS’tur. TNF
bir¢ok tiimdr hiicresinde tespit edilen bir bliylime faktoriidiir (118).

Kurkumin TNF sentezi iizerine etkili 6nemli bir inhibitordir (119). Mantle
hiicreli lenfomalarda NF-kB aktivitesinin esas sebebi otokrin eksprese edilen
TNF’dir. Kurkumin TNF mRNA ekspresyonunu inhibe etmekte ve bunun
inhibisyonu ile TNF protein sentezi olmamakta sonucunda NF-KB ve hiicre
proliferasyonu inhibe olmaktadir (119).

Nefrotoksisite sisplatinin kullanimma bagli olusan bir komplikasyon olup
sisplatin tedavisinde doz kisitlamasina neden olan bir faktordiir. Yakin zamanda elde
edilen kanitlar inflamasyon ve oksidatif stresin sisplatinin indiikledigi akut bobrek

yetmezligi patogenezine katki sagladigr yoniindedir. Kurkumin potent bir anti

inlamatuar ve antioksidan ajandir. Yapilan bir ¢alismada: Kurkuminin anlamli
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derecede ve doz bagimli olarak sisplatin nefrotoksisitesi sonrasi serum lire ve
kreatinin degerlerinin yiikselmesini Onledigi, diisen iire ve kreatinin klirensini
diizelttigi, serum nitrit seviyesinin sisplatin uygulanmasi sonrasit anlamli olarak
yiikseldigi ve kurkuminin anlamli derecede ve doz bagimh olarak yiiksek olan bu
serum nitrit seviyesini diizelttigi, lipid peroksidasyonunun sisplatin uygulanmasi
sonrast anlamh olarak ytikseldigi ve kurkuminin anlamli derecede ve doz bagimli
olarak lipid peroksidasyonunu azalttigi, sisplatinin GSH, SOD ve CAT enzim
aktivitelerini anlamli olarak azalttigi ve kurkuminin anlamli olarak bu enzimleri
yiikselttigi, serum TNF reseptor seviyelerinin kontrol gruplarma gore sisplatin
uygulanan ratlarda anlamli olarak arttigi ve kurkuminin TNF reseptor seviyelerini
anlamli derecede azalttig1, sisplatin uygulanmasi sonrasi kontrol gruplar1 ile
karsilastirmada renal kesitlerde korteks ve dis medulada belirgin histolojik
degisiklikler oldugu gosterilmistir. Renal kesitlerde siddetli tubuler nekroz, tubuler
atrofi, interstisyel nefrit ve hyalin silendirler gosterilmistir. Kurkumin uygulanmasi

sonras1t morfolojik durumun belirgin korundugu gorilmiistiir (13).

1.4. Sirtuinler

Sirtuinler genis bir protein ailesi olup bakterilerden memelilere kadar bir¢ok
cinste ve farkli sayida bulunmaktadwr. Memelilerde yedi farkli gen tarafindan
kodlanan 1’den 7’ye kadar numaralandirilan 7 farkli sirtuin enzimi tanimlanmistir.
Bu enzimler deasetilasyon veya (mono) ADP-riboziltransferaz aktivitesi gosterir.
Biitiin sirtuin enzimleri oksidize NAD" bagimhdir. Sirtuinler diger genleri kontrol
eden diizenleyici genlerdir. Sirtuinler diger genler tarafindan veya dis etkenler
tarafindan etkilenebilir. Onlara bilhassa yiiklenen 6dnemli rol belli stres ve toksisite
durumlarinda verdikleri cevaptir. Bakteri ve maya gibi cinslerde lireme ve yasam
stiresi lizerinde ve memelilerde yaslanmaya bagli hastaliklar iizerinde etkileri oldugu
gozlenmistir (14).

Sirtuin sistem ilk Saccharomyces cerevisiae yosununda tespit edilmistir. Sir2
olarak adlandirilmigtir. Sir2 tasiyan organizmalarda bu protein yasam siiresinin
uzatilmast dahil farkli metabolik yollarda gorev alir. Memelilerde bu genin

homologu olan SIRTI tanimlanmigtir. SIRT1 geni SIRT1 enzimini liretmektedir.
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Daha sonra memelilerde niikleus, sitoplazma ve mitokondride yedi farkli sirtuin
tanimlanmaistir.

Sirtuin 1, 2, 6 ve 7 niikleusta, SIRT1 ve SIRT2 ayrica sitoplazmada, SIRT 3,
4, 5 1se mitokondride tespit edilmistir (120). Hiicrede farkli yerlerde lokalize
olmalar1 yaninda sirtuinler farkli dokularda farkli miktarlarda ekprese olurlar (120).

Sirtuinler klas III histon deasetilaz (lizin deasetilaz olarak da adlandirilir)
olarak tanimlanir. Bu enzim ailesi oksidize nikotinamid adenin deasetilaz (NAD")
bagimli olup degisik proteinlerdeki lizin kalntilarini deasetile eder. Sirtuin aracili
histon deasetilaz reaksiyonlar1 asetile lizinler i¢in spesifiktir.

Histondaki asetillizin kalintilar1 iizerindeki asetil gruplar1 koparilarak
NAD"’m ADP-riboz pargasma tasmir. Bu reaksiyon sonunda deasetile protein,
nikotinamid ve 1-O-asetil-ADP-riboz olusur (Sekil 4). Daha sonra sirtuinlerin histon
dis1 deasetilasyon reaksiyonlarma katildig1 tespit edilmistir. Bu histon dist
deasetilasyon reaksiyonlarda asetil gruplar1 asetillizin-modifiye proteinlerden
koparilarak NAD"”a aktarilmakta ve nikotinamid ve 2’-O-asetil-ADP-riboz
olusmaktadir (120, 121). Ileri arastirmalar sonucunda bu enzimin bazi tiplerinin
mono-ADP-ribozil transferaz aktivitesine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Sirtuin aracili
monoribozil transferaz reaksiyonlarmda ADP-riboz gruplari NAD’dan alic
proteinlere ADP-ribozilasyon olarak adlandirilan  posttranskripsiyonel
modifikasyonla transfer edilir. Bu reaksiyon sonunda mono-ADP-ribozile proteinler
iretilir ve deasetilasyon reaksiyonlarma benzer sekilde nikotinamid olusumu ile

sonuclanir (Sekil 4) (121, 122) .
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Sekil 4. Sirtuin deasetilasyon ve ADP-ribozilasyon reaksiyonlar1 (123).
1.4.1. Sirtuin 1

1.4.1.1. SIRT1’in DNA Tamirindeki Rolii

Sirtuinlerin genomik biitiinliigii saglamadaki rolleri yakin zamanda model
organizmalarda yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. Maya Sir2’nin ribozomal DNA
rekombinasyonunu inhibe etmesinin yaninda DNA kiriklarinin oldugu bdlgelerde
relokalizasyonu sagladigi goriilmiistiir (124). Memeli SIRT1’in genomik stabiliteyi
etkiledigi goriilmiistiir. SIRT1 DNA hasarinin tamirinde gorev yapan Werner helikaz
ve NBS1 dahil olmak tizere degisik faktorleri deasetile eder (125).  Sirtl
embriyolarda artan kromozal aberasyonlar ve DNA tamirindeki yetersizlik SIRT1’in
genomik biitiinliikteki roliinii dogrulamistir (126). Oksidatif stres sonrasi SIRT1’in
olusan DNA kiriklarin diizelttigi gézlenmistir. Bununla birlikte benzer diizeltici etki
genomik instabilite de dnemlidir. Bu yanit daha 6nce baskilanmis genlerin deprese

olmas1 ile birliktedir (127). Gozlemler maya Sir2 ve SIRT1’in epigenetic
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baskilanmayi, kromatin modifikasyonunu diizenledigi gdstermistir. Bunu modifiye
edici enzimleri 6rnegin metiltransferaz SUV39HI gibi enzimleri regiile ederek yapar

(128).

1.4.1.2. SIRT1 ve Hiicre Oliimii

Memeli sirtuinleri hiicrenin strese karsi direncinde ve hiicre Olimii i¢in
olusturulan esigin modulasyonunda Onemli role sahiptir. Strese karsi bu direng
kismen Forkhead box class O (FOXO) gibi bir transkripsiyon faktorii ile etkilesime
girilmesiyle olmaktadir. Bu memeli transkripsiyon faktorleri hem enerji durumunu
hem de stres direncini regiile etmektedir. Bu iki 6zelligi de sonugta yasam siiresini
etkilemektedir. SIRT 1 FOXO3a’ya baglanabilmekte ve deasetile edebilmektedir. Bu
da selektif olarak FOXO’nun etkilestigi stres direng genlerinin etkisini artirmaktadir
(129) Bir calismada SIRT 1’in strese karsi hiicreyi us: sok korudugu rapor edilmistir
(130). SIRT 1 ve p53 arasindaki etkilesim ile disaridan gelen strese karsi hiicre i¢in
Olim esigi modiile edilmektedir (131). Aslinda FOXO proteinleri ve p53 stres
durumlarinda direkt birbirleri ile etkilesmektedirler (129). P53 SIRT 1 proteinlerinin
ekpresyonunu p53 bagimli mikroRNA vasitas1 dahil olmak tizere farkli sekillerde
regiile etmektedir (132). P53 disinda SIRT 1 Ku70, E2F1 ve TGF- sinyal yolagi
gibi hiicre 6liimii iligkili diger hedefleri de regiile etmektedir (133). SIRT 1 NF-xB
kompleksinin komponentlerini deasetile ederek apoptozise neden olmaktadir (134).

Sirtuinler ve yaslanma arasida kurulan bu iligki bu proteinlerin hiicre
yaslanmasi ve kok hiicre fonksiyonlar1 arasindaki araci rolii izerinde arastirmacilarin
ilgisinin yogunlagsmasina neden olmustur. SIRT 1 ekpresyonunu fare embriyonik
fibroblast hiicrelerinde zorunlu onkojen ekpresyonunu antagonize ederek yaslanmay1
geciktirmistir (135). Sirtuinlerin yaslanmay1 engelleyici bu memnun edici etkileri
yaninda Sirtl/-/- fare embriyonik fibroblastlarda yapilan bir calismada zit sonuglar
elde edilmistir (136). Sirtuinlerin farklilagma {izerindeki etkisine bakarsak:
Sirtuinlerin adipogenezi

Peroxisome proliferator-activated receptor y ‘y1 modiile ederek inhibe ettigi
ve kas ile noral farklilagsmay1 etkiledigi gosterilmistir (137, 138). Yakin zamanda fare
embriyonik kok hiicrelerinde yapilan bir calismada SIRT1’in reaktif oksijen

bilesiklerinin hemostazinda ve farklilagsmadaki roliinii gostermistir (139).
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1.4.1.3. SIRT?1’in Metabolik Regiilasyonundaki Rolii

Memelilerde kan glikoz konsantrasyonu farkli fizyolojik durumlarda dar bir
aralikta tutulmaya g¢alisilir. A¢lik durumunda serum glikozunun belirtilen diizeyi
hepatik glikoneogenez ile saglanmaktadir. Siirdiiriilen calismalar sirtuinlerin bu
fizyolojik adaptasyonda rol aldigin1 gostermektedir. PGC-la SIRT1 bagimli
deasetilasyon i¢cin bir hedef goziikmektedir (140). Bu koaktivator karacigerde
glukoneogenezin diizenlenmesi ile yag asidi oksidasyonunda esas rolii oynamaktadir.
PGC-1a bu iki yol iizerindeki modiile edici rolii i¢in sirtuinlere gereksinim
duymaktadir (141). Kisa stireli (<6 saat) ve uzun silireli (>18 saat) aclk
durumlarinda protein asetilasyonu ve sirtuin deasetilasyonun karacigerin olusturdugu
yanitin diizenlenmesindeki farkl rolleri incelenmistir (142).

Hepatik glikoneogenez iizerindeki etkileri yaninda sirtuinler kan glikozunu
pankreatik insiilin salinimini diizenleyerek de modiile etmektedirler. Fare B hiicresine
aktarilan SIRT1 asir1 eksprese genin glikozun stimiile ettigi insiilin sekresyonunu
artirdig1 ve kontrol gruplari ile karsilastirildiginda glikoz toleransini ilerlettigi, buna
karsin Sirtl -/- farelerde glikozun stimiile ettigi insiilin sekresyonu bozulmustur
(143, 144).

Sirtuinlerin glikoz hemostazinin diizenlenmesinden ziyade metabolizma
iizerinde daha genis bir rolii vardir. Daha dnce belirtildigi gibi SIRT 1 PPAR-y ve
PGC-1a iizerindeki diizenleyici etkileri ile yag mobilizasyonu ve oksidasyonu
iizerinde Onemli rol oynar (137, 145). PGC-a aktivitesi iizerindeki diizenleyici
etkileri sirtuinlerin yeni mitokondri sentezi iizerinde rolleri oldugununu
disiindiirmektedir. PGC-a  mitokondri biyogenezinde anahtar role sahiptir. Bu
gozlemler yakin zamanda SIRT 1 ile otofaji arasindaki baglantilar ile birlestirilmistir
(146). Sirtuinler PGC-a tlizerinden hiicrelerdeki mitokondri sentez ve yikimi arasinda
bir denge kurmaktadir.

Sirtuinlerin metabolik diizenleme tizerindeki etkileri iizerine olan ¢aligmalar
karaciger, pankreas gibi anahtar organlar iizerinde yogunlasmistir. Gontillii olarak
kalori kisitlamasi yapilan kisiler iizerinde yapilan calismalar SIRT 1’in kas ve
mononiikleer hiicrelerde de arttigin1 gostermistir (147, 148) . SIRT 1 ile sirkadiyen
ritm arasindaki iliski sirtuinlerin metabolik diizenlemede ne kadar etkili oldugunu

gosteren 1lgi ¢ekici bir etkidir (149).
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1.4.1.4. SIRT1 ve Yas iliskili Hastahklar

Sirtuinler ile glikoz hemostaz1 ve insiilin sekresyonu arasinda iliskiyi gdsteren
bilgiler bu proteinlerin insiilin direnci ve diabet olusumunda etkili olabilecegini
gostermektedir. Yakin zamanda yapilan calismada transgenik asir1 ekprese olan
SIRT1 geni ile yapilan ve yagh diyet alan hayvanlarda glikoz toleransini artirdigi
gosterilmistir (150, 151). Bu iki ¢alismada SIRT1 miktarinda ilimlh artigin bazal
enerji hemostazi lizerinde farkli etkileri oldugu gosterilmistir. Yapilan bu
fonksiyonel calismalarin yaninda SIRTI‘in genetik ve farmakolojik olarak
inhibisyonu insiilin direncini indiikledigi goriilmiistiir (152). Bu bilgi bize sirtuinin
aktivitesindeki manipulasyonlarla metabolik  bozuklukluklarmm  &nlenmesinde
kullanabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde insanlarda SIRT 1’deki farkl
genetik varyasyonlarla enerji tiiketimi ve obezite arasinda iliski tespit edilmistir
(153). Hayvanlarda yapilan ¢aligmalarda sirtuin aktivatorii resveratroliin diyete bagl
obesite ve glikoz intoleransimina karsi koruyucu etkisi oldugu goriilmektedir (154).
Resveratrol ayn1 zamanda AMPK (AMP-aktive protein kinaz)’y1 aktive etmektedir.
AMPK sirtuin aktivitesi ile yakindan iliskilidir (155).

Sirtuinler ile metabolik hastaliklar arasindaki iliski yogun bigimde
calisilmistir. Benzer iliski sirtuinler ile yas iligkili hastaliklar arasinda da
bulunmustur. SIRT1’in p53°i aktive edebilme yetenegi sirtuinleri tumdrogenezde
potansiyel etkenler icerisine sokmaktadwr. Bu baglamda yapilan tartigmalarda
SIRT1’in kanser riskini hem artirabilecegi hem de azaltabilecegi yoniindedir (156).

Sirtuinler vaskiiler biyolojide de etkin rol aliyor ve yas bagimli aterosklerozisi
regiile ediyor goziikmektedir. Lipid ve kolestrol metabolizmasmi regiile ederek,
tersine kolestrol transportunu saglayan niikleer reseptor LXR aktivitesini modiile
ederek yapabilmektedir (157). Endotel hiicresinde olusan sirtuin delesyonunda
iskemik sonuca yanit olarak anjiogenik yanitin bozuldugu gosterilmistir (158).
SIRT1 ayrica vaskiiler tonusunun ayarlanmasinda anahtar rol oynayan endotelyal
nitrik oksit sentaz1 (eNOS) deasetile etmekte ve enzim aktivitesini regiile etmektedir
(159).

Sirtuinlerin  norolojik  hastaliklardaki rolleri yakin zamanda ortaya
¢ikarilmustir. Ik raporlar SIRT1’i néron dejenerasyonu igin iyi bir model olarak

sunmus bununla birlikte takip eden calismalarda bu modellerde gozlenen norolojik
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patolojilerin sirtuinden bagimsiz yollarla olabilecegini diisiindiirmiistiir (160, 161).
SIRT1 genelde oksidatif strese kars1 koruyucu olarak bilinmektedir. Hem invitro hem
de invivo ¢alismalardan elde edilen kanitlar bunun beyin i¢in bu sekilde olmadigi
yoniindedir (162). Bu gozlemlere ragmen farelerde olusturulan Alzheimer
hastaliginda beyin spesifik SIRT1 asir1 ekspresyonunda SIRT1’in ndrodejenerasyonu
azalttig1 goriinmektedir (163) .

1.4.2. Sirtuin 3

Sirtuin 3 mitokondri mariksinde ¢Oziiniir halde bulunan bir proteindir.
SIRT3’iin ilk tanimlanan subtrati mitokondriyal protein olan asetilkoenzim A sentaz
2 (AceCS2) °dir (16). SIRT3 AceCS2’yi deasetile ederek aktive etmektedir (164)
(Sekil 5). AceCS2 kalpte ile kasta bol miktarda bulunmaktadir ve aglik ile ketogenez
siirecinde enzimin ekspresyonu artmaktadir (165). Aclik durumunda yag asitlerinin
oksidasyonu ile asetat ve keton cisimlerinin olustugu karacigerde AceCS2 enzimi
bulunmaz. Yakin zamanda aclik durumunda asetatin karacigerden serbestleserek
kana karistigi ve dokularda AceCS2 enzimi tarafindan asetilKoA’ya cevrilerek
tiikketildigine dair calismalar yaymlanmustir (166). ilging olarak SIRT3 ATP sentezini
mitokondrial elektron transport kompleks [’in asetillenme derecesini etkileyerek
regiile etmektedir (167).

Sirtuin 3 elektron transport zincirinin kompleks I’ 1 ile etkilesmekte ve bu
kompleks icerisinde NDUFA9 dahil invivo ve invitro olarak ¢ok sayida proteini
deasetile etmektedir (167) (Sekil 5). Bu bilgi SIRT3 ve compleks I arasindaki
iligkinin hem fonksiyonel hem de fiziksel oldugunu desteklemekte ve SIRT3
knockout farelerde gozlenen ATP diizeyindeki azalmay1 aciklamaktadir. Bununla
birlikte SIRT3 tarafindan regiile edilen diger metabolik yollarin da ATP’de diismeye

neden olan bu duruma katkis1 olup olmadiginin aragtirilmas: gerekmektedir.
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Sekil 5. Mitokondriyal enzimlerin SIRT3, 4 ve 5 tarafindan mitokondriyal matrikste
regiilasyonu (16).

Sirtuin 3 ’lin antioksidan proteinlerin aktivitesini artirdigini gdsteren
calismalar bulunmaktadir. Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda SOD2 aktivitesinin
farkli lizin bdlgelerinin asetilasyonu ile diizenlendigi gosterilmistir (168). SOD2’nin
lizin kalmtilarinin SIRT3 ile deasetilasyonu SOD aktivitesini artirmig, Hiicresel ROB
bilesiklerinin azaltmistir (168). Antioksidan sistemlerden olan glutatyon sistemde
glutatyon rediiktaz NADPH kullanarak GSSG’den GSH iiretmektedir. Mitokondriyal
NADPH primer olarak NADP' -bagimli dehidrogenazlar tarafindan rejenere
edilmektedir. Bu dehidrogenazlardan izositrat dehidrogenaz bu islemde esas rolii
istlenmektedir. Bu enzimler islem asetile olmaktadirlar. Her {ic enzimden sadece
izositrat dehidrogenazin SIRT3’lin  hedefi oldugu tespit edilmistir (169).
Tiyoredoksin sistem mitokondriyal H,O, ‘yi temizleyen bir antioksidan sistemdir. Bu
sistemin Uyelerinden olan tiyoredoksin rediiktaz 2‘nin SIRT3 ile etkilestigi ve
SIRT3’iin bu enzimi regiile ettigi goriilmiistiir. Antioksidan sistemin Onemli
iiyelerinden biri de CytC’ dir. SIRT3’iin PGC-o’nin indiikledigi CytC ekpresyonu
icin gereklidir (170).

Farkli transkripsiyon faktorleri hiicresel strese yanit olarak mitokondriyal ve
antioksidan gen ekpresyonuna neden olurlar. SIRT3 stres durumunda FOXO3a gen
ekpresyonuna neden olur. FOXO3a oksidatif strese karsi koruyucu ve ROB’larin

detoksifikasyonuna neden olur. Bu etkisini antioksidan enzimlerden SOD2, CAT ve
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peroksiredoksi 3‘in trasnkripsiyonel upregiilasyonunu artwrarak yapar. (171,
172).Yapilan bir ¢calisgmada antiokidan genlerin PGC-1a tarafinda indiiksiyonu i¢in
SIRT3 ekpresyonunun gerektigi rapor edilmistir (173).

In vitro ve in vivo yapilan ¢alismalarda ATP sentezindeki azalmanin hiicrenin
apoptozis ve nekroz ile Oliimiinde belirleyici oldugu gosterilmistic (174). Bu
SIRT3“in stres ve hasara yanit olarak hiicre Oliimiine katkis1 olma olasiligmni
artrmaktadir. SIRT3 ve SIRT4 DNA alkilizasyon reaksiyonu yaparak hiicre
olimiine neden olan metil metan siilfonata karsi NAD i biyosentezini
gerceklestiren NAMPT ye gereksinin duyarlar (175). NAMPT ekpresyonu stres ve
besin kisitlanmasi durumlarinda artar (175). SIRT3 ayrica HeLa hiicrelerini veya
kardiyomiyositleri yine bir DNA alkileyici ajan olan N-meti-N’-nitro-N-
nitozoganidin tarafindan indiiklenen hiicre Olimiine karst korur (176). Bu
gozlemlerin tersine SIRT3 bazi1 kanser hiicrelerinde proapoptotik fonksiyon
gostermektedir (177).

Farelerin beyaz ve kahverengi yag dokularinda kalori kisitlanmasi durumunda
SIRT3 ekspresyonu artmaktadir (178). Bu bize SIRT3’iin kalori kisitlanmasima yanit
olarak bazi metabolik degisikliklere aracilik ettigini gostermektedir. SIRT3’{in uzun
yasam siuiresi ile ilgili bu yoldaki etkisini gelecekte yapilacak deneyler ile

anlasilacaktir.

1.4.3. Sirtuin 4

Sirtuin 4 mitokondri matriksinde bulunmaktadir ve mitokondriye girisinden
sonra ilk 28 aminoasidi ayrilmaktadir (179). Sirtuin ekspresyonu goreceli olarak
kalp, bobrek, beyinde daha yiiksektir (180). SIRT3’in mitokondrial proteinlerin
deasetilasyonundaki rollerine karsihk SIRT4’iin NAD' bagimli deasetilasyon
aktivitesi invitro tespit edilmemistir (180). Bununla birlikte SIRT4 yoksun farelerde
mitokondrial protein asetilasyon seviyesinde anlamli degisiklik tespit edilmemistir
(181). Diger mitokondrial sirtuinlerin aksine SIRT4 ADP-ribozun NAD" dan hedef
proteinlere transferini katalize etmektedir (180).

Caligmalar insanlarda ve farelerde SIRT4’li besinin regiile ettigi insiilin
salinimu ile iliskilendirmistir (179, 180). SIRT4 -/- fareler ile vahsi tip serbestce

beslenmesine izin verilen fareler ve gece a¢ birakilmis fareler karsilastirildiginda
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SIRT4 -/- farelerin kan insiilin seviyelerinin anlamli derece yiiksek oldugu tespit
edilmistir (180). SIRT4 invitro ve invivo olarak pankreatik B hiicrelerinde hem
glikoz hem de aminoasitlerin stimiile ettigi insiilin salinimini olumsuz yonde regiile
etmektedir (180). SIRT4 aracili insiilin sekresyonunun inhibisyonu GDH bagimlidir
ve SIRT4lin GDH ile birlikte inkiibasyonu ADP- ribozilasyonuna neden olur ve
GDH enzim aktivitesi inhibe olur (180) (sekil 5). GDH bir mitokondrial matriks
proteini olup karaciger, bobrek, beyin ve pankreatik adacik hiicrelerinde glutamati a-
ketoglutarat ve amonyaga doniistiiriir (182). Bu reaksiyon sonucunda pankreatik
adacik hiicrelerinde ATP {iretilmekte bu da insiilin salinimin1 saglamaktadir (182).

Aminoasitlerin stimiile ettigi insiilin sekresyonu ve GDH aktivitesi insiilin
adacik hiicrelerinde ve kalorisi kisitlanmig fare karacigerlerinde artirilmaktadir (180,
183).GDH’in mono-ADP-ribozilasyonu kalori kisitlanmasinin oldugu durumda
azalmaktadir. Bu bize SIRT4 aktivitesinin kalori kisitlanmasinda azaldigini
diisiindiirmektedir (180). Bununla birlikte karaciger NAD' aktivitesi kalori
kisitlanmasindaartirilmaktadir (184). SIRT4’iin kalori kisitli durumlarda regiilasyonu
farkli dokularda degisik olmaktadir. Ag¢lk durumlarinda GDH aktivitesinin ve
aminoasitlerin indiikledigi insiilin sekresyonunun pankreas adacikhiicrelerinde neden
artirildigr agiklik kazanmamastir.

Insiilin degrading enzim (IDE) ve adenine nucleotide translocator (ANT2)
SIRT4 ile karsilikli etkilesmektedir. IDE bir metaloproteinaz olup insiilinin hiicre
icidegredasyonu icin gereklidir. IDE tip 2 diabetes mellitus ve Alzheimer
hastaliklarinin  patogenezinde etkili olmaktadir (185). ANT2 sitoplazma ile
mitokondri arasindaki ADP transferinin katalize etmektedir ve tip 2 diabetes mellitus
ile iliskilidir (186). Ilging olarak endojen olarak SIRT3 de SIRT4 ile etkilesime
girmektedir. Bu iligkinin fizyolojik baglantilar1 acik degildir.

1.4.4. NAMPT (PBEF/Visfatin)

Memelilerde NAD" sentezi nikotinamid fosforiboziltransferaz (NAMPT) ve
nikotinamid/nikotinik asit mononiikleotid adeniltransferaz (Nmnat) enzimlerinin
gerceklestirdigi  1ki asamali  bir yolla gergeklesir. NAMPT nikotinamidi
mononiikleotide (NMN), NMN’de Nmnat ile NAD" ‘a gevrilir. NAD" sentezinde hiz
kisitlayict enzim NAMPT dir (17). NAMPT sitokin benzeri protein farzedilerek
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subklinik inflamasyondaki roliinde dolay1 pre-B colony enhancing factor (PBEF)
olarak tanimlanmistir (187). Daha sonra bu protein insiilin benzeri etkinligi
olduguna inanilarak viseral yagdan tlireyen bir adipositokin visfatin seklinde
adlandirilmistir (188). Bununla birlikte bu yayin tartismali sonuglara neden
oldugundan yaymdan kaldirilmistir (189).NAMPT direkt insiilin reseptoriine
baglanmiyor olabilir. NAMPT insiilin sekresyonunu 3 hiicreleri tiizerinden
diizenlerve uzun yasam siiresi lizerinde etkili olan bir faktor olarak fonksiyon goriir
(175, 190).

Nikotinamid fosforibozil transferazin intraseliiler (iINAMPT) ve ekstraseliiler
(eNAMPT) seklinde iki formu vardir. intraseliler NAMPT’ nin NAD 'biyosentezi
icin zorunlu ve hiz kisitlayict bir enzim oldugu kanitlanmis olmakla birlikte
eNAMPT nin fonksiyonlar1 hala tartisma konusudur (191).

Ekstraseliiler NAMPT’nin nikotinamidi kanda ekstraseliiler NMN’ye
cevirerek B hiicre fonksiyonlarmi diizenleyen sistemik bir sinyal molekiilii gibi
fonksiyon gordigii ileri siiriilmiistiir (192). Yakin zaman 6nce eNAMPT nin
proinflamatuar sinyali aktive ettigi ve iNOS sentezini indiiksiyonuna bir ERK1/2,
NF-kB bagimli bir mekanizma katildig1 gosterilmistir (193).

Nikotinamid Adenin Dintikleotid hiicredeki redoks reasksiyonlarina katilan
klasik bir koenzimdir ve hiicredeki bircok biyolojik reaksiyonda etkinligi vardir.
SIRT1”’in NAD" bagimli deasetilasyonundaki diizenleyici rolii ilgi ¢ekidir (194).
Kromatin iliskili proteinleri modifiye edici etkisi nedeniyle SIRT1 ortamda besin
varliinda metabolizmanin epigenetik regiilasyonunda onemli rol alir. NAMPT ve
SIRT1 ticiincii bir enzim olan AMPK ile birlikte hiicresel sinyallerin algilandig1 bir
kontrol mekanizmasi1 olustururlar ve besin varliginda reaksiyon gosterirler (195).
NAMPT aracii NAD" biyosentezi hiicresel yaslanma, yaslilik, obezite, diabet,
kanser ve inflamasyon dahil birgok siirecte rol alir (196, 197). ilging olarak NAMPT
ekspresyonu sirkadian salmim gosterir. Ilgili genler ve SIRT1 NAMPT
ekspresyonunu sirkadiyen bir negatif geri bildirim dongiisii ile etkiler ve bdylece

SIRT1 kendi kofaktorii olan NAD' sentezini kontrol eder (198).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Calisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) onay1
alindiktan sonra, standart deneysel hayvan c¢aligmalar: etik kurallarina uygun olarak,
Frrat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinde (FUDAM) yapildi. FUDAM dan
temin edilen ve agirliklar1 195-264 g arasinda degisen erkek Wistar albino cinsi ratlar
kullanildi (n=28, 10 haftalik). Ratlar 22+1 °C sicaklik ve 12 saat 1sik/karanlik
siklusunun saglandigi ortamda etik kurallara uygun olarak muhafaza edildi.
Hayvanlarin beslenmesinde, standart pellet yemi ve ¢gesme suyu kullanildi.

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

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

2. Sisplatin Grubu (n=7): Caligmanin 3. giiniinde sisplatin (Sisplatin; Sigma
Chemical Co, USA), % 0.9 salin (I ml/100 gr/kg i.p.) i¢cinde (7 mg/kg) uygulanan
ratlar.

3. Kurkumin Grubu (n=7): Sisplatin uygulanmayan, 3. giin ip. olarak
sisplatinle esit hacimde izotonik salin solusyonu (1 ml’kg/giin) uygulanan ve sisplatin
uygulamasindan 2 giin 6nce ve uygulamadan sonra 8 giin siireyle kurkumin (Sigma-
Aldrich, St, Louis, MO, USA) (100 mg/kg) verilen ratlar.

4. Kurkumin + Sisplatin Grubu (n=7): Sisplatin uygulanan ve sisplatin
uygulamasindan 2 giin 6nce ve uygulamadan sonra 8 giin siireyle kurkumin (100
mg/kg) verilen ratlar.

Kurkumin gavaj yolu ile 100 mg/kg dozda fizyolojik salinde sulandirilarak
(%0.9), kaynak sisplatin uygulmasindan 2 giin 6nce ve uygulamadan sonra 8 giin
toplam 10 giin silireyle giinde 1 kez olacak sekilde uygulandi Sisplatin
uygulamasindan 8 gilin sonra ratlar hayvanlar anestezi altinda dekapite edilerek

histopatolojik ve western blot analizleri i¢cin doku Ornekleri alinmis ve western
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analizleri yapilincaya kadar —80°C’ de saklanmistir. 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 c¢ikarildi. Serum iire-azotu ve

kreatinin 6l¢timleri i¢in kan alind1.
2.2. Laboratuar Analizi

2.2.1. Ure ve Kreatinin Analizi

Kan 6rnekleri 300 g’de 10 dk siireyle santrifiije edildi ve serumlar1 ayrildi.
Serum tire nitrojeni ve kreatinini biyokimyasal analizoér ile (Olympus AU-660,

Japonya) 6l¢iildi.

2.2.2. Malondialdehit (MDA) Analizi

Serum Orneklerinin MDA diizeyleri Karatepe’nin bildirdigi metotlara gore
belirlendi (199).
. Serum Orneklerinden, 1.5 ml hacimli mikrosantrifiij tiiplerine 400 pl alindi.
Orneklerin iizerine 300 ul 0.5 M HCIlO, eklenerek vorteksle karistirildiktan sonra
santrifiij edildi.

. Stipernatant dikkatlice viallere alinarak serumlarin ekstraksiyon islemi
tamamlanda.
. Kalibrasyon grafigi olusturulmak ve hesaplamalarda kullanilmak {izere MDA

(1, 1, 3, 3-tetracthoksi-propan, Sigma-Aldrich, Almanya) standad1 hazirlandi.

. MDA standardi i¢in tetraethoksi-propandan 10 pl hacimde alinarak 10 ml’lik
kapakli bir cam tiipe alind1.

. Hacim 0.1 M hidroklorik asit (HCI, %37, Merck, Almanya) ile 10 ml hacme
tamamlanda.

. Benmaride (Memmert, Almanya) 100°C’de 5 dk kapak kapali sekilde muamele
edildikten sonra sogutuldu ve ultra saf su ile 100 ml hacme tamamlandi.

. Analizler ultraviyole (UV) dedektéor (SPD-20A), pompa (LC-20AD),
otosampler (SIL-20A) ve kolon firmi (CTO-10ASVP) {initelerine sahip olan
yiiksek performanshi sivi  kromatografisi (High Performance Liquid
chromatography, HPLC) cihazinda (Shimadzu, Japonya) LC Solution
(LabSolution LCsolution Release 1.21) paket programi kullanilarak yapilda.
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2.2.3. Western Blot Analizleri

Western blot islemi Tuzcu’ya gore yapildi (200). Western blot prosediirii;
elektroforez iglemiyle poliakrilamid jelde goc¢ ettirilen proteinlerin, nitroseliiloz
membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla
gosterilmesidir. Bu amagla hedef dokumuz olan rat bobrek dokusu i¢cin western
blotlama yapildi. Her doku, gruplar aras1 miktarlar esit olacak sekilde drneklenerek;
buz icerisinde, doku miktarmm alt1 kat1 homojenizasyon tamponu kullanilarak, cam
homojenizatorler ile homojenize edildi.

Blotlama yapilmadan o©nce calisilan Orneklerdeki proteinler elektriksel
ortamda poliakrilamid jel lizerinde gog¢ ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri
SDS-PAGE’de gerceklestirilmektedir. Western blot teknigi, elektroforez islemini
takip eden 4 asamada gerceklestirilir. Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroseliiloz
membrana aktarimi (blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin
nitroseliiloz membranda protein baglanmamis bdlgelerin 1lgisiz proteinlerle
kaplanmasi (bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve en son asamada ise proteinlerin
goriintiilenme asamalaridir. Nitroseliilloz membrana transfer sirasinda jel ile
nitroseliiloz membran kars1 karsiya getirilmekte ve bunlar filtre kagitlar1 arasina
yerlestirilmektedir. Jelin bliyiikliigl ile orantili olarak belirli bir siire elektrik akimi
uygulanip proteinlerin transferi saglanmaktadir. Nitroseliloz membranin 6zgiil
olmayan proteinlerle bloklanmasinda albumin tercih edilmektedir. Spesifik antikorlar
olarak monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilabilir. Monoklonal antikorlarin
kullanimi, yalnizca tek bir epitopa 6zgiil olmalar1 ve ¢ok giiclii immiinokimyasal
kopriiler olusturmalarindan dolay1 avantaj saglamaktadir. Bu nedenle, monoklonal
antikorlar antijene spesifik bir baglanma gdsterir. Ancak, ¢alisilan proteinler arasinda
benzer epitop bdlgeleri bulunmakta ise g¢apraz reaksiyonlar sonucunda yalanci
pozitiflikler ortaya ¢ikabilmektedir. Poliklonal antikorlarin kullanilmasit durumunda
aynit nedenden dolay1 sekillenen yalanci pozitiflik ihtimalinin daha fazla oldugu
bilinmektedir. Ancak calisilan antikor; molekiil agirligi bilinen bir antikor olup
uygun bir markorle agirlik siras1 belirlendiginde poliklonal antikor kullanimi daha
avantajli bir se¢cim olmaktadir. Western blotta monoklonal antikorlarin kullanimmin

en Oonemli dezavantaji, SDS-PAGE ve blotlama esnasinda polipeptid yapilardaki

32



epitoplarin ortadan kaldirilmasidir. Belirlenmeye ¢alisilan epitopun ortadan
kaldirilmast durumunda ise monoklonal antikor-epitop baglanmasi sekillenemez. Bu
nedenden dolayr monoklonal antikor kullanildiginda, poliklonal antikorla
calistimasina kiyasla, yalanci negatiflik ihtimali artmaktadir. Ozgiil antikorlarda
raportdr madde olarak genellikle radyoaktif izotoplar veya enzimler kullanilmaktadir.
Enzim olarak alkalen fosfataz ve peroksidaz enzimleri tercih edilmektedir. Bu
enzimlerin substratlart ve kromojen maddeleri birbirinden farklidir. Son yillarda
enzimle isaretlemede, testin duyarliligmi arttirmak amaciyla peroksidazla isaretli
avidin biyotin sisteminin kullanimi yayginlagmistir. Kullanilan kromojenlerin en
onemli Ozelligi c¢Oziinmeyen renkli iirlinler olusturmalaridir. Beyin dokusu
homojenatlariin Western blot analizi Baydas ve Tuzcu tarafindan uygulanan metoda
gore yapild1 (201).

Jeldeki proteinlerin nitroseliilloz membrana (Schleicher and Schuell, Inc.,
USA), aktarimi (blotlama): SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel
blotlanmak {izere alindi. Nitroseliiloz membrana transferin gerceklestirilmesi igin
poliakrilamid jel ile nitroselilloz membran yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak
bicimde kars1 karsiya getirildi ve bunlar filtre kagitlariyla sarilmis bir sekilde
blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon solusyonuyla doyuruldu. Sogutulmus
tampon solusyonuyla doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek i¢cin 90 dakika
boyunca 250 mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin nitroseliiloz
membran ylizeyine transferi saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroseliiloz membranda
protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama): Blotlama
islemi bittikten sonra petri kutularina alman nitroseliiloz membranlar tampon
solusyonla (NaH,PO4.2H,0 (0.025 M), Na,HPO4.12H,0 (0.075 M), NaCl (1.45 M)),
calkalayic1 tizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan
baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na,HPO4, 20 mM NaH,PO4 (pH: 7.2)
tamponunda %1°lik taze sigwr serum albumini (BSA) ile 37°C’de 60 dakikalik
inkiibasyonla bloklandi.
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2.2.3.1. Ozgiil antikorlarla tepkime

Primer antikor olarak anti-SIRT1, anti-SIRT3, anti-SIRT4 ve anti-PBEF
antikorlar1 kullanildi. Primer antikorlar %0.05 oraninda Tween—20 bulanan
tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak kullanildi. Nitroseliiloz membranlar anti-
SIRT1, anti-SIRT3, anti-SIRT4 ve anti-PBEF antikorlar1 ile +4 "C’de gece boyunca
inkiibasyona birakildi. Daha sonraki sathada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dakika
tampon soliisyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliiloz
membranlar %0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda
hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37°C’de
90 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroseliiloz membranlar 5

kez 5 dakika tampon soliisyonuyla yikandu.

2.2.3.2 Bantlarn goriintiilenmesi

Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda % 0.03-0.05
oraninda hazirlanmigs diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la
reaksiyon sonucu nitroselilloz membranlar lizerindeki bantlar kisa bir siire sonra
goriiniir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la
renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliilloz membranlar iyice
yikandi. Nitroselilloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif
yogunluklar1 analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rélatif yogunluklar1 Image
Analyses System (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA) yazilim

programi kullanilarak analiz edildi.

2.3. 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 (202). Her bir bobrek lami
icin minimun 10 alan incelendi. Vakiioler dejenerasyon, 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.
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2.4. istatistiksel analizleri

Veriler SPSS 18.0 paket programi kullanilarak analiz edildi. Gruplar arasi
farklilig1 ortaya koymak i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOV A) post hoc tukey testi
uygulandi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Serum Ure Diizeyleri

Gruplardaki iire diizeyleri Tablo 1°da gosterilmistir. Sisplatin verilen gruptaki
iire degerleri kontrol grubundaki tire degerlerine gére anlamli olarak yiiksek tespit
edildi (p<0.001). Kurkumin+sisplatin grubunda fiire diizeyleri sisplatin grubuna goére
istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0.01). Kontrol grubu ile kurkumin grubu
arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi
(p>0.05). Sisplatintkurkumin grubunda iire degerleri sisplatin grubuna gore daha
diisiik olmakla birlikte, kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0.001) (Sekil 6).

Tablo 1. Sisplatin nefrotoksisitesi uygulanan ratlarda Kurkumin katkisiin serum iire

ve kreatin; doku malondialdehit, SIRT1, SIRT3, SIRT4, NAMPT diizeyleri iizerine

etkisi.
Gruplar
Parametreler
Kontrol Sisplatin Kurkumin Sisplatin+ Kurkumin

Ure (mg/dl) 45,014+4,77° 397,14£103.78*  41,14+6,28° 261+52,72°
Kreatinin (mg/dl) 0,23+0,08° 4,10+1,63" 0,24+0,02° 2,57+0,72°
MDA (umol/L) 0,35+0,08° 2,24+0,40° 0,29+0,04° 1,40+0,30°
SIRT1 (% Kontrol) 100+0,68° 65,17+2.,41¢ 108,56+1,75" 88,89+1,38°
SIRT3 (% Kontrol) 100+£2,60° 69,37+3,59¢ 106,14+1,04" 80,86+3,82°
SIRT4 (% Kontrol) 100+3,64° 69,51+4,20° 106,71+2,07° 82,13042,448"

100+1,81° 71,27+ 0,39° 95,98+3,89" 91,39+3,45°

NAMPT (% Kontrol)

a-d: Farkli harf tagtyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir (p<0.05).
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a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir (p<0.05).

Sekil 6. Gruplara ait serum iire diizeyleri.

3.2. Serum Kreatinin Diizeyleri

Gruplardaki kreatinin diizeylerinin ortalamasi1 Tablo 1’da gosterilmistir.
Sisplatin verilen gruptaki kreatinin degerlerinin, kontrol grubundaki kreatinin
degerlerine gore anlamli olarak  yiikksek oldugu saptandi (p<0.001).
Kurkumin+sisplatin grubunda kreatinin diizeyleri sisplatin grubuna gore istatistiksel
olarak diisiik bulundu (p<0.05). Kontrol grubu ile kurkumin grubu arasinda yapilan
kargilastirmada kreatinin diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi (p>0.05). Sisplatintkurkumin grubunda kreatinin degerleri sisplatin
grubuna gore daha diisiik olmakla birlikte, kontrol grubuna gore anlamli derecede

yiiksek bulunmustur (p<0.001) (Sekil 7).
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a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan dnemlidir (p<0.05).

Sekil 7. Gruplara ait serum kreatinin diizeyleri.

3.3. Malondialdehit Diizeyleri

Gruplardaki MDA diizeylerinin ortalamasi Tablo 1’da gdsterilmistir. Sisplatin
verilen grupdaki MDA degerlerinin, kontrol grubundaki MDA degerlerine gore
anlaml olarak yiiksek oldugu saptandi (p<0.001). Kurkumin+sisplatin grubunda
MDA diizeyleri sisplatin grubuna gore istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0.001).
Kontrol grubu ile kurkumin grubu arasinda yapilan karsilastirmada MDA diizeyleri
acisindan  istatistiksel olarak anlamli  bir farkhilik goézlenmedi (p>0.05).
Sisplatintkurkumin grubunda MDA degerleri sisplatin grubuna gore diisilk olmakla

birlikte kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur (p<0.001) (Sekil 8).
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a-c: Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan énemlidir (p<0.05).
Sekil 8. Gruplara ait doku MDA diizeyleri.

3.4. NAMPT Diizeyleri

Gruplardaki NAMPT diizeyleri Tablo 1°’de gdsterilmistir. Kontrol grubu ile
kurkumin verilen grup arasinda NAMPT miktar1 acisindan anlaml fark bulunmadi
(p>0, 05). Sisplatin verilen grupta NAMPT diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik tespit edildi (p<0,001). Sisplatin verilen grupla
kargilastirildiginda sisplatintkurkumin grubunda NAMPT diizeyi anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0, 001). Sisplatintkurkumin verilen grupta NAMPT diizeyi
kontrol grubuna gore daha disiiktiir (p<0, 05) (Sekil 9).
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a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir (p<0.05).
Sekil 9. Gruplara ait doku NAMPT diizeyleri.

3.5. Sirtuin 1 Diizeyleri

Gruplardaki SIRT1 diizeyleri Tablo 1’de gdsterilmistir. Kontrol grubuna gére
kurkumin verilen grupta SIRT1 miktar1 anlamli diizeyde yiiksek tespit edilmistir
(p<0, 01). Sisplatin verilen grupta SIRT1 miktar1 kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli miktarda diisiik bulundu (p<0, 001). Sisplatin verilen grupla
karsilastirildiginda sisplatintkurkumin verilen grupta SIRT1 diizeyi anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0, 001). Buna karsin sisplatintkurkumin verilen grupta SIRT1
diizeyi kontrol grubuna gore daha diistiktiir (p<0, 001) (Sekil 10).
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a-d: Farkli harf tagtyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan énemlidir (p<0.05).
Sekil 10. Gruplara ait doku sirtuin 1 diizeyleri.
3.6. Sirtuin 3 Diizeyleri

Gruplardaki SIRT3 diizeyleri Tablo 1°de gosterilmistir. Kontrol grubu ile
kurkumin verilen grup arasinda SIRT3 miktar1 a¢isindan anlamli fark bulunmadi
(p>0,05). Sisplatin verilen grupta SIRT3 diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiikk tespit edildi (p<0,001). Sisplatin verilen grupla
kargilastirildiginda sisplatintkurkumin grubunda SIRT3 diizeyi anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0,01). Sisplatin+tkurkumin verilen grupta SIRT3 diizeyi kontrol

grubuna gore daha diistiktiir (p<0,001) (Sekil 11).
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a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir (p<0.05).
Sekil 11. Gruplara ait doku Sirtuin 3 diizeyleri.

3.7. Sirtuin 4 Diizeyleri

Gruplardaki SIRT4 diizeyleri Tablo 1’da gdsterilmistir. Kontrol grubu ile
kurkumin verilen grup arasinda SIRT4 miktar1 agisindan anlamli fark bulunmadi
(p>0,05). Sisplatin verilen grupta SIRT4 diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik tespit edildi (p<0,001). Sisplatin verilen grupla
karsilastirildiginda sisplatintkurkumin grubunda SIRT4 diizeyi anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0,01). Sisplatin+tkurkumin verilen grupta SIRT4 diizeyi kontrol
grubuna gore daha diistiktiir (p<0, 01) (Sekil 12).
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a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan dnemlidir (p<0.05).
Sekil 12. Gruplara ait doku sirtuin 4 diizeyleri.

3.8. Histopatolojik sonuclar

Kontrol ve kurkumin grubundaki ratlardan aliman bdbreklerde kurkumin
grubunda hafif interstisyel 6dem goézlendi. Buna karsilik, sisplatin verilen grupta
korteks ve dis medullada hafif derecede vakuolizasyon ve interstisyel 6dem ve orta
derecede inflamasyon, tiibiiler nekroz ve tiibiiler atrofi gézlendi. Kurkumin+sisplatin
grubunda ise tiibiiler atrofinin ve vakuolizasyonun tamamen diizeldigi, hafif derecede

interstisyel 6dem, inflamasyon ve tiibiiler nekroz oldugu goriildii (Sekil 13).
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Tablo 2. Kurkumin uygulamasinin rat bobrek dokusundaki morfolojik degisiklikler

tizerine etkisi

Gruplar

Morfolojik Degisiklikler Sisplatin+

Kontrol Kurkumin  Sisplatin Kurkumin
Vakuolizasyon - - + -
Interstisyel 6dem + +/- + +
Tiibiiler nekroz - - ++ +
Tiibiiler atrofi - - 4t _
Interstisyel inflamasyon - - ++ +

—:Yok, +:hafif, ++: orta, +++ : siddetli.

Kontrol (a), Kurkumin (b), sisplatin (c) ve sisplatin+ kurkumin (d).

Sekil 13. Hematoxylin and eosin (H&E) ile gruplara gore bdbregin histopatolojik

goruniimii.
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4. TARTISMA

Malign hastaliklar glinlimiizde siklig1 giderek artan ve hastalarin hem yasam
kalitesini olumsuz yonde etkileyen hem de yasam siiresini kisaltan hastaliklardir.
Kemoterapatik ajanlar yasam kalitesi ve sagkalim {izerinde olumlu etkileri olan
ilaglardir.

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II) bas, boyun, akciger, testis, over
ve meme gibi bir¢ok solid tiimdriin tedavisinde kullanilan gii¢lii antineoplastik ilactir
(1). Antineoplastik ajan olarak giiclii etkinli§i yaninda sisplatin kullaniminin farklh
dezavantajlar1 vardir. Bunlar nefrotoksisite, norotoksisite, ototoksisite, bulant1 ve
kusmay1 igeren yan etkileridir (2). Bu yan etkiler ilacin daha etkili bir dozda
kullanimini kisitlamaktadir.

Nefrotoksisite, sisplatinin kullaniminin 6nemli bir komplikasyonu olup
sisplatin dozunun kisitlamasina neden olan bir faktordiir. Sisplatin nefrotoksisitesinin
olusum mekanizmast oldukca komplekstir. Sisplatin renal dokuda oksidatif strese,
apoptozise, inflamasyona neden olur ve fibrinojen olusumunu artirr (3-8). Yiksek
miktarda sisplatin proksimal tiibiillerde nekroza neden olur.

Sisplatine baglh akut bobrek hasar1 olusumunda oksidatif stres direkt etki
etmektedir. ROB lipid, protein ve DNA gibi hiicre i¢i bilesenleri etkilemekte ve
onlarin yapisin1 bozmaktadir. Reaktif oksijen bilesikleri hiicre i¢cinde ksantin-ksantin
oksidaz sistemi, NADPH oksidaz ve mitokondri yoluyla iiretilmektedir. Sisplatin
varliginda belirtilen tiim yollarda bobrek hasarma neden olan ROB diiretilmektedir
(54). Sisplatin glikoz-6-fosfat dehidrogenaz ve hekzokinaz aktivitesini indiikleyerek
serbest radikal olusumunu artrmakta ve antioksidan iliretimini azaltmaktadir (3).
Hiicre i¢i kalsiyum miktarin1 artirarak NADPH oksidaz aktivitesini artirmakta,
mitokondri hasar1 yaparak ROB’nin iiretimini stimiile etmektedir (54). 'Oy, H,O; ve
(OH) radikalleri sisplatin ile tedavi edilenlerin vakalarin bobreklerinde artmaktadir
(55-57). Bu serbest radikaller lipid komponentlerini peroksidasyonla hasara
ugratmakta ve proteinleri denatiire ederek enzimatik fonksiyonlarini inhibe
etmektedir. Serbest radikaller ayni zamanda mitokondri disfonksiyonuna neden
olmaktadir (3). Antioksidanlar sisplatin tarafindan inhibe edilmekte ve bobrekteki

SOD, GSH-Px ve CAT anlamli olarak azalmaktadwr (58, 59) Reaktif nitrojen
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bilesikleri de sisplatinin indiikledigi nefrotoksisitede caligilmistir. Bobregin icerdigi
ONOO" ve NO sisplatin ile tedavi edilen ratlarda artmistir (60).

Hipoksi ve mitokondrial hasar sisplatinin olusturdugu nefrotoksisitede
etkilidir. Sisplatinin indiikledigi nefrotoksisite en fazla proksimal tubuliin S3
segmentinde olmaktadir. Bobregin bu kismi iskemik ve toksik hasara daha duyarhdir
(61). HIF-1 hipoksinin S3 segmentinde aktive ettigi bir transkripsiyon faktorii olup
hipoksiye cevap olarak anjiyogenez, eritropoez ve glikolitik adaptasyonu
saglamaktadir. Dominant HIF-1 negatif hayvanlar sisplatine bagli apoptozise giden
hiicre hasarma daha duyarli hale gelmektedirler. Bu mitokondriyal CytC salinima,
mitokondriyal potansiyelin diismesi ve kaspaz 9 aktivitesinin artmasi ile
gerceklesmektedir (62).

Apoptozis normal ve patolojik siireglerde tanimlanan 6nemli bir hiicre 6lim
seklidir. Kaspaz 1, kaspaz 8 ve kaspaz 9 kaspaz 3’1 aktivite eden oncii kaspazlardir.
Bu proges hiicre dis1 yiizey reseptorleri ve hiicre i¢ci mitokondriyal yollar iizerinden
ilerlemektedir. DNA fragmanlar1 ve oksidatif stresler mitokondriyal yolu aktive
etmekte bu yol kaspaz 9 aktivitesi ile sonuglanmaktadir (4). TNF-a’nin hiicre yiizey
reseptoriiyle baglanmasi kaspaz 8’1 aktive etmektedir (5). Kaspaz 1 kaspaz 3’i
sisplatine bagli bobrek hasarinda direkt aktive etmektedir. Kaspaz 1 ayrica interlokin
1B (IL-1P) seviyesini artirp sisplatinin indiikledigi inflamasyona katilmaktadir.
Sisplatine bagli apoptozis ve akut tubuler nekroz kaspaz 1 eksik farelerde
azalmaktadir (6).

Sisplatinin indiikledigi ve bobrek hasarmna neden olan bir seri inflamatuvar
degisiklik vardwr. Yakin zamanda yapilan calismalar sisplatinin indiikledigi renal
hasar olusumunda inflamasyonun 6énemli bir rolii oldugunu gdstermektedir. Sisplatin
zaman bagiml bir etki ile inhibitor of B (IxkB) yikimimi artirmakta ve NF-xB
baglanma aktivitesini artrrmaktadir. Bu olaylar renal TNF-a aktivitesini
artrmaktadir. TNF-a renal hasar olusumunda merkezi bir role sahiptir. Apoptozisi
indiiklemekte, reaktif oksijen molekiillerinin olusumuna neden olmakta, kemokin ve
sitokinler arasindaki yollar1 koordineli bir sekilde aktive etmektedir (7).

Sisplatin etkilenen tiibiillerin etrafinda makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu ile
beraber fibrozisi de indiiklemektedir. Bir rat calismasinda 2 mg/kg dozunda sisplatin

7 hafta uygulanmis ve birinci haftadan itibaren kortikomediiler bileskede fibrotik
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lezyonlar gelismis ve 5. haftada en {iist diizeye ulagsmistir. Hasar sisplatinin
kesilmesinden sonra 19 haftalik bir siirecte fibrotik dokunun azalmasi ve yerini
rejenere tiibiillerin almasi ile sonu¢lanmistir (8). Makrofajlar TGF-B1 ve TNF-a
dretimini artwrarak renal interstisyel fibrozis olusumunda Onemli bir rol
oynamaktadir.

Oksidatif stresi azaltmak ve antioksidan sentezini artrmak icin farkl
antioksidanlar bu amacla kullanilmaktadir. Kurkumin bu amagcla kullanilan bir
polifenoldiir. Direkt antioksidan etki ile inflamasyonu azaltarak oksidan stresi
azaltic1 etkisi bulunmaktadir.

Kurkuminin "O,, ‘OH radikalleri ve NO, radikallerini temizleyen gii¢li
antioksidan oldugu gosterilmistir (92). Degisik hayvan caligmalarinda lipid
peroksidasyonunu inhibe etmistir (93). Kurkumin bobrek hiicrelerini oksidatif strese
kars1 lipid peroksidasyonu, lipid degredasyonu ve sitolizi 6nleyici etkisi ile korudugu
gosterilmistir (94). Kalpte iskemiye bagli biyokimyasal degisiklikleri bir kedi
modelinde azaltmistir (95). Vaskiiler endotelyal hiicrelerde heme oksijenazin
artmasma bagli olusan oksidan hasar kurkuminin antioksidan etkisiyle tedavi
edilmistir (96). Kurkuminin kalp hiicrelerini miyokardial iskemiyi indiikleyen
isoprenaline karsi korudugu ve bu etkisini antioksidan 6zelligi nedeniyle basardigi
bulunmustur (97-99). Diyete kurkumin eklenmesinin ndrodejeneratif hastaliklarda
ornegin Alzheimer hastaliginda faydali oldugu ileri stiriilmiistiir (100). Fokal
serebral iskemi olusturulan bir rat modelinde kurkumin anlamli noroprotektif etki
gostermistir. Bu etkisini lipid peroksidasyonunu inhibe ederek, endojen antioksidan
defans enzimlerini artirarak ve ONOO™ olusumunu azaltarak yapmistir (101).
Yapilan bagka bir calismada serum nitrit seviyesinin sisplatin uygulanmasi sonrasi
anlaml olarak yiikseldigi ve kurkuminin anlamli derecede ve doz bagiml olarak
yiiksek olan bu serum nitrit seviyesini diizelttigi, lipid peroksidasyonunun sisplatin
uygulanmas1 sonrasi anlamli olarak ytikseldigi ve kurkuminin anlamli derecede ve
doz bagiml olarak lipid peroksidasyonunu azalttigi, sisplatinin GSH, siiperoksit
dismutaz (SOD) ve CAT enzim aktivitelerini anlamli olarak azalttig1 ve kurkuminin
anlamli olarak bu enzimleri yiikselttigi, serum TNF reseptor seviyelerinin kontrol
gruplarma gore sisplatin uygulanan ratlarda anlamli olarak arttig1 ve kurkuminin

TNF reseptor seviyelerini anlamli derecede azalttig1 gosterilmistir (13).

47



Reaktif oksijen bilesiklerinin hiicrelerde olusturdugu hasar1 tespit etmek
amaciyla kullanilan farkli oksidatif stres belirtegleri bulunmaktadir. Lipid
peroksidasyonunu tespit etmek i¢cin kullanillan MDA bunlardan biridir (75).
Antioksidanlarin oksidatif strese maruz kalan dokularda MDA diizeyindeki artis1
engelledigini veya azalttigini1 gosteren cok sayida ¢aligma bulunmaktadir. Se ve E
vitamininin, sisplatin uygulanan sicanlarda, GSH diizeylerinin korunmasinda, GSH-
Px sentezinin artmasinda, MDA diizeylerindeki artisin dnlenmesinde ve dolayisiyla
nefrotoksisitenin azaltilmasinda etkin olduklar1 gosterilmistir (203). Dogukan ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada sisplatin ile tedavi edilen ratlarda renal MDA
diizeylerinin olduk¢a yiliksek oldugu, sisplatin ile beraber likopen uygulanmasiyla
MDA’daki yiikselmeyi engellendigi tespit edilmistir  (204). L-Karnitin lipid
peroksidasyonuna kars1 koruyucu rol oynayabilen bir bilesiktir. Sisplatin
uygulamasindan Once ve sonra L-karnitin uygulanmasinin, oksidatif stres
parametrelerindeki (MDA, NO diizeyleri gibi) yiikselmesiyi 6nleyici etkisinin oldugu
gosterilmistir (205). Firat Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan ¢alismada sisplatin
ugulanan gruptaki serum MDA degerleri kontrol grubuna gore anlamh diizeyde
yiiksek tespit edildi. Buna karsilik sisplatin ile birlikte verilen epigallokatesin galat
serum MDA diizeylerinde diismeye neden oldu (206). Bizim ¢alismamizda da bu
sonuglara uygun olarak sisplatin uygulanan gruptaki serum MDA degerleri kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (Tablo 1). Buna karsilik sisplatine
kurkumin eklenmesi serum MDA diizeylerinde diismeye neden oldu. Bu sonuglar
kurkumin kullanimmin serumda antioksidan savunma sistemini diizelttigini
gostermektedir. Bu veriler daha Once bahsettigimiz cesitli antioksidanlarin
kullanildig1 bir¢ok ¢alismanin sonuglari ile 6rtiismektedir.

Sisplatin inflizyonundan sonra 3 saat i¢cinde renal kan akim1 azalabilmekte ve
GFR kan akimmnm azalmasindan sonra diismektedir (11). %25 hastada tedaviden
sonraki 1-2 hafta sonra geri doniisiimlii azotemi olusmaktadir (63). Daha az bir
kisminda ise renal fonksiyonlarda progresif bir diisme olmaktadir. Geri doniisiimsiiz
bobrek yetmezligi yiiksek doz ve ¢ok sayida uygulamayi takiben gelisir (64). Bobrek
yetmezligi rutin hidrasyon ve mannitol kullanimma ragmen olmaktadir. Bir

calismada ratlara 1p. 7mg/kg sisplatin uygulanmis, uygulamadan 2 giin ve
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uygulamadan 10 giin sonra epigallokatesin galat 100mg/kg uygulanmistir. Sisplatin
uygulanan grupta iire ve kreatinin degerlerinin kontrol ve epigallokatesin galat
verilen gruba gore istatistiksel olarak artmis oldugu goriildi. Epigallokatesin galatin
sisplatin ile birlikte verildigi grupta ise iire ve kreatinin artisinin bloke edildigi
goriildiic  (206). Mansour ve arkadaglar1 7.5 mg/kg sisplatin ile olusturduklari
nefrotoksisite grubunda serum iire ve kreatinin diizeylerinin kontrol grubuna gore
sirastyla 2.5 ile 3.3 kat arttigimi bildirmislerdir. Sisplatin dncesi 5 giin ve sonrasinda
5 giin amiguanidinle tedavi edilen grupta serum iire ve kreatinin diizeylerinin kontrol
grubundan yiiksek olmakla beraber, sisplatin grubuna kiyasla anlamli olarak
azaldigim bildirmislerdir (205). Calismamizda kullandigimiz antioksidan kurkumin
ve literatlirdeki diger calismalarda nefroprotektif etkisi olan bir ¢ok ajanin, lipid
peroksidasyonunu azaltmasiyla birlikte {ire ve kreatinin degerlerinde anlamli diistis
sagladig1 gosterilmistir. Biyokimyasal olarak elde ettigimiz bu olumlu sonuglar
histopatolojik bulgularla da desteklenmistir. Sisplatin ile meydana gelen
vakulizasyon, interstisyel 6dem, interstisyel inflamasyon, tiibiiler nektoz ve tiibiiler
atrofi gibi bulgularin kurkumin uygulanmasi ile 6nemli 6l¢iide dnlendigi goriildii.

Sirtuinler genis bir protein ailesi olup bakterilerden memelilere kadar bir¢ok
cinste ve farkli sayida bulunmaktadir. Memelilerde yedi farkli gen tarafindan
kodlanan 1’den 7’ye kadar numaralandirilan 7 farkli sirtuin enzimi tanimlanmustir.
Bu enzimler deasetilasyon veya (mono) ADP-riboziltransferaz aktivitesi gosterir.
Biitiin sirtuin enzimleri oksidize NAD" bagimlidir.

Memelilerde NAD" sentezi nikotinamid fosforiboziltransferaz (NAMPT) ve
nikotinamid/nikotinik asit mononiikleotid adeniltransferaz (Nmnat) enzimlerinin
gerceklestirdigi  1ki asamali  bir yolla gergeklesir. NAMPT nikotinamidi
mononiikleotide (NMN), NMN’de Nmnat ile NAD" ‘a gevrilir. NAD" sentezinde hiz
kisitlayic1 enzim NAMPT dir (17). Invitro ve invivo yapilan ¢alismalarda ATP
sentezindeki azalmanin hiicrenin apoptozis ve nekroz ile 6liimiinde belirleyici oldugu
gosterilmistir (174). AMPK hiicredeki ATP miktarindaki azalmay: algilayarak enerji
dengesini siirdiiren primer diizenleyicilerden biridir (207). AMP/ATP oranmin
arttig1 stres durumlarinda (zehirlenme, serbest radikal olusumu, 1si-sok, hipoksi ve
beslenme yetersizligi) AMPK aktive olur. AMPK’nm belli derecede aktivasyonu
faydaliyken asir1 aktivasyonu yikici etkilere neden olmaktadir (208, 209).
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Resveratrol ve quercetinin NAMPT ve AMPK’nin ekpresyonunu artirarak
indirekt olarak SIRT1 aktivitesini artirrrlar  (210-213). AMPK ayrica NAMPT
ekpresyonunu artirirak hiicre i¢ci NAD' seviyesini artirrr  (155). HEK293
hiicrelerinde SIRT1’in asir1 ekpresyonuyla LKB1 araciligiyla AMPK aktivitesini
artrrmistir (214). Calismamizda NAMPT miktart sisplatin verilen grupta kontrol
grubuna gore anlamli olarak diisiik, sisplatin ile birlikte kurkumin uygulanan grupta
sadece sisplatin uygulanan gruba gore yiikksek bulundu. Bu bize asir1 stres
durumunda biitiin sirtuinlerin aktivasyonunda rol alan NAMPT nin ya direkt
etkilenerek veya AMPK gibi stres durumunu algiladigt ve NAMPT sentezini
etkiledigi disiiniilen proteinlerin miktarindaki degismeden etkilenerek diistiiglinii,
stres durumunda eklenen antioksidanin NAMPT sentezini artirdigini gostermektedir.

Sirtuin 1 FOXO3a {izerinden antioksidan gen ekpresyonu artirmakta; p53
iizerinden antiapoptotik etkiler gostermekte; PGC-1a ve PPAR- y’1 etkileyerek ener;ji
iiretimini artirmakta, apoptoz ve nekroza giden hiicre 6liimiinii engellemekte; PGC-
la lizerinden mitogenezi artirmakta; NF-kB’yi etkileyerek antiinflamatuar etkiler
gostermektedir (130, 131, 136, 137, 145, 215). Resveratrol besini kisitlanmis
hayvanlarda lipid peroksidasyonunu azaltmis ve SIRT1 ekspresyonunu artirmistir.
(216). Quercetin ile yapilan calismada SIRT1 sentezini artirdiklar1 gosterilmistir
(217). Oksidatif stres SIRT1 mRNA seviyesini microRNA'larla inhibe eder.
Yamakuchi ve arkadaslar1 miR-34'iin SIRTI'IN 3'UTR' sine baglanarak SIRT1
ekspresyonunu inhibe ettiklerini gdstermislerdir (132). Inflamasyonla giden kronik
oksidatif stres durumlarinda SIRT1'in aktivitesinde ve ekpresyonunda azalma
goriilmiistiir (218). Yaptigimiz caligmada sisplatin verilen grupta kontrol grubuna
gore SIRT1 miktar1 anlamh diizeyde diisiik bulundu. Sisplatin nefrotoksisitesi
olusturulan gruba gore sisplatin ile birlikte kurkumin verilen grupta SIRT1 miktar1
anlamli miktarda yiiksek tespit edildi (Tablo 2). Kontrol grubuna gore kurkumin
verilen grupta SIRTI1 diizeyi anlamli olarak yiiksek tespit edildi. Bu bize
antioksidanin maruz kalman stres miktar1 arttikca SIRT1 miktarim1 daha fazla
arttirdigini diistindiirmektedir.

SIRT3 stres durumlarinda AceCS2’ yi deasetile ederek aktive etmekte ve
boylece asetatin bir enerji kaynagi olarak kullanilmasii saglamakta; ATP sentezini

mitokondrial elektron transport kompleks [’in asetillenme derecesini etkileyerek
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reglile etmekte; antioksidan sistemlerin aktivitesini artirmakta; antioksidan

enzimlerin miktarmi artiran gen aktivitesini artirmaktadir (164, 167-173).

Zebrafishe resveratrol uygulanmasi sonrasi karacigerlerinde semikantitatif
RT-PCR ile yapilan 6l¢iimde resvaratroliin PGCla ve SIRT1 mRNA seviyelerinde
degisiklik olusturmadigi fakat SIRT3, SIRT4, and NAMPT gen ekspresyonunda
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (219). Orsolya ve arkadaslarinin yaptigi
calismada SIRT3 ’iin miktarca fazla ekprese oldugu iskelet kasi gibi metabolik
olarak aktif dokularda degisik kosullarda dinamik olarak regiile oldugu bulunmustur.
Asir1 yagl beslenmede SIRT3 protein miktar1 azalmis, uzun ve kisa siireli aglik ile
egzersizde ise SIRT3 miktar1 artmistir. Yine ayni ¢alismada SIRT3 miktarindaki
azalma durumlarinda AMPK fosforilasyonu anlamli olarak inhibe olmustur. Bu da
PGC-1a transkripsiyonel ekpresyonunu kas dokusunda azaltmistir (220). Jinrong Fu
ve arkadaglarinin yaptig1 calismada huntinton hastaligi olan modelden alinan
hiicrelere viniferin uygulanmis, SIRT3 miktarinda artma ve AMPK aktivitesinde
artma tespit edilmistir (221). Calismamizda sisplatin uygulanan grupta SIRT3 diizeyi
kontol grubuna gore anlamli olarak diislik, sisplatinle birlikte kurkumin verilen

grupta SIRT3 diizeyi sisplatin grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu.

Aminoasitlerin stimiile ettigi insiilin sekresyonu ve GDH aktivitesi insiilin
adacik hiicrelerinde ve kalorisi kisitlanmis fare karacigerlerinde artirilmaktadir (180,
183). GDH’in mono-ADP-ribozilasyonu kalori kisitlanmasmin oldugu durumda
azalmaktadir. Bu bize SIRT4 aktivitesinin kalori kisitlanmasinda azaldigini
diisiindiirmektedir (180). Bununla birlikte karaciger NAD' aktivitesi kalori
kisitlanmasinda  artirilmaktadir  (184). SIRT4’iin  kalori kisithh  durumlarda
reglilasyonu farkli dokularda degisik olmaktadir. Aglik durumlarinda GDH
aktivitesinin ve aminoasitlerin indiikledigi insiilin sekresyonunun pankreas adacik
hiicrelerinde neden artirildig1 agiklik kazanmamistir. Kalori kisitli durumlar gibi
oksidatif stres durumuna hem pankreasm, hem glikoneogenezin meydana geldigi
organ karacigerin hem de aktif enerji kullanan dokularm yanitini inceleyen ayrintili
calismalara ihtiya¢ vardir. Calismamizda sisplatin uygulanan grupta bobrekte SIRT4
diizeyi kontol grubuna gore anlamli olarak distik, sisplatinle birlikte kurkumin

verilen grupta SIRT4 diizeyi sisplatin grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulundu
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Sonug olarak, sisplatin ile birlikte kurkumin verilen grupta NAMPT, SIRT],
SIRT3 ve SIRT4 miktarlar1 sisplatin uygulanan gruba gore yiiksek bulundu.
Sisplatinle birlikte kurkumin verilen grupta sisplatin verilen gruba gore biyokimyasal
ve histopatolojik bozulma daha az oldu. Biyokimyasal ve histopatolojik bulgulardaki
diizelmeler, sirtuinler lizerine olan etkiler ile birlikte degerlendirildiginde kurkuminin
antioksidan ve antienflamatuvar yolla sisplatin nefrotoksisitesinde koruyucu role
sahip oldugu goriilmektedir. Kurkuminin bu koruyucu roliinde sirtuinlerin miktarinda

ve aktivesindeki artigin etkili oldugu ileri siiriilebilir.
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