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OZET

Doksorubisin (DX) kanser kemoterapisinde kullanilan bir ilagtir. Hematolojik
maligniteler, ¢esitli karsinoma tipleri ve yumusak doku sarkomlarmin tedavisinde
kullanilir. Oldukg¢a genis spektrumlu ve giiclii etkili olmasmin sagladig: istiinliik
yaninda, toksisitesinin de fazlalig1 sakinca olusturur. Doza bagl olarak kalp, bobrek
ve karacigerde yan etkiler goriilmektedir. DX direkt toksik etkisiyle glomeriillerde ve
takiben tubulointerstisyel bolgelerde hasara neden olur. Bu etkileri dnlemek icin
antioksidan ve antiinflamatuar etkileri olan ajanlar ile ¢alismalar yapilmaktadir.
Elettaria cardamomum (kardamom) zencefilgiller ailesinden bir bitki olup
antioxidan,  antihipertansif  gastroprotektiv,  antispasmolitik,  antibakteriel,
antiagregan, antikanser Ozellikleri vardir. Bu calismada DX ile olusturulan bobrek
hasarma kars1 kardamomum’un koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglandu.

Calismada 24 adet erigkin Wistar Albino tipi erkek sican kullanildi. Deney
hayvanlar1 her grupta 6 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. 14 giinlik deney
siresince Grup I’e herhangi bir uygulama yapilmadi. Grup II’ye 15 mg/kg
intraperitoneal (1.p) tek doz DX, Grup III’e 15 mg/kg 1.p tek doz DX ile birlikte oral
500 pul/kg/giin kardamom ve Grup I'V’e oral 500 pl/kg/giin kardamom uygulandi.

Deney sonunda sicanlar dekapite edilerek bobrek dokular1 ¢ikartildi. Rutin
151k mikroskobu takibi yapilarak dokular parafin bloklara gomiildii. Elde edilen
bulgular incelenerek fotografland.

Calisma sonucunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda doksorubisin
grubunda TRPM2 immiinreaktivitesinde artma olup, kardamom uygulamasmin bu
etkiyi azalttigi, DX uygulamasinin bobrek dokularinda iyon kanali TRPM2 ve lipit
peroksidasyonu gostergesi olan MDA seviyelerini artirdigi, Kardamom’un ise bu
etkiyi azalttig1 ve ayni zamanda Doksorubisin uygulamasmin bobrek dokularinda
apoptozisi ve apoptozis gostergesi olan TUNEL immiinreaktivitesini artirdigi, yine
Kardamom’un bu etkiyi de azalttig1 saptanmastir.

Bu calismada kardamomun doksorubisin nefropatisinde anti-apoptotik ve
anti-oksidan etkileri oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, bobrek, Kardamom, TRPM
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF CARDAMOM ON
RENAL TISSUE IN DOXORUBICIN INDUCED EXPERIMENTAL RENAL
DAMAGE

Doxorubicin (DX) is a drug used in cancer chemotherapy. It is used in the
treatment of hematological malignancies, various types of carcinomas and soft tissue
sarcomas. Although it is quite effective and have broad-spectrum, its toxicity creates
inconveniences. Dose-related cardiac, renal and hepatic side effects are observed.
DX has toxic effects on glomeruli and tubulointerstitial structures. In order to avoid
these effects, antioxidant and anti-inflammatory agents are being studied. Elettaria
cardamomum (cardamom) is a plant from the family of gingers and it has
antioxidant, antihypertensive gastroprotective, spasmolitic, antibacterial, anti-platelet
anticancer properties. In this study, protective effects of cardamom against DX
induced kidney damage were investigated.

In this study, 24 adult male Wistar Albino rats were used. Animals were
divided into 4 groups as 6 animals in each group. During the 14- day experiment
period Group I did not have any application. Group II had 15 mg / kg single dose of
doxorubicin intraperitoneally (ip); Group III had 15 mg / kg single dose of ip
doxorubicin and oral 500 mcg/kg/day cardamom; and to Group IV oral
500mcg/kg/day cardamom was administered.

At the end of the experiment the rats were decapitated and kidney tissues
were removed. Tissues were controlled with light microscope and embedded in
paraffin blocks. The findings examined and photographed. As result of
immunohistochemical staining and examination with light microscope; TRPM2
immunoreactivity of DX group increased in comparison with control group, and
cardamom application reversed this effect. Kidney tissue malondialdehyde (MDA)
levels and apoptosis detected by the TUNEL method were increased with
doxorubicin administration and cardamom reversed all these effects significantly.

This study showed that cardamom has anti- apoptotic and antioxidant effects
on kidney tissue after doxorubicin induced injury.

Keywords: Doxorubicin, kidney, cardamom, TRPM
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1. GIRIS

Doksorubisin ya da hidroksidaunorubisin (ticari adiyla Adriyamisin), pek ¢ok
hematolojik ve solid kanserlerin tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ajan olup
antrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir. Hodgkin Lenfoma, Nonhodgkin Lenfoma, akut
lenfoblastik 16semi, metastatik meme kanseri, over kanseri, akciger kanseri ve
sarkomalarin tedavi protokollerinde yer alan etkin bir antineoplastik ilactir (1).
Oldukg¢a genis spektrumlu ve giiglii etkili olmasmin sagladig: iistiinlik yaninda,
toksisitesinin de fazlalig1 bir sakinca olusturur (2). Doza bagl olarak siddetli kalp,
bobrek ve karacigerde yan etkiler goriilmektedir (3).

Bobrekler bir ¢ok kemoterapi ilacinmn atildigi organlardir. Ilaglarin
metabolitleride bobrekleri duyarl hale getirebilmektedir. Glomeriil, tiibiil, damarlar
semptomatik olmayan kreatinin yiiksekliginden, diyaliz gerektiren akut bdbrek
yetmezligine kadar uzanan diizeyde bobrek fonksiyon bozuklugu olusabilmektedir
.

Adriamisin, glomeriiller’e direkt toksik etkiyle hasar1 baslatir ve bunu
tiibiilointerstisyel zedelenme izler. Adriamisin, glumeriiler endotelyal hiicreleri
(glikokaliks dahil), glomeriiler bazal membran1 ve podositleri iceren glumertiiler
filtrasyon bariyerlerinde degisikliklere neden olur. Glikokaliks kalinligi azalir,
glomertiler endotelyal hiicre porlarinin boyutu artar, glumeriiler yiik seciciligi diiser
ve podosit ayakeiklar1 kaynasir. Bu degisimler, glumeriiler endotelyal hiicreleri
tarafindan Uretilen glikokaliks biinyesinde bulunan proteoglikanlarin  ve
glikozaminoglikanlarin glomertiler hiicre tiretimindeki azalmalariyla iliskilidir (5).

Adriamisin kaynakli bobrek hasarmin molekiiler mekanizmasmi inceleyen
farkli ¢aligmalar da mevcuttur. Artan serbest radikal iiretiminin, patogenezde rol
oynayan bir mekanizma oldugu gorisi ileri stiriilmektedir. Bu goriis, balik asalagi
(miksin glutinaz) gromeriilleri lizerine yapilan c¢alismalarda da desteklenmistir. Bu
calismalarda, Adriamisinin, siilfhidril dondr N-asetilsistein tarafindan tersine ¢evrilen
bir etki olan su gecirgenliginde goriilen azalma ile iliskili olarak glomeriiler ATP’az
aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir. Buna ek olarak, karaciger, bobrek ve kalpteki
glutatyonun (bir antioksidan) azalan diizeyleri ve artan lipid peroksit diizeyleri,

Adriamisin verilmesinden sonra gerceklesmistir (6).



Elettaria cardamomum (kardamom) {ilkemizde kakule adi ile bilinen
zencefilgiller ailesinden Bati ve giiney Hindistan gibi sicak bdlgelerde yetisen,
tohumlar1 baharat olarak da kullanilan bir bitkidir. Yakm Dogu iilkelerinde tohumu
kahve tohumu ile birlikte toz haline getirilerek kullanilmaktadir (7). Tiim diinyada
yaygin olarak tatlandirict ve katki maddesi 6zelliginden faydanilan bir ajandir. Bu
ajan insanlar tarafindan yaygimn olarak gastrointestinal hastaliklar, kalp hastaliklari,
bobrek hastaliklari, astim, bronsit ve halitozis gibi durumlarda kullanilmaktadir (8).
Farkli hayvan c¢alismalarinda Cardamom’un antioksidan (9), Antihipertansif (10)
Gastroprotecktif (11), Antispazmolitik (12), Antibakteriyel (13) Antiagregan (14),
Antikanser (15) ozellikleri gosterilmistir.

Transient reseptor potansiyel kanallari, renal Ca'- Mg iletimi, kan basincinin
diizenlenmesi, tadin, kokunun, sesin algilanmasi, gen ekspresyonu ve salgilanmasi,
apoptozis gibi onemli hiicresel siireclerde ve yaygin olarak bilinen 2. haberci
mekanizmada, iyon giris ¢ikis1 gibi pek cok 6nemli mekanizmada rol oynar (16).

Transient reseptdr potansiyel melastatin, TRPailesinin ilk tanimlanan iiyesi
olup, melastatin bir tiimor baskilayici protein olarak bildirilmistir. TRPM2, TRP
ailesinin 8 liyesinden biridir (17). TRPM2; Katyon Kanallar1 basta beyin ve kemik
ilig1 olmak {tizere bobrek, bagirsak, karaciger, akciger, testis, prostat, pankreas,
iskelet kasi, lokositler ve arka kok gangliyonlar1 gibi bircok doku ve hiicrede
gosterilmistir (18).

Transient reseptor potansiyel melastatin-2, H,O, araciliendotel hiicresi
Olimiinde anahtar molekiildiir (19).

Bu c¢alismada antioksidan ve antiinflamatuar etkileri oldugu bilinen
Cardamom'un ratlarda deneysel olarak olusturulan doksorubisin nefrotoksisitesi

iizerine koryucu etkileri incelenmistir.
1.1. Bobrek

1.1.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler karm arka duvarinda retroperitoneal olarak yerlesimli olup, 12.
torasik ve 3. lomber vertabralar arasinda uzanirlar. Sag bobrek, karacigerin sag
lobunun biiyiik olmas1 ve basis1 nedeni ile sola gore 1-2 cm. daha asagida bulunur.
Bobrekler hareketli organlar olup solunumla ve pozisyonla yaklasik 4 cm kadar yer
degistirebilirler. Her biri yaklagik 11.5 cm uzunlugunda, 5-7 cm genisliginde ve 2.5

2



cm kalinligmmdadir. Ortalama agirligt 140-170 gramdir. Sol bdbrek 11. ve 12.
kostalarla komsuluk yaparken, sag bobrek yalnizca 12. kosta ile komsudur. Sag
bobrek listte siirrenal, iist ve dnde karacier, hilus seviyesinde duodenum, altta ve
lateral kenarda kolon ile sinirli iken, sol bobrek ise lstte siirrenal bez, 6nde mide,
dalak, pankreas, jejenum ve desendan kolon ile snrlandirilmistir. Her iki bdbrek
arkada diafragma, kuadratus lumborum ve psoas kaslarna dayanir. Bobrekler igten
disa dogru kapsula fibroza (bobregi distan saran, ince fakat saglam fibroz kilifi),
kapsula adiposa (kapsula fibrozay:r saran yag tabakasi) ve fasia renalis (karin
duvarindaki fasia subserosanin kapsula adiposay1 distan saran boliim) olmak {izere ii¢
kilif tarafindan sarilir. Her bir bobregin 6n ve arka yiizeyleri, i¢ ve dis kenarlar, tist
ve alt polleri vardir ve iist polleri alt pole gore orta hatta 1 cm daha yakindrr. I¢
kesimde renal hilus denilen ve iginden renal arter, renal ven, renal pelvis, lreter,
lenfatiklerin ve sinirlerin gegtigi bir yarik bulunur. Renal hilus bdbrek i¢inde, 2.5 cm
derinliginde olan ve iginde renal pelvis, renal kaliks, renal damarlar ve sinirler ile
deigisik miktarlarda yag dokusunun bulundugu renal siniis olarak devam eder (20,

21).

Cortical — L

blood vessels Arcuate

blood vessels

Interlobar

blood vessels Minor calyx

Renal vein Major calyx

- Renal pelvis

Renal Renal _ﬂ
hilum | nerve Pyramid
Renal artery
Papilla
Medulla
Renal column
Ureter
Capsule Eane

Sekil 1. Bobrek anatomisi
1.1.2. Kan Dolasim

Her bir bobrek renal arterler ile kanlanir. Renal arter hilustan bobrege
girdikten sonra Once interlobar daha sonra arkuat arterlere olmak iizere iki dala

ayrilir. Arkuat arterlerden dik olarak interlobiiler arterler ¢ikar. Bu arterlerden



glomeriile giden afferent arterioller kdken alir. Glomeriilii olusturan kapillerler
birleserek efferent arteriolleri oluturur. Efferent arterioller daha sonra dallanarak
tiibiilisleri saran, bobrekteki 2. kapiller ag sistemi olan peritiibiiler kapiller agi
olusturur. Peritiibiiler kapillerlerden gelen kan vendz sisteme dokiiliir. Oradan sirayla
arteryel sistemle paralel olarak interlobiiler ven, arkuat ven, interlobar ven ve renal

veni takip eder. Renal venler ise inferior vena kavaya drene olurlar (21, 22).

1.1.3. Fizyolojisi

Bobrekler filtrasyon, emilim ve salgilama islevlerini kapsayan bir dizi islem
vasitastyla i¢ ortamin kimyasal yapismi diizenler. Filtrasyon, glomeriillerde
gerceklesir. Nefronun tiibiil boliimleri 6zellikle proksimal tiibiiller, filtrat igindeki
viicut metabolizmasma faydali olan maddeleri emer bu sekilde i¢ ortamdaki
homeostasisi saglar. Tiibiiller ayrica idrarla atilan belli zararli maddeleri, kandan
tiibiil liimenine aktarir. Toplayict kanallar, belli sartlarda suya gegirgen hale gelerek
kan plazmasindan daha hipertonik olan idrarin konsantrasyonunu arttirir.

Her iki bobrek 125 ml/dk. filtrat tiretir. Bunun 124 ml’si emilir ve yalniz 1
ml’si idrar olarak kalikslere salinir. Her 24 saatte ortalama 1500 ml idrar olusur.
Eriskin bir kigide viicutta dolasan kan her 4-5 dakikada bir bobrekten gecer. Kanin
hidrostatik basincina yanit olarak glomeriiler filtrat olusur. Glomeriiler filtratin
kimyasal bilesimi kan plazmasma benzer ancak makromolekiiller glomeriil
duvarindan gegmedigi i¢in hemen hig protein icermez.

Proksimal tiibiiller filtrattaki seker ve amino asitlerin tamamini, suyun ve
sodyum kloriirtin %85’in1 ve ayrica fosfat ve kalsiyumu emer. Biitiin bunlarla
beraber proksimal tiibiiller kreatinin gibi maddeleri ve paraaminohippurik asit,
penisilin ve iodopyracet (kontrast madde) gibi viicuda yabanci olan maddeleri idrara
salgilar. Bu maddelerin sekresyon hizinin belirlenmesi bobrek islevlerinin klinik
acidan degerlendirilmesinde yardimci olur. Henle kulpu su tutma isleminde rol
oynar. Burada toplayict kanallardan idrarin konsantrasyonunu etkileyen mediiller
interstisyumdaki hipertonik gradyani olusturur.

Distal tiibiillerde iyon degisimi meydana gelir. Aldesteron distal tiibiillerde
sodyumun emildigi, potasyum iyonlarmin digar1 atilidg1 bir iyon degisim bdlgesi
bulunur. Burasi viicuttaki total su ve tuzun kontrol edildigi bolgedir. Distal tiibiil ayn1

zamanda kanda asit-baz dengesinin korunmasinda da 6dnemli role sahiptir. Toplayict



kanallar Antiditiretik hormona (ADH) duyarhdwr. Su alimi azaldiginda ADH

salgilanir ve toplayici kanallarin epiteli suya gegirgen hale gecer (22).

1.1.4. Fonksiyon ve islevleri

Nefronlar, istenmeyen maddeleri plazmadan temizleme islevine sahiptirler.
Bu islem i¢in kullanilan mekanizmalar sunlardir (21, 22):

Glomeriiler Filtrasyon: Kan plazmasi suyunun bir kisminin, i¢cinde erimis

maddeleriyle birlikte, glomeriiler membrandan fitle (siiziilme) yoluyla ¢ikarilmasidir.

Tiibiiler Reabsorpsiyon: Filtre edilen s1vi, tiibiillerde ilerlerken su ve diger

gerekli maddeler reabsorbe edilir. Istenmeyen maddeler geri emilmez ve idrar
olusumuna katkida bulunur.

Tiibiiler Sekresyon: Viicut i¢in yararsiz veya zararli olan atik ve yabanci

maddelerin kandan alinip tiibiiliis sivisina verilmesidir.

Bobrein temel fonksiyonlar1 sdyle siralanabilir (21, 22):

1. Viicut su ve elektrolit dengesinin korunmasi

2. Metabolik atiklarin atilmasy; Ure, iirik asit, kreatinin gibi

3. llaglar, toksik maddeler ve metabolitlerin detoksifikasyonu ve atilimi.

4. Ekstraselliiler sivi hacminin ve kan basincinin hormonal diizenlenmesi:
Renin-anjiotensin sistemi, Renal prostaglandinler, Renal kallikrein-kinin
sistemi.

5. Hormon tiretimi ve metabolizmast: Eritropoietin, D vitamini gibi

6. Peptit yapili hormonlarn yikimi: Insiilin, glukagon, parathormon,
kalsitonin, biiylime hormonu vb.

7. Kiiciik molekiil agirlikli proteinlerin yikim ve atilimi: Hafif zincirler,
beta2-mikroglobiilin gibi

8. Metabolik etki: Glukoneogenez, lipid metabolizmas gibi

1.2. Doksorubisin

1.2.1. Doksorubisin ve Etki Mekanizmalari

Doksorubisin (DX), pek ¢cok hematolojik ve solid kanserlerin tedavisinde
kullanilan kemoterapdtik ajan olup antrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir. Hodgkin

Lenfoma, Nonhodgkin Lenfoma, akut lenfoblastik 16semi, metastatik meme kanseri,



over kanseri, akciger kanseri ve sarkomalarin tedavi protokollerinde yer alan etkin
bir antineoplastik ilagtir (1).

Doksorubisin hidroklorid (Adriyamisin) 1963 yilinda bir mantar tiirii olan
Streptomyces peucetius Caesius’un kiiltiirlerinden tiretilmistir (23) ve antineoplastik
bir ajan olarak ilk kez 1967de tanimlanmistir (24, 25). Orta derecede lipofilik 6zellik
gosterir (26).

Amino seker ve bir antrasiklin halka icerir. Ilag molekiiliiniin aglikon kismu,
DNA ve RNA’nin arasina girer. Molekiildeki iyonik seker yapisi, interkelasyonu
stabilize etmek i¢in iyonik olarak baglanir. Sonug olarak, DNA ve RNA’nin sentez
sirasinda sekli bozulur. Bu etki faz duyarli degildir, fakat S donemindeki hiicrelere
etkinligi fazladir. DX ayrica demir ile giiclii bir sekilde selat olusturup DNA’ya ve
hiicre membranlarma baglanabilir ve DNA’y1 ve hiicre membranlari1 kolayca
parcalayabilen serbest radikaller tiretebilir (27, 28).

Doksorubisin beyin disindaki dokular tarafindan hizli bir sekilde almir (28).
Dokulara fazla baglanip oradan yavas saliverildiginden, karacigerde hizli metabolize
edilmesine karsin viicutta kalis1 ve etkisi uzun siirer; biiylik kismi1 safra i¢inde itrah
edilir. Karaciger metastazi veya primer tiimorii ya da diger bir nedenle, karaciger
fonksiyonu bozulmussa eliminasyonu yavaslar ve doz azaltilmazsa viicutta birikir.
Hidroliz sonucu viicutta kismen serbest kalan anglikon kismi etkinlik géstermez (27).

Antrasiklin molekiilii, ilaca kirmizi rengini veren tetrasiklik ¢ekirdek ile ona
glikosidik bir bag ile bagl olan aminosekerden (daunosamin) olusur. Antrasiklin
grubunun tiim iyelerinin tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon gruplari

vardir. Bunlar elektron alma ve verme islevini goriirler. Daunorubicin molekiiliindeki

14. karbonun hidroksil grubu almasi ile doksorubisin meydana gelir (29, 30).

O OH O

Sekil 2. Doksorubisinin kimyasal yapisi



Kimyasal yapis1 daunorubisin ve epirubisine benzer. Bu nedenle
tiimorhiicreleri bu ilaglara ¢apraz rezistans gosterebilir (27). Idarubisin ise sentetik
tiirevleridir (27, 29).

Daunorubisinden farki 8 pozisyonundaki asetil grubu yerine hidroksiasetil

grubu icermesidir. Epirubisin ise doksorubisinin 4 epimeridir (31).

O OH O

OH
NH>
Sekil 3. Daunorubisinin kimyasal yapis1
Idarubisin ise daunorubisinin aglikon halkasindaki C-4grubundaki metil
grubunu icermeyen sentetik tiirevidir (29).

O OH

NH,

Sekil 4. Idarubisinin kimyasal yapis1

Doksorubisin ve daunomisin, serbest diflizyon ile hiicreye girer. Bazi
hiicrelerde antrasiklinler P170glikoprotein (P170gp) ile hiicre digina atilir. P170gp,
bir membran proteini olup, vinka alkoloidleri, aktinomisin D, epipodofilotoksinler ve
antrasiklinler gibi dogal kaynakli ilaglar1 hiicreden disariya dogru aktif olarak
pompalar (30).

Doksorubisinin antineoplastik etkisini agiklayan 3 mekanizma vardir;

nonspesifik olarak komsu baz c¢iftleri arasina yerleserek DNA ve riboniikleikasit
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(RNA) sentezini bloke eder ve topoizomeraz 2 enzimini inhibe ederek DNA’nin ¢ift
heliks yapisini kirar, hiicre zarina tutunarak hiicresel fonksiyonlar1 bozar (1).

Nukleus zarindaki sitokrom P-450 rediiktaz enzimi antrasiklinlerin semikinon
serbest radikallerine neden olan reaksiyonu katalize eder. Molekiiler O2’yi azaltir,
DNA’nin tek swra olmasma neden olan siiperoksit iyonu ve hidrojen peroksit
yapimini arttirir (32). Sonugta maruz kalan hiicre DNA’sinda kimyasal ve oksidatif
hasar olusur (33).

Doksorubisinin demir ile reaksiyona girmesi ile serbest radikal iiretimi
uyartlir (29).

Kalayanamaran ve ark. doksorubisinin mikromolar konsantrasyonlarinin
altinda bile meydana gelen metal katalizorli H202 yapiminin epitel hiicreleri ve
kardiyomiyositler iizerinde toksik etkiye neden oldugunu gostermislerdir (34).

Timor hiicresine komsu dokularda goriilen bu etki de tiimor biiylimesi
iizerine etkisini agiklayabilir (33).

Stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi enzimatik koruma
faktorleri dokular1 antrasiklinlerin toksik etkilerinden korur (29). Doksorubisinin
metabolikenzimleri inhibisyonu, adenozintrifosfat (ATP) ve guanozinsulfurhidroksit
(GSH)’ m azalmasi, membran hasar1 sonucu endotelyal disfonksiyona neden olur. Bu

olayda hayvan ve insanlarda tiimor bliylimesinin 6nlemesini saglar (33).

1.2.2. Farmakokinetigi

Doksorubisin (Adriyamisin) insan kanserlerinde ¢ok genis etki alani olan
antitiimdr ilaglar sinifina ait bir antrasiklindir. Ilk iki antrasiklin olan daunorubisin ve
doksorubisin 1960’1 yillarda gelistirildi. Doksorubisn daunorubisinden tek bir
hidroksil grubuyla ayrilir (35).

Gastrointestinal sistemden absorbe edilmez, yalniz parenteral uygulanir (36).
Ciddi doku hasar1 yaptigindan intramuskuler yada subkutan uygulanmaz (31).

Insanlarla ve hayvanlarla yapilan detayll farmakokinetik ¢alismalarda, bazi
kiiciik farkliliklarin oldugu gériilmiistiir. insanlarda, Adriyamisin plazmadan hizla
temizlenir ve Onemli oranda dokuya baglanir. Adriyamisin baskin bir sekilde
karaciger yoluyla metabolize edilir. Uygulanan dozun yaklasik olarak %4-5’inin
idrarla digar1 atilmasi 5 giinde olur. Verilen dozun %40-50’lisinin safra atilimi1 7

giinde olur (37). Sicanlarda ve farelerde, Adriyamisin intravendz uygulamanin



ardindan hizli1 bir sekilde plazmadan temizlenir, dokularda birikir ve yavas bir
sekilde idrar ve safra ile atilir. Adriyamisin 6nemli oranda metabolizmaya katilmaz.
Adriyamisin (6zellikle daunorubisinle karsilastirildiginda) esasen bobrekte birikir,
ama ayni zamanda karacigerde, kalpte ve incebagirsakta da bulunur (38). Bu durum
belki de Adriyamisinin, daunorubisinle karsilastirildiginda daha  biiyiik

nefrotoksisiteye ve daha genis terapdtik indekse sahip olmasini agiklar.
1.2.3. Doksorubisinin Yan Etkileri
1.2.3.1. Genel yan etkiler

Kemoteropétik ilaclarin kullanimi sirasinda en biiyiik kaygi toksisiteleridir.
Kullanilan ilaglarin toksisite durumlarinin bilinmesi veizlenmesi gerekmektedir (39).

Doksorubisin verilen hastalarin neredeyse tamaminda alopesi goriiliir ve
tedavi bitiminden 2-3 ay sonra normale doner. Cok hizli verildigi takdirde yiizde
flushing ortaya c¢ikar. Fotosensitiviteye neden olabilir (36). Twrnak yataginda
hiperpigmentasyon veya bantlasma meydana gelebilir.

Doksorubisine bagli kemik iligi supresyonu en sik doz ayarlanmasina neden
olan yan etkisidir. Lokopeni tedavinin 2. haftasinda ortaya c¢ikar ve 4. haftanin
sonlarinda hiicreler yiikselir. Toksik etkisi ilacin dozuna ve kemik iliginin
rejenerasyon kapasitesine bagl olarak degisir (31). Trombositopeni ve anemide
goriilebilir (40).

Stomatit, gastrointestinal mukozit, alopesi sik goriilen ancak geridoniigimlii
yan etkilerdir (29).

Ilag bir kag giin siireyle verildiginde risk mukozit riski artar. Genellikle
tedavinin 2. haftasinda meydana gelir ve 3-7 giin i¢inde geriler (31).

Ates, dokiintii ve tirtiker’e neden olabilir. Nadiren anaflaksi meydana gelebilir
(36). Doksorubisine bagli hipersensitivite reaksiyonlarinin sikligir %3-21 arasinda
bildirilmistir (41).

Doksorubisin tedavisi gonadlar1 baskilayarak oligospermi, azospermi veya
amenoreye neden olabilir (36).

Gastrointestinal sistem iizerindebulanti, anoreksiya ve ishale neden olabilir,
kolonda iilserasyonlar ve nekroz ortaya ¢ikabilir (36).

Doksorubisinin damar disina kagis1 ciddi ve geri doniisiimsiiz doku hasarina

sebep olur (42). Ekstravazasyon dedigimiz bu durum; yanma ve hassasiyet gibi



semptomlarla ortaya ¢ikabilecegi gibi hicbir sikayete neden olmayabilir (31). Agr1 ve
lokalize inflamasyondan tam kat nekroz ve iilserasyon gibi ciddi hasara kadar

degisen siddette bulgulara neden olabilir (43).
1.2.3.2. Kardiyotoksisite

Tedavinin kesilmesine neden olan en sik yan etkidir. Antrasiklin grubu
ilaglarin ¢ok sik kullanilmasina karsin, hem kanser tedavisindeki etkisi hem de kalp
ve diger organlar iizerindeki toksisite mekanizmasi iyi bilinmemektedir. Tedavi
sonrasinda goriilen kardiyotoksisite kiimiilatif doz bagimli olup 6nemli morbidite ve
mortalite nedenini olusturmaktadir. Klinikte daha sik doksorubisin ve daonurubisin
kardiyotoksisitesine rastlanilmaktadir. Kardiyotoksisite akut, subakut ve gec
donemlerde ortaya c¢ikabilmektedir. Akut donemde; ritm problemlerii, hipotansiyon
ve kalp fonksiyonlarda bozulma goriilebilmektedir. Ortaya c¢ikan bu sorunlar
reversibldir ve kalpte kalict hasara neden olmamaktadir (44). Subakut donem; birkac
hafta ile 30 ay arast zaman diliminde ortaya g¢ikabilmekte ve bu donemde
kardiyomiyopatiler izlenebilmektedir. Bu donemde ortaya ¢ikan hasar kalicidir ve
%60 oraninda 6liimle sonuglanmaktadir (45).

Gec donem kardiyotoksisite; tedavi verildikten 4 ile 20 yil sonra
goriilebilmekte, kardiyomiyopatiler kalp yetmezligi klinigi 1ile karsimiza
cikabilmektedir. irreversible miyosit hasari, miyokard kitlesinde azalma ve ilerleyici
fibrozis kalp fonksiyon bozukluguna neden olan etmenlerdir (44, 45).

Antrasiklin tedavisi verilen hastalarda konjestif kalp yetmezligi goriilme riski;
aldig1 tedavi, tani, yas ve izlem siiresine gore degisiklik gostermektedir. Lefrak ve
ark. (46) toplam antrasiklin dozunun 500mg/m?*’ nin iizerine ¢ikildig1 durumunda
kardiyomiyopati ve konjestif kalp yetmezligi gelisme riskinin arttigini
belirtmiglerdir. Antrasiklin verilen hastalarda konjestif kalp yetmezligi gelisme riski;
toplam dozun 500-550mg/m? arasinda olmasi durumunda %4, 551-600mg/m? dozda
%18 ve 601mg/m2°‘nin iizerindeki dozlarda ise %36’ya c¢ikmaktadir (47). Toplam
doz 550- 600mg/m? olmas1 kardiyomiyopati riskini belirgin olarak artirmaktadir, bu
nedenle total dozun 500mg/m?’nin iizerine ¢ikilmamasi 6nerilmektedir (48).

Kardiyomiyopati ve kalp yetmezligi gelisme riski sadece doz bagimli

olmayip bu riski arttiran baska faktorler de vardir.
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Bunlar; diger antrasiklinlerle beraber kemoterapi almig olmak, dncesinde
yada ayn1 zamanli mediastinal/perikardial bolgeye radyoterapi almis olmak, var olan
kalp hastalig1 Oykiisii, gen¢ yada ileri yasta olmak, karaciger hastaligi, baska
antineoplastik ajanlarla (bevacizumab, siklofosfamid, paklitaksel ve transtuzumab)
birlikte kemoterapi almak, miyokard kasilmasini baskilayabilecek ilaglarla birlikte
kullanmak, hipertermi, kadin cinsiyet (6zellikle cocuklarda) gibi faktorler artirabilir
(36).

Doksorubisine  bagli  kardiyotoksisitenin =~ patogenezi  tam  olarak
aciklanamamus, histopatolojik bulgularin degisken olmasi birgok faktoriin etkili
oldugunu diistindiirmiistiir (49).

Yapilan caligmalar sonucunda elde edilen bulgular, doksorubisine bagli
Kardiyotoksisitenin patogenezinde agirliklt olarak serbest radikallerde ve lipit
peroksidasyon iirlinlerinde artis ve antioksidan enzimlerde azalmanin sorumlu
oldugu gosterilmistir (49, 50).

Patogenezde kardiyotoksisteye neden olan serbest radikaller siiperoksit,
hidroksil radikalleri ve nitrik oksittir (NO). Serbest radikallerin indiikledigi
malondialdehit (MDA) gibi lipid peroksidasyon iirlinlerinin de kardiyotoksisiteye
katkida bulundugu gosterilmistir (49, 51).

Doksorubisinin serbest radikal olusumuna neden olmasi yaninda; glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi antioksidan

enzimleri azaltarak kardiyotoksisiteye neden oldugu da gosterilmistir (49).
1.2.4. Doksorubisin’e bagh Nefrotoksisite

Bobrekler bir ¢ok kemoterapi ilacinm atildigi organlardir. Ilaglarm
metabolitleride bobrekleri duyarli hale getirebilmektedir. Glomeriil, tiibiil, damarlar
semptomatik olmayan kreatinin yiiksekliginden, diyaliz gerektiren akut bobrek
yetmezligine kadar uzanan diizeyde bobrek fonksiyon bozuklugu olusabilmektedir
Q)]

Kronik bobrek hastaligmmn (KBH) pek c¢ok tiirii glomeriiloskleroz, tiibiilo-
interstiyel inflamasyon ve fibrozis gelismesi ile karakterizedir. DX kemiricilerde iyi
bilinen bir bobrek hasar1 sebebidir ve bu model insanlardaki primer fokal segmenter
glumeriiloskleroz sebebiyle olusan KBH’1 anlamamiza yardimci olur. Bdobrek

hasarma sebep olan antrasiklinlerle ilgili ilk yaym Sternberg tarafindan 1970’de
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yapilmistir (52). Renal hasar indiikleyen andriyamisin tanimi ilk kez siganlar
hakkinda 1976°da (53), farelerle ilgili olarak ise 1998°de yapilmistir (54). 1977°de,
Burke ve ark. doksorubisin uygulanmasinin ardindan bdbrek hasar1 gelisen 78
yasindaki yasli bir adam vakasi tanimlamiglardir (55). Bunun ardindan rodentlerde
adriyamisin nefropatisi (AN) etraflica incelemis ve bu calismalar bobrek hasari

gelismesinin altinda yatan siireci daha i1y1 anlamamiza olanak saglamistir.
1.2.4.1. Patogenez

Adriamisin, glomeriiller’e direkt toksik etkiyle hasar1 baslatir ve bunu
tiibiilointerstisyel zedelenme izler. Adriamisin, glumeriiler endotelyal hiicreleri
(glikokaliks dahil), glomeriiler bazal membran1 ve podositleri iceren glumertiiler
filtrasyon bariyerlerinde degisikliklere neden olur. Glikokaliks kalinhgi azalir,
glomertiler endotelyal hiicre porlarinin boyutu artar, glumeriiler yiik seciciligi diiser
ve podosit ayakeiklar1 kaynasir. Bu degisimler, glumeriiler endotelyal hiicreleri
tarafindan Uretilen glikokaliks biinyesinde bulunan proteoglikanlarin  ve
glikozaminoglikanlarin glomertiler hiicre tiretimindeki azalmalariyla iliskilidir (5).

Adriamisin kaynakli bobrek hasarinin molekiiler mekanizmasini inceleyen
farkli caligmalar da mevcuttur. Artan serbest radikal iiretiminin, patogenezde rol
oynayan bir mekanizma oldugu gorisii ileri siiriilmektedir. Bu goriis, balik asalagi
(miksin glutinaz) gromeriilleri lizerine yapilan c¢alismalarda da desteklenmistir. Bu
calismalarda, Adriamisinin, siilfhidril donor N-asetilsistein tarafindan tersine ¢evrilen
bir etki olan su gecirgenliginde goriilen azalma ile iliskili olarak glomeriiler ATP’az
aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir.. Buna ek olarak, karaciger, bobrek ve kalpteki
glutatyonun (bir antioksidan) azalan diizeyleri ve artan lipid peroksit diizeyleri,
Adriamisin verilmesinden sonra gerceklesmistir (6).

Adriamisin ayn1 zamanda glomeriiller tizerindeki etkisinden bagimsiz olarak
tiibiiler hiicre kemokin salinimi (CCL2 & CCLS) yoluyla tiibiilotoksisiteye ve reaktif
oksijen radikalleri ve/veya Fas/FasL etkilesimleri yoluyla oksidan zedelenmesine
neden olur. Bunlar1 ve diger organlarin etkisi (miyelotoksisite (56), hepatotoksisite
(57) ve kardiyomiyopati (58), potansiyel olarak adriamisin kaynakli nefropatiye
katkida bulunur.
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1.2.4.2. Yap1 ve Fonksiyon

Adriyamisin uygulamasinin optimal yolu tiire, irka, cinsiyete, yasa, kaynak ve
gruba (denek grubuna) bagl olarak degisir. Cogu si¢an tiirii adriyamisinin renal
etkilerine kars1 olduk¢a duyarlidir. Hayvan modelindeki histolojik degisiklikler
insanlarda goriilen, podosit flizyonu ile fokal glomeriiloskleroz, fokal segmental ve
global glomeriiloskleroz, tiibiilo-interstiyel inflamasyon ve fibrozis ile benzerdir
(59). Adriyamisin glomeriiler endotelyumun incelmesine neden olurken, podositlerin
yok olmasi ile plazma proteinlerinin siiziilmesini engelleyecek olan boyut ve yiik
ozellikli bariyerlerin kayb1 da bu duruma eslik eder (5). Bu degisiklikler adriyamisin
enjeksiyonundan sonra en erken 1-2 hafta igerisinde goriiliir ve 4 haftaya kadar da
siddetlenir. Siganlarda serum kreatinindeki artis, kreatinin atilimindaki diistis, azalan
serum albiimini, dislipidemi ve idrarla atilan protein miktarmin artmasi ile goriilen
renal fonksiyonun etkilenme durumu kronik bobrek hastaligi ve nefrotik sendromla
tutarhdir.

Adriyamisinin dar terapotik indeksi, uygulanan dozdaki ¢ok kiigiik bir farkin
hastaligin siddetinde potansiyel olarak biiylik bir degismeye yol agmasma sebep
olabilir. Erkek sicanlar adriyamisinin baglattig1 nefropatiye disi sicalardan daha
duyarhidir Sham operasyonu geciren siganlarla karilastirildiginda kastrasyonun erkek
siganlar1 daha az duyarl hale getiriyor olmasi, adriyamisinle baslayan renal hasar
olusturan patojenlere cinsiyet hormonlarmnin etki edebildigini gosterir (60). Renal
hasar modeli olarak adriyamisin nefropatisi kullanilacaksa, deneyin dizayn
edilmesinde cinsiyet se¢imi 6nemli bir faktordiir, ¢linkii renal hasar siddetinde fark
olusur.

Wang ve ark. (59)’nin yaptig1 deneysel hayvan modelindeki histolojik
degisiklikler insanlarda goriilen, podosit flizyonu ile fokal glomeriiloskleroz, fokal
segmental ve global glomeriiloskleroz, tiibiilo-interstiyel inflamasyon ve fibrozis ile
benzerdir. Adriyamisin glomeriiler endotelyumun incelmesine neden olurken,
podositlerin yok olmasi ile plazma proteinlerinin siiziilmesini engelleyecek olan
boyut ve yiik ozellikli bariyerlerin kaybi da bu duruma egslik eder (5). Bu
degisiklikler Lee ve ark. (61)’nin fareler iizerinde yaptigi ¢alismada adriyamisin
enjeksiyonundan sonra en erken 1-2 hafta icerisinde goriiliir ve 4 haftaya kadar da
siddetlenir. Sicanlarda serum kreatinindeki artig, kreatinin atilimindaki diisiis, azalan

serum albiimini, dislipidemi ve idrarla atilan protein miktarmin artmasi ile goriilen
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renal fonksiyonun etkilenme durumu kronik bobrek hastaligi ve nefrotik sendromla
uyumludur. Bu farelerin bobreklerinin histolojik degerlendirmesi, T ve B
lenfositlerinin ve makrofajlarin siiziilmesiyle belirginlesen siddetli tiibiilointerstiyel
inflamasyon oldugunu gostermektedir (59).

Adriyamisinin  etkiledigi  dalakta  degil, bobreklerin  korteks ve
medulalarinda CD4+ ve CD8+ hiicre miktarinin artiyor olmasi, renal hasar
olusumunda bu hiicrelerin dogrudan rolii oldugunu ima eder. Fakat, agir kombine
immiin yetmezligi (SCID) olan farelerle (lenfositleri olmayan BALB/c fareleri)
yapilan caligmalar, adriyamisinin baglattigi yapisal ve fonksiyonel hasarda
lenfositlerin gerekmedigini, fakat bu hiicrelerin belli alt popiilasyonlarmin varligi
yada yoklugu durumunda deneyin modiile edilebildigini kanitlamistir. Yabani tiir
BALB/c fareleri i¢in gereken dozun (9.8-10.4 mg/kg) yaklasik yarist kadar
(5.3 mg/kg) adriyamisin dozu ile farelerde renal hasar gelismesi, lenfositlerin
bulunmadig1 zamanlarda, bu hiicrelerin bir alt popiilasyonun renal hasar gelisimine
kars1 koruma saglamasinin olas1 olduguna isaret eder. Adriyamisin nefropatisinde
renal hasara karsi koruyan CD4+CD25+ T hiicrelerini temsil eden FoxP3’le yapilan
transfer caligmalar1 bu duruma daha iyi bir delil olusturur (62); ¢iinkii CD4+ T
hiicrelerinin yoklugunda renal hasar agirlasir (63). SCID farelerindeki renal hasar
sekli yabani tiir BALB/c farelerindeki ile benzerdir. Makrofaj siiziilmesi
glomertillerde olmasa da tubiilointersitisyumda belirgindir (61). Azaltma ve yeniden
olusturma ¢aligmalari, adriyamisinin baslattigi bobrek hasar1 patogenezinde pro ve

antienflamatuar makrofajlarin esash bir rolii olduguna isaret eder (63, 64).
1.2.4.3. Deneysel model olarak Avantaj ve Dezavantajlan

Bobrek hastaligi deneysel modeli olarak DX nefropatisinin birkag giiclii yonii
vardir. Oncelikle, bdbrek hasar1 olusturulabilmesi i¢in oldukga elverisli bir modeldir.
Doku hasarmmin siddetli oldugu durumlarda dahi buna makul oranda mortalitenin
(<%35) ve morbiditenin (kilo kayb1) eslik ettigi giiclii bir modeldir. [lacin uygulandigi
ilk bir ka¢ gilin icerisinde bobrek hasar1 basladigindan, hasarin olusma zamani
onceden kestirilebilir. Bobrek hasar1 siddetinin ve olusma zamaninin bilinmesi,
bobrek hasarinin daha kotiiye gitmesini saglayacak ya da bundan korunmayi
gerektirecek miidahalelerin smanmasi acisindan faydalidir. Hasarmn yapisal ve

fonksiyonel oOzellikleri insanlarda goriilen kronik proteiniirik renal hastalikla
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benzerlik gosterir. En azindan bu model sicanlar ve farelerde benzerdir. Rodent
modeller bir hastaligin incelenmesinde son derece faydalidir. Kemirgenler kisa
ireme donemleri, kolay (ve ucuz) yoldan elde edilebilen denekler olmalar1 ve
genetik manipiilasyona uyumluluklariyla bilinirler (65).

Doksorubisin nefropatisinin deneysel model olarak kullanilmasinda bazi
kisitlamalar vardir. Belli DX gruplarinda digerlerinden daha diisiik siddette renal
hasar meydana geldiginden grup degiskenlikleri olusur. Bir deneye baglamadan dnce
yeni bir seriyi test etmek tavsiye edilmektedir. Adriyamisin dar bir terapotik indekse
sahiptir, bu sebeple optimum dozdan daha az ya da daha fazla verilmesi renal hasarin
olusmamasina veya Oliimle sonuglanan toksisiteye yol agabilir. Tutarli ve kolay
iretilebilen bir model olmasma ragmen, ilaca verilen cevapta halen daha bazi

bireysel degisiklikler olusur, bu durum ayna tiir kemiricilerde dahi goriilebilir (61).

1.3. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemleri

1.3.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; herhangi bir sebepten dolayr oksidan yapiminda artis ve
antioksidan savunma sistemlerinde yetersizlikten dolay1 aradaki dengenin bozulmasi
ile olusan doku hasar1 olarak tanimlamaktadir (66). Bu sistem insanlarda pekgok
patolojik siirecin olugmasinda, ilerlemesinde ve komplikasyonlarn meydana
gelmesinde onemli rol oynar. Oksidatif stres ile ilgili yapilan c¢aligmalarin ¢ogu
oksijenin indirgenmesiyle meydana gelen serbest radikallerin biyolojik ve kimyasal
ozellikleriyle alakalidir. Oksijen, serbest radikallerin ana kaynaklarindan birisidir.
Serbest radikaller sadece oksidan 6zellik gdstermez ve yalniz oksidatif stresten
sorumlu degildirler. Ayn1 zamanda bir¢cok biyokimyasal reaksiyon ve hiicre iletim
sistemindede rol oynarlar (67, 68).

Oksidatif stresin hiicredeki asil hedefleri ¢oklu doymamis yaglar, sekerler,
proteinler ve niikleik asitlerdir. Oksidatif stres, hiicre dongiisiine etki ederek hiicrenin

Oliimiine sebep olur (69).
1.3.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; paylagilmamis bir veya birden fazla elektrona sahip
molekiill veya atomlar olup, paylasilmamis elektronun iizerinde oldugu oksijen

molekiilleridirler (70). Serbest radikallerin aktiviteleri birbirinden farklidir. Hidroksil
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(HO-) gibi bir kisim radikaller ytliksek aktiviteye sahipken, tokoferoksil gibi diger
bilesiklerin aktiviteleri daha diisiiktiir. Serbest radikallerin hedef molekiille kompleks
olusturma reaksiyonlar1 ii¢ evrede meydana gelir. Bu evreler; baslangig, ilerleme ve
sonlanmadir. Serbest radikaller, substrata ve bulundugu fiziksel artiglara gore farklh
etkinlik gosterirler. Bir serbest radikal, bir maddeyi hem oksidant hemde rediiktant
olarak kullanabilir. Reaksiyonun olusma hizi; ortamdaki sicaklik, pH ve katalizorlere
baghdir (71).

Organizmadaki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusurlar. Oksijenin
dis yoriingesine, bir veya daha fazla eslesmemis elektron eklenmesiyle, serbest
oksijen radikali olusur. Bu bilesikler de son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron
icerdikleri icin kolayca diger molekiillerle reaksiyona girip organizmada c¢ok etkili
bir hasar olusturabilen bilesikler olustururlar. Olusan bu toksik bilesikler farkli
mekanizmalarla ortadan kaldirilmaya ¢alisilir. Bunlar; koruyucu, tamir edici, fiziksel
ve antioksidan savunma sistemleridir (72).

Insan viicudunda farkli reaktif oksijen bilesikleri iiretilmektedir. .O2-
molekiiler oksijene 6zellikle elektron transport sisteminde bir elektron katilmasiyla
iretilir. Ksantin oksidaz, nitrik oksit sentaz ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
oksidaz gibi enzimler -O2.’yi endojen olarak tretebilir (73). H,O, spontan olarak -
0.2 ‘ye bir elektron katilmasiyla veya mikrozom ve peroksizomlarda mevcut bazi
enzimler tarafindan iiretilir (74). H,O, fenton reaksiyonu olarak adlandirilan metaller
(Fe™, Cu") tarafindan katalize edilen ve OH olusumunu saglayan yol icin bir
onciildiir. H,O, ayn1 zamanda miyeloperoksidaz (MPO) tarafindan katalizlenen ve
hipoklorik asit (HOCI) olusumunu saglayan yolda da onctildiir (75). Reaktif oksijen
bilesiklerinin hiicrelerde olusturdugu hasari tespit etmek amaciyla kullanilan farkli
oksidatif stres markirlar1 bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi de lipid
peroksidasyonunu tespit etmek icin kullanilan malondialdehit (MDA) dir (76).

Malondialdehit, U¢ ya da daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonunda meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon alis-
verigine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar, iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur.
MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve
bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (72, 77,

78.)
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1.3.2.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Serbest radikallerin en 6nemli etkisi lipit peroksidasyonu (LPO) olarak
adlandirilan lipitler {tizerindeki etkileridir. LPO, serbest radikaller tarafindan
baslatilan ve zarlarin yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden
olan kimyasal bir olay olarak tamimlanmaktadir (77). Lipit peroksitleri hiicre
zarlarinin 6nemli bir bileseni olup demir (Fe), bakir (Cu) gibi gecis metallerinin
varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini olusturular. Bu nedenle Fe veya Cu tuzlar
lipit peroksidasyonunu hizlandirirlar. Sonugta hiicre zaru n ak kanl n ve gegirgenli ini
bozarak membran biitiinlii inlin bozulmas na yol agarlar. Lizozomal membranlarda
olu an hasar hidrolitik enzimlerin sal nmas na ve hiicrei¢i sindirime yol acar. Biriken
hidroperoksitler direkt olarak toksik etki gostermenin yan s ra duyarl aminoasit kal nt
lar n da (sistein, histin, methionin, lizin) okside edebilir veya zincir polimerizasyon

reaksiyonlar yla enzimleri inaktive edebilirler (79, 80).
1.3.3. Serbest Oksijen Radikalleri ve Bobrek

Baz1 nefotoksik ajanlarin bobrekteki toksik etkisi siiperoksit anyonu (O-),
hidrojen peroksit (H»0,), peroksinitrit (ONOO-), hidroksil radikali (OH-) ve
hipoklorik asit (HOCL-) gibi hiicredeki normal metabolik isleyis sirasinda ortaya
cikan, paylasilmamis bir veya daha fazla elektronu olan atom ya da molekiillerden
olusan serbest radikal tretimi ile olur. Oksidatif stres kaynakli bobrek hasari
glomeriiler, tiibiilointerstisyel ve endotelyal degisiklikleri igerir (81).

Son yillarda yapilan deneysel calismalarda serbest oksijen radikallerinin akut-
kronik ve/veya immiin-nonimmiin bdbrek hastaliklarmin patofizyolojisinde onemli
olduklar1 ortaya konmustur (82). Patogenezinde serbest oksijen radikallerinin roli
oldugu diisiiniilen bobrek hastaliklari;

a- Glomeriiler hastahk

* Minimal degisiklik hastalig1

* Membrandz glomeriilopati

* Notrofil bagimli hasar, antiglomeriiler bazal membran nefriti
b- Akut bobrek yetmezIligi

* Postiskemik hasar

» ilaglara bagli toksik hasar

* Kontrast nefropati, miyoglobiniiri/hemoglobiniiri, radyasyon
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c- Obstruktif nefropati

d- Pyelonefrit

e- llerleyici bobrek yetmezligi
yapilan caligmalarda bobrek dokusunda veya idrarda artmis oksidatif stres
irlinlerinin tespit edilmesi ve/veya serbest oksijen radikalleri inhibitorlerinin
verilmesiyle koruyuculugun deneysel olarak saptanmasi ile serbest oksijen
radikallerinin nefropati patogenezinde rolii oldugu gosterilmistir. Yapilan iskemi ve
inflamasyon ile ilgili deneysel hayvan modellerinde reaktif oksijen

bilesenlerininglomertiler hasara neden oldugu ortaya konmustur (82).
1.3.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin sebep oldugu hasar1 smirlayan, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere “antioksidan” adi verilir (83).
Antioksidan maddeler endojen, eksojen ve gida kaynakli antioksidanlar olarak 3
grupta toplanirlar (84). Tablo 1’de antioksidan maddelerin siniflamasi gosterilmistir.

Tablo 1. Antioksidan maddelerin siniflandirilmasi

I-Endojen antioksidanlar
1-Enzim olanlar
a-Mitokontrial sitokrom oksidaz sistemi
b-Siiperoksid dismutaz
c-Katalaz
d-Glutatyon peroksidaz, Glutatyon —S-transferaz
e-Hidroperoksidaz
2-Enzim olmayanlar
a-Lipid fazda bulunanlar
i - a-tokoferol (E vitamini)
ii- B- karoten
b-Siv1i fazda bulunanlar: Askorbik asit, melatonin, irat, sistein, seruloplazmin,
transferin, laktoferin, myoglobin, hemoglobin, ferritin, metionin, albumin, bilirubin, glutatyon
II- Eksojen Antioksidanlar (ilaclar)
Ksantinoksidaz Inhibitérleri: Tungsten, allopurinol, oksipurinol, folik asit
NADPH Oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestetikler
Rekombinant Siiperoksid Dismutaz
Endojen antioksidan aktiviteyi arttiran maddeler: Ebselen, asetilsistein
Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol, albumin
Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri: Desferroksamin, seruloplazmin
Sitokinler: Tiimor nekroz factor(TNF), IL-1
Demir selatorleri
II1- Gida antioksidanlari
1- Butylated Hydroxytoluen(BHT)
2- Butylated Hydroxyanisone (BHA)
3- Sodyum Benzoat
4- Fe-Siiperoksid Dismutaz
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1.3.4.1. Enzimatik Antioksidanlar

1. Siiperoksid Dismutaz (SOD): Bu enzim cok etkili bir hiicre i¢i enzimatik
antioksidandir. Siiperoksit radikallerinin daha az toksik etkili hidrojen peroksite
doniigsmesini katalize ederek bu radikallerin etkisini azaltmaktadir (85).

Bu olayda SOD enziminin aktif bolgesini olusturan Zn 6nemli bir mineraldir.

2H"0.7+ 02— 5H,0, +0,

Bu enzimin fizyolojik islevi, oksijeni katabolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikalinin  zararli etkilerine karst korumaktir. Bdylece, lipit
peroksidasyonunu baskilar (86).

2. Katalaz (CAT): Katalaz yapisinda icerdigi hem grubundan dolay1
hemoprotein olarak kabul edilmektedir (87). SOD enzimi faaliyeti sonucunda
meydana gelen toksik H202, “katalaz” enzimi etkisiyle su ve oksijene
dontstiiriilmektedir (88).

2H,0, —~ 5, H,0+0,

Kan, kemik iligi, mukoz membranlar, karaciger ve bobreklerde yliksek
miktarda bulunmaktadir (89).

3. Glutatyon ve Glutatyon Peroksidaz (GSHPx): Tiyol gruplari, enzimatik
reaksiyonlar vasitasiyla ve serbest radikalleri yakalayarak gorev yapan hiicresel
antioksidanlardir. Tiyol grubu tasiyan glutatyon, serbest radikallerin verdigi hasar1
engelleyen veya azaltan bircok enzimin substrati olarak gorev yapar. Glutatyon ayni
zamanda biyolojik membranlar1 lipid peroksidasyonuna karsi korur. Bu koruma,
enzimatik olarak gerceklesir (90). Glutatyon Peroksidaz (GSHPx) enzimi,
glutatyonun  indirgenmis  formunu  (GSH), oksitlenmis hale (GSSG)
doniistiirmektedir. Aktivitesi i¢in Selenyum’a (Se) ihtiya¢ duyar.

2GSH +H,0, —™ 5 GSSG +2H,0

Glutatyon ayn1 zamanda hiicre i¢inde birgok zararli oksidanla enzim katalizi
olmaksizin da reaksiyona girmektedir (91).

4. Glutatyon Rediiktaz (GSSG-R): Hidroperoksitlerin rediikte olmas1
esnasinda meydana gelen okside glutatyon (GSSG), GSSG-R’mn katalizledigi
reaksiyonla tekrar rediikte hale (GSH) doniisiir. Reaksiyonun gerceklesmesi igin
NADPH’a ihtiya¢ vardir (92).

GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADP+
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5. Glutatyon S-Transferaz (GST): “Se mineraline bagh olmayan GSH-Px”
olarak isimlendirilir. Membran LPO’nu sadece fosfolipaz A2 oldugunda inhibe eder.
Oncelikle arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipid
peroksitlerine kars1 Se bagimsiz GSH-Px gibi etki ederek antioksidan etki gosterir
(93).

1.3.4.2. Enzimatik olmayan Antioksidanlar

1. Askorbik Asit: Askorbik asit, suda ¢Oziinen bir vitamin olmakla beraber
lipit peroksidasyonunu baglatan radikallerin etkilerini engelleyerek, lipitleri
oksidasyona kars1 korur. Antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini
engeller. Askorbik asit fagositozigin de gereklidir. Bu vitaminin kemotaktik cevabi
artirdig1 saptanmustir. Askorbik asit, antioksidan etkileri yaninda organizmada fenton
reaksiyonunda feri demiri ferro demire indirgeyerek hidrojen peroksitle etkilemeye
uygun olan siiperoksit radikalinin {iretimine neden olur ve bu etkisi sebebiyle
askorbik asit ayni zamanda prooksidan olarak kabul edilmektedir; fakat bu etkisi
sadece diisiik konsantrasyonlarda olup, yiliksek konsantrasyonlarda gii¢li bir
antioksidandir (94).

2. B-Karoten (Vitamin A 6n maddesi): B-karoten yagda c¢oOzilinen bir
antioksidan olarak serbest radikalleri biyolojik hedeflerle reaksiyona girmeden direkt
yakalayabilir. Ayni1 zamanda zincir kiran bir antioksidan olarakda etki ederek
peroksit radikallerin olusumunu engeller (95).

3. Vitamin E (a-Tokoferol): E vitamini yagda ¢0ziinen bir vitamindir ve
dokularda en onemli zincir kirict antioksidandir. Lipid peroksidasyonuna karsi ilk
siradaki korunma mekanizmasidir. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma
membran fosfolipitlerinin E vitaminine affinitesi ¢ok yiiksektir. Tokoferoller fenolik
bir hidrojeni peroksidasyona ugramis bir doymamis yag asidindeki serbest peroksit
radikaline aktararak serbest radikal zincirreaksiyonlar kirilmasini saglarlar (96).

Polifenoller, Seruloplazmin, Albiimin, Urik Asit, Bilirubin Transferin ve

Laktoferrin diger bilinen Nonenzimatik antioksidanlardir.

1.4. Transient reseptor potansiyel (TRP) ailesi

Transient receptor potential (TRP) kanallar1 ilk olarak 1989 yilinda

Drosophila tiirii sirke sineklerinin g6z hiicrelerinde kesfedilmistir. TRP gen
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bolgelerinde mutasyon tasiyan 1s18a duyarli fotoreseptorlerin siirekli 1s1¢a maruz
birakilmasiyla bir aralikli voltaj farklilig1 gostermektedir (16).

Transient reseptdr potansiyel kanallari, memelilerden omurgasizlara, canli
organizmalarmin farkli dokularinda proteinlerin ¢esitli bir grubunu olusturmaktadir
(97). Kalsiyum sinyalinde TRP kanallari, iyon kanallarinin yeni bir grubunun
prototip iiyeleridir. Ilk olarak fotoreseptdr hiicrelerinde gosterilen bu TRP
kanallarinin, omurgalilarda sikca bulunan voltaj kapili kalsiyum kanallariyla
benzerlikler tasidigi goriilmiistiir (98).

Transient reseptor potansiyel kanallari, renal Ca+2-Mg iletimi, kan basincinin
diizenlenmesi, tadin, kokunun, sesin algilanmasi, gen ekspresyonu ve salgilanmasi,
apoptozis gibi onemli hiicresel siireclerde ve yaygin olarak bilinen 2. haberci
mekanizmada, iyon giris ¢ikist gibi pekgok dnemli mekanizmada rol oynar. Yapilan
genetik arastirmalar sonucu, amino asitbenzerliklerine gore TRP kanallar1 7 alt aileye
ayrilmistir. Bunlar: TRPC (canonical), TRPM (melastatin), TRPV (vanilloid), TRPA
(anykrin zengin protein), TRPP (polisistin), TRPML (mukolipin), TRPN (nompc)
olarak adlandirilmistir.

Bu kanallarin aktivasyon mekanizmalar1 ve bulunduklari organlar farkhdir.
Ornegin beyin ve ndron hiicrelerinde bulunan, daha ¢ok TRP melastatindir (16, 97,
99).

hTRPC1
; hTRPML3 | P 3
hTRPML2 \ f hTRPCH4 TRP(

TRPML nrreML \ '/ .
(mucolipin) hTRPC3

hTRPC7
hTRPC6

(canonical)

hTRPPS (PKD2L2)
hTRPP3 (PKD2L1)
hTRPP2 (PKD2) — — mTRPC2
TRPP

(polycystin)

hTRPMS——

\~ —— hTRPVI1
s hTRPV2

hTRPMN4—

hTRPMS~ hTRPV3
hTRPMNI2 e i
B hTRPV4
TRPM
(melastatin) hTRPM7 \ \ hTRP\ s TRPV
. / \ hTRPV6 (vallinoid)
hTRPMG6 / \
hTRPMNI3 -l
I'RPA

(ankvyrin)

Sekil 5. TRP kanallar1
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Transient reseptdor potansiyel kanallar1 ya direkt olarak plazma
membranindaki kalsiyum (Ca"®) giris kanallar1 gibi davranmakta ya da Ca™ giris
kanallarinin modiilasyonu i¢in itici gii¢ olan membran potansiyelini degistiren

sitozolik serbest Ca™ kanallarinda degisime yardimei olmaktadirlar (100, 101).

1.4.1. Transient reseptor potansiyel melastatin (TRPM) kanallan

Transient reseptor potansiyel melastatin, TRPailesinin ilk tanimlanan iiyesi
olup, melastatin bir tiimor baskilayici protein olarak bildirilmistir. TRPM alt ailesinin
biyofiziksel ve fizyolojik Ozelliklerine gore birbirinden farkli 8 {iyesi vardir (17,
102).

Bu sekiz iiye 4 ana grup halinde siniflandirilmistir;

1. Grup; TRPMI ve TRPM3 bu smifta yer almaktadir. Ozellikle TRPM3'iin
Ca ile aktive oldugu bildirilmistir.

2. Grup; TRPM6 ve TRPM?7 bu smifta yer almaktadir. Bunlarin da COOH-
terminal serin ve treonin ile aktive oldugu bildirilmistir (103)

3. Grup; TRPM4 ve TRPMS5 yer almaktadir. Bu kanallarin Ca™a gegirgen
olmadig1 bildirilmistir. Ayrica TRPMS5’in tat hiicrelerinde iletimle ilgili gorevi
oldugubilinmektedir.

4. Grup; TRPM2 ve TRPMS de bu sinifta yer alip TRPM2'nin ADP-Riboz,

oksidatif stres ve 1s1 ile aktive oldugu; TRPMS'in de soguk reseptorleri ile aktive

oldugu bildirilmistir (99).
TRPM

TRPM1 TRPM4 TRPM6 TRPM2

TRPM3 TRPM5 TRPM?7 TRPM8

Sekil 6. TRPM kanallar1 ana grup ve tiyeleri
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1.4.1.1. TRPM2 Katyon Kanallan

Bu kanallarin varlig1 basta beyin ve kemik iligi olmak tizere bobrek, bagirsak,
karaciger, akciger, testis, prostat, pankreas, iskelet kasi, lokositler ve arka kok
gangliyonlar1 gibibir ¢ok doku ve hiicrede gosterilmistir (18). TRPM2 kanallar1 ya
plazma zarindaki Ca™ giris kanallar gibi davranarak ya da Ca™ giris kanallarinn
diizenlenmesi icin itici gii¢ olan, zar potansiyelini degistiren sitozolik serbest Ca™
kanallarinda degisime katki saglayarak, etkilerini gosterirler (104).

Metabolizma sonucu {iretilen H202’nin hiicre igerisine girmesi sonucu
TRPM2 kanallar1 aktive olur. Bu kanallarin aktivasyonunun hiicre igine Ca+2 iyon
girigini artirdigina inanilmaktadir (105, 106).

Hiicre i¢i Ca™ iyonu artis1 hiicrenin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin
bozulmasindan, hiicre oliimiine kadar varabilen g¢esitli patofizyolojik olaylarin
baslamasina sebep olmaktadir. Apoptotik hadise, mitokondrialmembran hasari,
sitokrom C agiZa ¢ikmasi ve kaspaz-3 bagimli kromatin yogunlagsmasi/ayrigmasi ile
sonuclanan mitokondriyal Na" ve Ca™’un fazla yiiklenmesini iceren klotrimazol-
sensitif NAD+/ADP riboz/poli ADPR polimeraz (PARP)-bagimli TRPM2
kanallarinin aktivasyonu sonucunda meydana gelir (107).

Aktif TRPM2 katyon kanallarinin agilmasi iizerinde, {i¢ hiicre dis1 etkenin rol
oynadig1 bilinmektedir. Bunlar; Oksidatif stres, ADPR (ADP Riboz)/NAD+
(Nikotinamid Adenin Diniikleotid) metabolizmasi ve tiimor nekrozfaktdr alfa dir.
(105).

TRPM2, H202 aracili endotel hiicresi 6liimiinde anahtar molekiildiir (19).

Cszenek _——— 2+
Eksiraseliiler ol C a

intraseliiler . J
Ca™=

Sekil 7. TRPM2 katyon kanallarinin segmental yapis1
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1.5. Elettaria Cardamomum (Kardamom)

Elettaria cardamomum (Kardamom) iilkemizde kakule adi ile bilinen
zencefilgiller ailesinden Bati ve giiney Hindistan gibi sicak bdlgelerde yetisen,
tohumlar1 baharat olarak da kullanilan bir bitkidir. Yakm Dogu {iilkelerinde tohumu
kahve tohumu ile birlikte toz haline getirilerek kullanilmaktadir (7). Tiim diinyada
yaygin olarak tatlandiric1 ve katki maddesi 6zelliginden faydanilan bir ajandir. Bu
ajan insanlar tarafindan yaygimn olarak gastrointestinal hastaliklar, kalp hastaliklari,
bobrek hastaliklari, astim, bronsit ve halitozis gibi durumlarda kullanilmaktadir (8).

Pek ¢ok hastaligin tedavisi i¢in bitkilerin kullanimmna olan ilgi giderek
artmakta ve bitkilerle tedavi yaygmlasmaktadir. Bitkilerle ve bitki ekstreleri ile
yapilan caligmalarin sayisindaki artis da bu diisiinceyi desteklemektedir. Beslenme
antioksidan1  temsilcilerinden en Onde gelenler; karotenoidler, askorbat,
tokoferolveflavinoidlerdir (108). Zencefilgiller ailesinden olan Kardamom Giiney
Asya kokenli, ¢cok yillik, ¢calimsi, 2-4 m boylu, biiylik yaprakli, beyaz ¢icekli bir
bitkidir. Kardamom, baslica Giiney Hindistan, Sri Lanka, Tazmanya ve Guatemala’
da yetismektedir (109). Meyveleri 7-15 mm uzunlukta ve 6-8 mm genislikte, oval, {i¢
koseli, sari-yesil kapsiilliildiir. Her meyvede 3 mm uzunluk ve 2 mm genislikte,
kirmizimsi siyah, koseli, 15-20 adet tohum bulunur. Tatlimsi, aromatik, keskin bir
kokusu vardir ve acimsi bir lezzete sahiptir. Baharati ugucu yag, sabit yag ve re¢ine
icerir. 100 g baharatta 311 kcal enerji, 8.3 g su, 10.8 g protein, 6.7 g yag, 68.5 g
karbonhidrat, 11.3 g lif, 5.8 g kiil, 383 mg Ca, 14 mg Fe, 229 mg Mg, 178 mg P,
1119 mg K, 18 mg Na, 7 mg Zn ve 1 mg Niasin bulunmaktadir. Ugucu yag 1,8-
sineol (%25-45), a-terpinil asetat (%28-34), a-terpineol, jeranil asetat, nerolidol,
linalol, linalil asetat, nerol, borneol, metil heptenon, neril asetat ve monoterpenlerden
olugmaktadir (110). Kardamom Mg, Al, Si, P, S,Cl, K, Ca, T1i, Mn, Fe, Cu ve Zn gibi
degisken bilesimler icermektedir (111). Ugucu yag da sineol icermektedir. Istah agici
ve gaz soOktiirlicii etkileri bulunan Kardamom Yakin Dogu iilkelerinde kakule
tohumu, kahve tohumu ile birlikte toz edilerek kakuleli kahve olarak tiiketilmektedir
(7). Farkli hayvan c¢alismalarinda kardamom’un antioksidan, antihipertansif,
gastroprotecktif, antispazmolitik, antibakteriyel, antiagregan, antikanser ozellikleri

gosterilmistir.
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Kardamomun kullanim alanlar ve etki meknizmalar:

Antioksidan Etkileri: Kardamom ortalama seviyelerde (50-100 mg)
antioksidan etki gosteren fenolik ve flavonoidlere sahiptir (112). Toplam fenolikler
biyokimyasal olarak, flavonoidler quercetin, kaempferol, luteolin ve pelargonidinin
toplami olarak 6l¢iilmiistiir. Kardomom 6zleri ayrica pro-oksidan olarak saptanmigtir
(113). Kardamomun (Amomum subulatum) antioksidan etkisini ortaya koymak i¢in
hepatik ve kardiyak antioksidan enzimler, glutatyon (GSH) icerik ve lipidle konjuge
boyalar cardamomla beraber yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarda calisilmis (114).
Antioksidan enzim aktivitesinin anlamli olarak arttigi, buna karsiik GSH icerigi
belirgin olarak kardamom ile birlikte yagli beslenen ratlarda onarildig1 gozlenmistir.
Ek olarak kardamom lipidler ile konjuge boyalarin ve peroksidasyonun primer tiriinii
olan hidroperoksidazlarin artisina kismen karsi koydugu, kardamomun antioksidan
etkisini antioksidan enzimleri aktive etmek suretiyle gosteridigi anlasilmistir.

Antiinflamatuar Etkileri: Kardamom yagi iyon ciftlesmis diklofenak
sodyum i¢in maksimum (10 kat) invitro gecirgenlik artis1 saglar (115). Kardamomun
antiinflamatuar etkisi, Deneysel olarak carrageenan’in indiikledigi rat pencgesi
odemindeki ¢Oziilme (12 saatte kadar) tizerindeki etkisi diklofenagm subkutan
enjeksiyonu ile kiyaslanmistir. Yapilan caligmada carrageenan ile indiiklenen penge
odeminde anlamli azalma saglandigi saptanmistir. Ellettaria cardamomum
tohumundan ticari olarak iiretilmis yagmn antiinflamatuar aktivitesinin bakildig1
karsilagtrmali bir ¢aligmada yagin 175 ve 280 microL/kg’1 ve indometazinin 30
mg/kg’1t carrageenan’in erkek albino ratlarda indiikledigi akut plantar 6deminde
uygulanmasi sonrasinda etkisinin belirgin oldugu gosterilmistir (116).

Antikanser Etkileri: Yapilan deneysel hayvan c¢alismalarinda, kardamomun
sulu siispansiyonunun deneysel olarak olusturulmus kolon kanserinde koruyucu
etkisi oldugu ortaya konmustur (117).

Kardamom 6ziiniin invitro mikrozomal enzim aracili reaksiyonla aflatoxin B1
ile olusturulan DNA baglarinin formasyonunu suprese edebilme yeteneginin test
edildigi bir calismada Yagin bag formasyonunu anlamli ve doz bagimli olarak inhibe
ettigi ortaya konmustur. Bag formasyonunun mikrozomal enzim etkisi ile modiile
edildigi goriilmiistiir; ¢iinkii aktive edilmis metabolit formasyon iizerindeki efektif

inhibisyon yag ile gozlenir. Enzimatik modulasyon belki yagdaki kimyasal bilesen
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nedeniyle olmakta ve onlarin potansiyel antikarsinojenik rolii i¢in temel bir form
olusturmaktadir (118).

Analjezik Etkileri: Elettaria cardamomun tohumundan ticari olarak elde
edilen yagin analjezik aktivitesini gdsteren ve p-benzoquinone’nin kimyasal uyaran
olarak kullanildig1 bir calismada 233microL/kg yag %0.02 p-benzoquinone
soliisyonunun fare peritonunda olusturdugu aciya kars1 %50 koruyucu etki gosterdigi
tespit edilmis (116).

Trombosit Agregasyon Etkileri: Kardamom trombosit agregasyonunu
engelleyerek antiagregan etki gosterir. Kardamom konsantrasyonundaki artis
malondialdehit formasyonunda anlamli diisiise neden olur. Kardamomun siv1 ekstresi
trombositleri agregasyon ve lipid peroksidasyonuna karsi koruyacak komponentlere

sahiptir (14).
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2. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali ve Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi
(FUDAM)’nde yapildi. Calismanin yapilabilmesi igin gerekli olan etik onayi
30.01.2013 tarih ve 47 sayili karari ile Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik

Kurulu’ndan alind:.

2.1. Deney Hayvanlan

Calismada FUDAM dan temin edilen 8 haftalik Wistar Albino cinsi, 24 adet
erkek (220-280g) rat kullanildi. Ratlar rastgele secilerek 4 gruba ayrildi. Gruplarin
kendi icinde homojen olmasina ve gruplardaki rat agirlik toplamlarmin yaklasik ayni
degerde olmasma dikkat edilerek gruplar olusturuldu. Calismamizda kullanilacak
ratlar 21° C oda 1sisinda 12 saat 151k (7: 00-19: 00) ve 12 saat karanlhikta (19: 00-7:
00) tutulacak 6zel olarak yaptirilan ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi.
Yemler ¢elik kaplarda, su cam biberonlarda (normal ¢esme suyu) verildi. Gruplarda
bulunan biitiin ratlar ayni ortamda gozetim altinda tutuldu. Tiim gruplara ayni
standart sigan yemi verilerek add-libitum su, yiyecek alimlar1 saglandi ve
hayvanlarin giinliik olarak altlar1 temizlenerek bakimlar1 yapildi. Si¢anlar Elazig
Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler seklindeki sican yemleriyle
beslendi. Deney hayvanlarma verilen sican yeminin bilesiminde bulunan katki
maddeleri Tablo 3’de goOsterilmistir. Deney hayvanlarinin deneysel uygulama
yapilincaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 2. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin bilesenleri

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%) 1,6
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2.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Sicanlar; kontrol (grup 1), doksorubisin (grup 2), doksorubisintkardamom
(grup 3) ve kardamom (grup 4) olmak {izere 4 gruba ayrildi.

Grup 1 (Kontrol grubu) (n=6): On dort gilinliikgalisma siiresince herhangi
bir islem yapilmada.

Grup 2 (Doksorubisin grubu) (n=6): Deneyin 1.glinli doksorubisin
hidroklorid (C27H29NO11HCI) (Doxo Teva 50 mg flakon) 15 mg/kg i.p. tek doz
uygulandu.

Grup 3 (DoksorubisintKardamom) (n=6): Deneyin 1.giinlii doksorubisin
hidroklorid (C27H29NO11HCI) (Doxo Teva 50 mg flakon 15 mg/kg i.p. tek doz
uygulandi. Daha sonra deney siiresince kardamom 500 pl /kg/giin oral olarak verildi.

Grup 4 (Kardamom grubu) (n=6): Deney siiresincekardamom oral olarak

500 pul/kg/giin dozunda verildi.

2.3. Orneklerin Ahnmasi

Biitiin gruplardaki siganlar deney sonundaketamin (75 mg/kg)+xylazine (10
mg/kg) 1.p. uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler. Dekapitasyonun ardindan
siganlarin bobrek dokular1  hizla  c¢ikarilip  histolojik  calisma  i¢in%10’luk
formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve MDA

calismasi i¢in ¢aligma giinline kadar -800C’de sakland.

2.4. MDA diizeyinin saptanmasi

Malondialdehid analizi 0.42 gr Tris-base + 1.43 Tris-HCI +3 gr KCI ve 0.5
ml Tween 20, 250 ml distile suda hazirlandi. Hazirlanan bu tampon 6rneklerin
homejenatinda kullanildi. 1 gr doku {izerine 5 ml tampon ilave edildi ve
homojenizatér (Ultra-Turax T25, IKA-Labortecknik) yardimiyla doku tamamen
parcalandi. Homejenat 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
kismindan 1 ml yeni bir tiipe alindi. Alinan 1 ml 6rnek tizerine 1 ml %10’lik TCA
(Tri-kloro asetik asit), 1 ml %0,067 TBA (2-Thio barbitiirik asit), 1 ml distile su ve
0.5 ml %4’liikk HCI ilave edildi.

Hazirlanan karisim 90°C del20 dak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasi tiipler oda sicakliginda sogutuldu ve {iizerine 3 ml biitanol ilave edilip

vortekslendi. Tipler 5 dak. 5000 rpm’de santrifiij edildi ve olusan siipernatanttaki
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kirmizi-pembe renk spektro kiivetine pipet yardimiyla alindi ve biitanole karsi 532

nm’de okundu (219).

2.5. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alind1.
Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda Apop Tag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, Cat No: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak
verilmistir (Tablo 4).

Tablo 3.TUNEL boyama prosediirii

islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80,%70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir.
6 1: 500diliisyondakiProtinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojenperoksidaz blokaji (%3 H202) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 ul ReactionBuffer + %30 TdTEnzyme)37°C’de 60 dakika
12 Stop/WashBuffer (2ml) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14  PBS 3X5 dakika
15  DAB DilutionBuffer+ DAB Substrate 5-10dakika
16  PBS 3X5 dakika
17  Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5dakika
19  Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2XS5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...
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Hazirlanan preparatlar arastrma mikroskobunda (Olympus BH-2)
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilenile maviye boyanmis c¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele segilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik indeks (Al)’1 hesaplandi. Skala bar: SO0um.

2.6. ImmiinohistokimyaMetodu

Parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden geg¢irilip antigen
retrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W) 12
dakika kaynatildi. Zemin boyasmi engellemek i¢in Ultra V Block (TA-125-UB, Lab
Vision Corporation, USA) soliisyonu ile 5 dakika muameleden sonra primer antikor
(Rabbit Anti-TRPM2 antibody, ab101738, Abcam, Cambridge, UK )ile 60 dakika
inkiibe edildi.

Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra sekonder antikor
(biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse/rabbit IgG), TP-125-BN, Lab
Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda isisinda inkiibe edildi.
Sekonder antikor uygulanmasindan sonra Streptavidin Alkaline Phosphatase (TS-
060-AP, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildikten sonra distile su igerisine alindi. Dokulara Fast Red Substrate
System (TA-125-AF, Lab Vision Corporation, USA) solusyonu damlatilip 151k
mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es zamanl olarak distile su ile
yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi1 yapilan dokular distile sudan
gecirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-UG,
Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Olympus BX 50
mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandu.

Immiinohistokimyasal ~boyanmanin  degerlendirilmesinde ~ boyanmanin
yaygmnlig1 esas alindi. Sitoplazmik immiin boyanmanin yaygmlhig: 0’dan +3’e kadar

say1 ile semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 4).
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Tablo 4. immiinohistokimyasal boyanma yaygmliginm derecesi

Derece Anlam
0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli

2.7. istatistiksel analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart hata olarak belirlendi. Elde edilen
verilerin istatistiksel anlamlilik duzeyleri student T “paired’’ve one-way ANOVA

testi ile belirlendi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. MDA diizeyi

Spektrofotometrik olarak oOlciilen doku MDA diizeyleri, kontrol ve
Kardamom gruplarinda benzerdi. Kontrol ve Kardamom gruplariyla kiyaslandiginda
Doksorubisin grubunda MDA diizeyleri anlamli olarak artmis bulundu (p<0.05).
Doksorubisin grubu ile karsilastirildiginda Doksorubisin+ Kardamom verilen grupta
bobrek dokularinda MDA diizeyi anlamli olarak azalmis bulundu (p<0.05) (Tablo 5)
Tablo 5. MDA diizeyleri

MDA (ortalama xstandart sapma)

Kontrol 132,65+4,42
Doksorubisin 252,74+ 3,06*
Doksorubisin+ Kardamom 200,36 +45,22°
Kardamom 119,88 £ 11,64

Degerler ortalama + standart sapmaolarak verilmistir.
a Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda
b. Doksorubisingrubuile karsilastirildiginda

3.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

3.2.1. TRPM2 immiinreaktivitesi

Transient reseptor potansiyel melastatin-2 immiinreaktivitesi i¢in yapilan
immiinohistokimyasal boyamanmn 151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu;
TRPM2 immiinreaktivitesi bobrek dokusunda sadece tiibiillerde gézlendi. TRPM?2
immiinreaktivitesi kontrol grubunda +1 yayginhiginda goriildi (Sekil 8). Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda DX grubunda TRPM?2 immiinreaktivitesinde belirgin bir
artig vardi ve +3 yaygmliginda oldugu goriildi (Sekil 9). Kardamom’un tedavi olarak
verildigi  DX+cardamom grubunda 1se DX grubuna gore TRPM2
immiinreaktivitesinde belirgin azaldig1 izlendi ve +1 olarak degerlendirildi (Sekil
10). Sadece Kardamom verilen grupta ise TRPM2 immiinreaktivitesi +1

yaygmliginda gozlendi (Sekil 11).
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Sekil 9. DX verilen gruba ait bobrek dokusunda +3yayginliginda TRPM2 immun
reaktivitesi. Skala bar: S0pm.
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. _ 8y W R b 2 Calh
Sekil 10. DX + Kardamom grubuna aitbobrek dokusunda +1 yayginliginda TRPM2

immun reaktivitesi. Skala bar: S0pm.

L=80.000um

Sekil 11. Kardamom verilen gruba ait bobrek dokusunda +1yayginliginda TRPM?2

immun reaktivitesi. Skala bar: S0pm.
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3.3. TUNEL Bulgulan

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanm 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi bdbrek dokusunda
kontrol ve Kardamom gruplarinda benzerdi (Sekil 12, 13). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DX grubunda anlamli bir artig vardi (p<0.05) (Sekil 14). DX
grubu ile kiyaslandiginda DX + cardamom grubunda ise anlamli bir azalma vardi

(p<0.05) (Sekil 15) (Tablo 6).

o - l ; ‘!g‘ ‘ .
Sekil 12. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).
Glomertl (G). Skala bar: 5S0pm.
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& L=50.000um

Sekil 13. Kardamom grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).
Glomeriil (G). Skala bar: 5S0pm.

. 4 ; ¢ - & 1 1o 1=50,000um
P, \ T A - & 4 j
TR Ny S .

Sekil 14. DX verilen gruba ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).
Glomeril (G).Skala bar: 50pum.
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Sekil 15. DX + Kardamom grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler
(—). Glomeriil (G).Skala bar: 5S0pm.
Tablo 1. Apoptotik Indeks (%)

Apopitozis(TUNEL)
(ortalama +standart sapma)
Kontrol 3,17+ 1,17
Doksorubisin 16,17+ 2,79*
Doksorubisint+ Kardamom 7,83+ 0,98°
Kardamom 2,83+ 0,41

Degerler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.
a. Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b. DX gruba gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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4. TARTISMA

Bobrekler bir ¢ok kemoterapi ilacinm atildigi organlardir. Ilaglarm
metabolitleride bobrekleri duyarli hale getirebilmektedir. Glomertil, tiibiil, damarlar
semptomatik olmayan kreatinin yiiksekliginden, diyaliz gerektiren akut bdbrek
yetmezligine kadar uzanan diizeyde bobrek fonksiyon bozuklugu olusabilmektedir
.

Onkolojik hastaliklarin tedavisinde antineoplastik ilaglara bagli olarak gelisen
bobrek yetmezligi 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Zaman zaman
kemoterapiye bagli akut bobrek yetmezligi olugsmasma karsin kronik bobrek
yetmezligine de seyrek olarak rastlandigi bilinmektedir. Nefrotoksik 6zelligi olan
antineoplastik ilaglarm tiimor tedavisinde kullanilmalari ile kemoterapiye bagl
kronik bobrek yetmezligi daha sik goriilmeye baslanmistir (119).

Doksorubisin, pek ¢ok hematolojik ve solid kanserlerin tedavisinde kullanilan
kemoterapotik ajan olup antrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir. Hodgkin Lenfoma,
Nonhodgkin Lenfoma, akut lenfoblastik 16semi, metastatik meme kanseri, over
kanseri, akciger kanseri ve sarkomalarin tedavi protokollerinde yer alan etkin bir
antineoplastik ilactir (1). Oldukca genis spektrumlu ve giiglii etkili olmasmin
sagladig1 tstiinlik yaninda, toksisitesinin de fazlaligi bir sakinca olusturur (2).
Antrasiklin grubundan antitiimor olan doksorubisin, c¢esitli deney hayvanlarinda
bobrek toksisitesine neden olmakta ve insanlarda da nefrotoksik olabilmektedir
(120, 121).

Doksorubisin, glomeriiller’e direkt toksik etkiyle hasari1 baglatir ve bunu
tiibiilointerstisyel zedelenme izler. Doksorubisin, glumeriiler endotelyal hiicreleri
(glikokaliks dahil), glomeriiler bazal membran1 ve podositleri iceren glumertiiler
filtrasyon bariyerlerinde degisikliklere neden olur. Glikokaliks kalinligi azalir,
glomertiler endotelyal hiicre porlarinin boyutu artar, glumeriiler yiik se¢iciligi diiser
ve podosit ayakeiklar1 kaynasir. Bu degisimler, glumeriiler endotelyal hiicreleri
tarafindan Uretilen glikokaliks biinyesinde bulunan proteoglikanlarin  ve
glikozaminoglikanlarin glomertiler hiicre tiretimindeki azalmalariyla iliskilidir (5).

Glinlimiizde yaygm olarak kullanilan antineoplastik ajanlarm etkinligini
artirmak ve yan etkilerini azaltmak icinde yapilan g¢alismalar artarak devam

etmektedir. Bazi ajanlarin kanser tedavisinde olduk¢a yaygin kullanilmalarina
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ragmen siklikla tiimorli doku disindaki diger dokularda etkilenmekteve ciddi yan
etkiler ortaya c¢ikmaktadir (122). Sitotoksik antibiyotikler grubunda yer alan
doksorubisin genis spektrumlu antineoplastik bir ilactir. Bu grupta cesitli
mikroorganizmalarin kiiltiirlerinden elde edilen antibiyotik niteliginde antineoplastik
ilaglar bulunur. Sitotoksik antibiyotikler, mide bagirsak kanalindan pek absorbe
edilmezler; sadece parenteral uygulanirlar (27, 123, 124).

Intravenéz yolla uygulandiginda sistemik etkiyle hizli prolifere olan
hiicrelerde DNA sentezini engellemektedir (26).

Wapstra ve ark. (125)’nin yaptig1 calismada 3mg/kg doksorubisin alt1 hafta
sonra bobrek hasarma neden olmustur. Elde edilen verilere gore 25 mg/kg
doksorubisin uygulamasindan 2 giin sonra nefrotoksisite tespit edilmistir.

El-Shitany ve ark. (121)’nin yaptig1 bir ¢alismada, 10mg/kg doksorubisin
kullanimindan 30 giin sonra renal tiibiiler hasar gelistigi tespit edilmistir.

El Sheikh ve ark. (126) Yaptiklarinin yaptig1 baska bir calismada tek doz i.p
15 mg/kg doksorubisin uygulamasindan 8 giin sonra bobrek hasar1 olustugunu
gostermislerdir.

Calismamizda; bircok doksorubisin model ¢alismasinda oldugu gibi
doksorubisin verilen ratlarda basaril1 bir sekilde nefrotoksisite gelistigi gbzlendi. Tek
doz halinde 1.p olarak 15 mg/kg doksorubisin verilen ratlarda kontrol grubu ve
sadece kardamom verilen grupla karsilastirildiginda doksorubisin verilen grupta
bobrek dokularinda immiinhistokimyasal olarak boyanmada oksidatif sterse neden
olan TRPM2 immiinreaktivitesinde ve lipit peroksidasyon gdstergesi olan MDA
diizeylerinde belirgin artis izlendi.

Doksorubisin  kalp, bobrek ve karacigerde anlamli derecede lipit
peroksidasyonuna neden olur ve bunun en dnemli gdstergelerinden biri olan MDA
seviyeleri artmis olarak bulunur (127). Calismamizda elde ettigimiz veriler literatiir
verileri ile uyumlu niteliktedir. Kardamomun doksorubisin nefrotoksisitesine karsi
koruyucu etkisinde lipid peroksidasyonunu inhibe etmesinin 6nemli rol oynadigi
kanaatine varilmustir.

Oksidatif hasar, DNA, lipit, protein ve karbonhidrat gibi tiim biyolojik
molekiillerde ortaya ¢ikabilir. Bu radikal saldirisindan, basta lipitler olmak {izere tiim
biyolojik yapilar zarar gorebilir. Doksorubisin Serbest oksijen radikalleri ve

antioksidanlar arasindaki dengesizlik nedenlerinden biridir. Oksidan ve antioksidan
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sistemlerindeki bu karmasa doku hasari ile sonuglanir ki, bu da dokuda protein
oksidasyonu ve lipit peroksidasyonu ile goriiliir. Lipit reoksidasyonu ile olusan
mebran hasar1 geri doniislimsiizdiir ama antioksidan reaksiyonlar ile sonlandirilabilir.

Doksorubisine bagli toksisitenin patogenezinde serbest radikal ve antioksidan
enzimlerin rol aldigina ait bulgularin belirlenmesi, antioksidan tedavi denemelerini
glindeme getirmistir (128).

Deneysel hayvan modelleriyle yapilan bazi ¢alismalarda doksorubisine bagli
nefrotoksisite olusumunda oksidatif stersin arttig1 ve enzimatik ve/veya non-
enzimatik antioksidan savunma sistemlerinde gerileme oldugu saptanmustir.
Kalaiselvi ve ark. (129) yaptiklar1 bir calismada, 10 mg/kg iv doksorubisin
uygulamasi sonrasinda enzimatik antioksidan seviyelerinde (SOD, CAT, GSH Px,
GSH rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve GSH-S-transferaz) ciddi miktarda
gerileme ve MDA seviyesinde ise artis tespit edilmistir.

Yapilan benzer caligmalarda verilen antioksidanlarin bobrek hasarmi belirgin
sekilde azalttiklar1 gosterilmistir. Ornegin Koul ve ark. (130) yaptiklar1 bir calismada
doksorubisinine bagl nefrotoksisiteyi gostermek icin bobrek dokularinda, lipid
peroksidasyon gdostergeleri olan GSH, GSH Px, GSH rediktaz ve CAT
aktivitelerinde 6nemli  bir azalma saptamislar. Doksorubisin  grubuyla
kiyaslandiginda antioksidan madde olarak domatesten iiretilen likopen verilen grupta
GSH diizeylerinde belirgin artis ve antioksidan diizeyini yansitan CAT, GSH-Px ve
GSH rediiktaz diizeylerinde belirgin artis izlemislerdir. Sonug¢ olarak, likopenin
doksorubisin kaynakli nefrotoksisiteyi azaltabilecegi goriilmiistiir.

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasari
sinirlandirmak i¢in viicutta bircok savunma mekanizmasi gelismistir. Bunlar,
“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca ‘“antioksidanlar” olarak bilinirler.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif
oksijen tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu baskilarlar (131, 132).

Antioksidan maddeler endojen, eksojen ve gida kaynakli antioksidanlar
olarak 3 grupta toplanirlar (84). Gidalarm antioksidan igerikleri ve antioksidanlarin
biyoyararlanimlar1 gida maddesinin tiirtine, iklime, ortam 1sisina, nemine, 151g1na,
gidanin hazirlanmasi, hatta kisi ve toplumlarin tiiketim aligkanliklarina gore de

degisebilmektedir (133-136).
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Oksidatif stresi azaltmak ve antioksidan sentezini artirmak icin farkh
antioksidanlar kullanilmaktadir. Bitkisel antioksidanlar bunlarin baginda gelir. Pek
cok hastaligin tedavisi icin bitkilerin kullanimina olan ilgi giderek artmakta ve
bitkilerle tedavi yayginlasmaktadwr. Bitkilerle ve bitki ekstreleri ile yapilan
calismalarin sayisindaki artis da bu diisiinceyr desteklemektedir. Beslenme
antioksidani temsilcilerinden en 6nde gelenler; karotenoidler, askorbat, tokoferol ve
flavinoidlerdir (108).

Kardamom bu amagcla kullanilan bir bitkisel antioksidandir. Zencefilgiller
ailesinden olan Eletteria cardamomum(Kardamom, maton) ililkemizde “kakule” ad1
ile bilinen zencefilgiller ailesinden Bat1 ve gliney Hindistan gibi sicak bdlgelerde
yetigen, tohumlar1 baharat olarak da kullanilan bir bitkidir. Yakin Dogu iilkelerinde
tohumu kahve tohumu ile birlikte toz haline getirilerek kullanilmaktadir (7).

Kardamom basta anti-inflamatuar ve antioksidan etkileri olmak {izere birgok
olumlu etkilere sahip bir maddedir (137).

Yaptigimiz bu deneysel hayvan c¢alismasinda apoptotik hiicrelerin
belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151tk mikroskopi altinda incelenmesi
sonucu; TUNEL pozitifligi bobrek dokusunda kontrol ve Kardamom gruplarinda
benzerdi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DX grubunda anlamli bir artis vardi
(p<0.05). DX grubu ile kiyaslandiginda DX + cardamom grubunda ise anlamli bir
azalma vard1 (p<0.05).

Farkli hayvan c¢alismalarinda kardamom’un antioksidan, antihipertansif,
gastroprotecktif, antispazmolitik, antibakteriyel, antiagregan, antikanser Ozellikleri
gosterilmistir.

Nair ve ark. (112) Yaptiklar1 calismada kardamoun ortalama seviyelerde (50-
100 mg) antioksidan etki gosteren fenolik ve flavonoidlere sahip oldugu tespit
edilmistir.

Dhuley (114) kardamomun (Amomum subulatum) antioksidan etkisini ortaya
koymak i¢in hepatik ve kardiyak antioksidan enzimler, glutatyon (GSH) igerik ve
lipidle konjuge boyalar cardamomla beraber yiiksek yagl diyetle beslenen ratlarda
calismig, Antioksidan enzim aktivitesinin anlamli olarak arttigi, buna karsilik GSH
icerigi belirgin olarak kardamom ile birlikte yagli beslenen ratlarda onarildig:

gozlenmistir.

41



Bizim ¢alismamizda doksorubisine ek olarak kardamom verilen ratlarda
Spektrofotometrik olarak olgiillen doku MDA diizeyleri, kontrol ve kardamom
gruplarinda  benzerdi. Kontrol veKardamom  gruplariyla kiyaslandiginda
Doksorubisin grubunda MDA diizeyleri anlamli olarak artmis bulundu (p<0.05).
Doksorubisin grubu ile karsilastirildiginda Doksorubisin + Kardamom verilen grupta
bobrek dokularinda MDA diizeyi anlamli olarak azalmis bulundu (p<0.05).

Hiicrenin canliligii koruyabilmesi ve gerekli olan hiicresel fonksiyonlarin
devam ettirmesinde iyon kanallar1 hiicre zarinda ¢ok onemli bir role sahiptir (138).
TRPM2 kanallar1 basta beyin ve kemik iligi olmak tizere bobrek, bagirsak, karaciger,
akciger, testis, prostat, pankreas, iskelet kasi, l6kositler ve arka kok gangliyonlar1
gibibir ¢ok doku ve hiicrede gosterilmistir (18). TRPM2 kanallar1 ya direkt olarak
plazma zarmdaki Ca* giris kanallar1 gibi davranarak ya da Ca+2 giris kanallarmmn
diizenlenmesi i¢in itici gii¢ olan, zarpotansiyelini degistiren sitozolik serbest Ca+2
kanallarinda degisime yardimci olarak, etkilerini gdosterirler (104). Aktif TRPM?2
katyon kanallarinin acilmasi {izerinde, ii¢ hiicre dis1 etkenin rol oynadigi
bilinmektedir. Bunlar; Oksidatif stres, ADPR (ADP Riboz)/NAD+(Nikotinamid
Adenin Dintikleotid) metabolizmas1 ve tiimor nekroz faktor alfa dir (105).

Transient reseptor potansiyel melastatin-2 kanallar1 hiicre zarinda bulunan
iyon kanallarindan biri olup oksidatif stres ile aktiflesir (139). TRPM2 kanallarinin
oksidatif stresle aktiflestigini Japonya’dan Hara ve ark. (105) ve Wehage ve ark.
(106) 2002 yilinda yaptiklar1 deneysel ¢caligmalarda ispatlamiglardir. Yapilan bagka
bir caligmada, radyasyona bagli olusan DNA hasarina kars1 hiicresel cevapta TRPM2
kanallarinin aktivasyonunun énemli bir rol oynadigi rapor edilmistir (140).

Bizim  c¢alismamizda ~ TRPM2 immiinreaktivitesi  i¢in  yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu;
TRPM2 immiinreaktivitesi bobrek dokusunda sadece tiibiillerde gézlendi. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda DX grubunda TRPM?2 immiinreaktivitesinde belirgin bir
artis saptandi. Kardamom’un tedavi olarak verildigi DX + kardamom grubunda ise
DX grubuna gore TRPM2 immiinreaktivitesinde belirgin azaldig: izlendi.

Bizim yaptigimiz bu ¢aligmada verdigimiz kardamom maddesinin muhtemel
antioksidan etkileri sayesinde apoptozisin azaldigi tespit edildigi gibi oksidasyon

kaynag1 olarak kabul edilen iyon kanallarindan TRPM2 ve lipit peroksidayonunun
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gostergelerinden olan MDA degerlerinde azalma ve kardamomun bobrek dokusu
iizerinde koruyucu etkisinin oldugu gosterildi.

Sonug olarak ¢alismamizda:

Doksorubisin uygulamasinin bobrek dokularinda iyon kanali TRPM2 ve lipit
peroksidasyonu gostergesi olan MDA seviyelerini artirdigini, Kardamom’un ise bu
etkiy1 azalttigini

Doksorubisin uygulamasmin bobrek dokularinda apoptozisi ve apoptozis
gostergesi olan TUNEL immiinreaktivitesini artirdigi, yine Kardamom’un bu etkiyi
de azalttig1 saptanilmistir.

Bu bulgular 151831nda gelecekte daha ileri ve ayrintili ¢alismalarla Kardamom
doksorubisin gibi kemoterapotiklere bagli meydana gelen toksik etkilerin
azaltilmasinda  alternatif  bir tedavi segenegi  olarak  kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.

43



10.

5. KAYNAKLAR

Lu P. Monitoring cardiac function in patients receiving doxorubicin. Sem Nucl

Med 2005; 35: 197-201.

Tirker AS, Kayaalp O. Kanser kemoterapisinin esaslar1 ve antineoplastik ilaglar.
Kayaalp O (ed), Tibbi Farmakoloji, 10. Baski, Ankara: Hacettepe —Tas Kitapgilik,
2002: 403.

DeAtley SM, Aksenov MY, Aksenova MV, Jordan B, Carney JM, Butterfield DA.
Adriamycin-induced changes of creatine kinase activity in vivo and in

cardiomyocyte culture. Toxicology 1999; 134: 51-62.

Ozkocaman V. Ekstrameduller toksisite: degerlendirme, derecelendirme,
prognogstik faktorler.

http: //www.thd.org.tr/html/hem_des 2007/HEM_DES 2007 7.pdf) Erisim Tarihi:
25.05.2014.

Jeansson M, Bjorck K, Tenstad O, Haraldsson B. Adriamycin alters glomerular

endothelium to induce proteinuria. ] Am Soc Nephrol 2009; 20: 114-122.

Barbey MM, Fels LM, Soose M, Poelstra K, Gwinner W, Bakker W, Stolte H.
Adriamycin affects glomerular renal function: Evidence for the involvement of

oxygen radicals. Free Radic Res. Commun1989; 7: 195-203.

Baytop T. Therapy with medicinal plants in Turkey. 2nd. Edition, Istanbul: Nobel
Tip Kitabevleri, 1999: 242.

The Wealth of India. First Supplement Series. New Delhi: NISCAIR, CSIR
Publications, 2005: 65-69

Spices, Cardamom, Description. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
values of Selected Foods. Nutrient Data Laboratory. Agriculture Research Service,

US Department of Agriculture, 2007.

Gilani AH, Jabeen Q, Khan AU, Shah AJ. Gut modulatory, blood pressure
lowering, diuretic and sedative activities of cardamom. J Ethnopharmacol 2008;

115:463-472.

44



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Jamal A, Javed K, Aslam M, Jafri MA. Gastroprotective effect of cardamom,
Elettaria cardamomum Maton. fruits in rats. J Ethnopharmacol 2006; 103: 149-153.

Al-Zuhair H, el-Sayeh B, Ameen HA, al-Shoora H. Pharmacological studies of

cardamom oil in animals. Pharmacol Res 1996; 34: 79-82.

Mahady GB, Pendland SL, Stoia A, Hamill FA, Fabricant D, Dietz BM, Chadwick
LR. In vitro susceptibility of Helicobacter pylori to botanical extracts used
traditionally for the treatment of gastrointestinal disorders. Phytother Res 2005; 19:
988-991.

Suneetha WJ, Krishnakantha TP. Cardamom extract as inhibitor of human platelet
aggregation. Phytother Res 2005; 19: 437-440.

Sengupta A, Ghosh S, Bhattacharjee S. Dietary cardamom inhibits the formation of
azoxymethane-induced aberrant crypt foci in mice and reduces COX-2 and iNOS

expression in the colon. Asian Pac J Cancer Prev 2005; 6: 118-122.

Clapham DE. TRP channels as cellularsensors. Nature 2003; 426: 517-524.

Zhang W, Chu X, Tong Q, Cheung JY, Conrad K, Masker K, Miller BA.
A novel TRPM2 isoform inhibits calcium influx and susceptibility to cell death. J
Biol Chem 2003: 278: 16222—-16229.

Hecquet CM, Malik AB. Role of H(2)O(2)-activated TRPM2 calciumchannel in
oxidant-inducedendothelialinjury. Thromb Haemost 2009; 101: 619-25.

Sun L, Yau HY, Wong WY, Li RA, Huang Y, Yao X. Role of TRPM2 in
H(2)O(2)-induced cell apoptosis in endothelial cells. PLoS One 2012; 7: 43186.

Moore KL. The abdomen. 3rd. Satterfield TS (ed). Clinically Oriented Anatomy
Williams &Wilkins Baltimore, 1992: 127-242.

Tisher CC. Structure and Function of Kidneys. 7rd. Goldman L, Bennet JC (ed).
Cecil Textbook of Medicine. Philadelphia Pennsylvania: WB Saunders Company,
2000: 532-539.

Guyton AC, Hall JE. Urine Formation By the Kidneys: I. Glomerular Filtration,
Renal Blood Flow, and Their Control. Textbook of Medical Physiology. 9th
edition. Pennsylvania: WB Saunders Company Philadelphia, 1996: 315-330.

45



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Dorr RT. Antidotes to vesicant chemotheraphy extravasations. Blood Rev 1990; 4:
41-60.

Yilmaz M, Demirdéver, Mola F. Treatment options in extravasation injury: an

experimental study in rats. Plast Reconstr Surg 2002; 109: 2418-2423.

Aksar 1, Erbas MK, Giirlek A. Effects of heparin fractions on the prevention of
skin necrosis resulting from adriamycin extravasation: an experimental study. Ann

Plast Surg 2002; 49: 297- 301.

Cullu E, Ozkan I, Culhaci N, Alparslan B, Dikicioglu E, Savk SO. Doksorubisinin
sican iskelet kasinda kemomiyektomi etkisi. Acta Orthop Traumatol Turc 2003;
37:323-3209.

Kayaalp O. Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji. 9. Baski, Ankara:
Hacettepe TAS, 2000.

Jacop L NMS Farmakoloji. (Cev. Ed. Kosay S). 4. Baski, Istanbul, Nobel Tip
Kitapevleri, 1998.

Hardman JG, Limbird LE. Goodman & Gilmans’ the Pharmalogical Basis of
Theropethics. 10th Edition. 2001: 1425- 1429.

Cubukgu M. Karnitin ve Diisiik Molekiiler Agirlikli Heparinin, Antrasiklinlerin
Lipid Peroksidasyonu Araciligiyla  Olusturduklar1  Kardiyotoksisite — ve
Nefrotoksisite Uzerine Etkileri. Cocuk Saghg: ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Tipta
Uzmanlik Tezi. Eskisehir: Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi. 2003.

McEvoy GK. AHFS Drug Information 2004. Amer Soc of Health System, 2003

Mycek MJ, Harvey RA, Champe PC, Fisher BD. Lippincott’s Illustrated Reviews:
Pharmacology. 2nd Edition. Lippincott-Raven Publishers, 1997.

Wolf BM, Baynes WIJ. The anticancer drug, doxorubicin, causes oxidant stres-
induced endothelial dysfunction. Biochimica et Biophysica Acta 2006; 1760: 267-
271.

Kalyanaraman B, Joseph J, Kalivendi S, Wang S, Konorev E, Kotamraju S.
Doxorubicin-induced apoptosis: implications in cardiotoxicity. Mol Cell Biochem

2002; 234- 235: 119-24.

46



3s.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Weiss RB. The anthracyclines: Will we ever find a beter doxorubicin? Semin

Oncol 1992; 19: 670-86.
BC Cancer Agency Cancer Drug Manual, 2006: 1- 13.

Adriamycin. Health CommunicationNetwork. 2010
http://www.pfizer.com.au/DisplayPl.aspx?PDFDocumentID=2d46c4ce-308d-
4b9f-8ac4-106563185b48. Erisim Tarihi: 27.05.2014

Yesair DW, Schwartzbach E, Shuck D, Denine EP, Asbell MA. Comparative
pharmaco kinetics of daunomycin and adriamycin inseveral animal species. Cancer

Res 1972; 32: 1177-1183.

Dorr RT. Pharmalogical management of vesicant chemotheraphy extravasations.
Dorr RT, Vonn Hoff DD (eds). Cancer Chemotheraphy Handbook, 2nd edition.
Norwalk, CT: Appleton & Lange, 1993: 109-118.

Hilmer SH, Cogger VC, Muller M, Le Couteur DG. The hepatic pharmaco kinetics
of doxorubicin and liposomal doxorubicin. Drug Metabolism and Disposition.

2004; 32: 794-799.

Vargel i, Erdem A, Ertoy D, Pnar A, Erk Y, Altundag MK, Giillii I. Effects of
growth factors on doxorubicin-induced skin necrosis: documentation of

histomorphological alterations and early treatment by GM-CSF and G-CSF. Ann
Plast Surg 2002; 49: 646-653.

Khan MS, Holmes JD. Reducing the morbidity from extravasation injuries. Ann

Plast Surg 2002; 48: 628-632.

Ener RA, Meglathery SB, Styler M. Extravasation of systemic hematooncological
therapies. Annals of Oncology 2004; 15: 858-862.

Outomuro D, Grana DR, Azzato F, Milei J. Adriamycine—induced myocardial

toxicity: New solutions for an old problem? Int J Cardiol 2007; 12: 117: 6-15.

Zucchi R, Danesi R. Cardiac toxicity of antineoplastic anthracyclines. Curr Med

Chem 2003; 3: 151-171.

Lefrak EA, Pitha J, Rosenheim S, Gottlieb JA. A clinic opathologi canalysis of
adriamycin cardiotoxicity. Cancer 1972; 32: 302-334.

47



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

5S.

56.

57.

58.

Ehrke MJ, Maccubbin D, Ryoyama K, Cohen SA, Mihich E. Correlation between
adriamycin-induced augmentation of interleukin 2 production and of cell -mediated

cytotoxicity in mice. Cancer Res 1986; 46-54.

Giorgio M, Menna P, Salvatorelli E, Cairo G, Gianni L. Anthracyclines: molecular
advances and pharmacologic developments in antitumor activity and

cardiotoxicity. Pharmacol Rev 2004; 56: 185-229.

Singal PK, Iliskovic N, Li T, Kumar D. Adriamycin cardiomyopathy:
pathophysiology and prevention. FASEB J 1997; 11: 931-936.

Wojtacki J, Lewicka-Nowak E, Lesniewski-Kmak K. Anthracycline-induced
cardiotoxicity: clinical course, risk factors, pathogenesis, detection and prevention

review of the literature. Med Sci Monit 2000; 6: 411-420.

Singal PK, Deally CM, Weinberg LE. Subcellular effects of adriamycin in the
heart: a concise review. J Mol Cell Cardiol 1987; 19: 817-828.

Sternberg SS. Cross-striated fibrils and other ultra structural alterations in

glomeruli of rats with daunomycin nephrosis. Lab Invest 1970; 23: 39-51.

Bucciarelli E, Binazzi R, Santori P, Vespasiani G. Nephroticsyndrome in rats due
to adriamycin chlorhydrate. Lav Ist Anat Istol Patol Univ Studi Perugia 1976; 36:
53-609.

Chen A, Sheu LF, Ho YS, Lin YF, Chou WY, Chou TC, Lee WH. Experimental
focal segmental glomerulosclerosis in mice. Nephron 1998; 78: 440—452.

Burke JF Jr, Laucius JF, Brodovsky HS, Soriano RZ. Doxorubicin hydrochloride-
associated renal failure. Arch Intern Med 1977; 137: 385-388.

Lahouel M, Viotte G, Sumereau E, Morin JP, Fillastre JP. Haematotoxicity of
doxorubicin and 1-(2-chloroethyl)-3-cyclohexyl-1-nitrosourea (CCNU) and of their
association in rats. Drugs Exp Clin Res1987; 13: 593-599.

Llesuy SF, Arnaiz SL. Hepatotoxicity of mitoxantrone and doxorubicin.

Toxicology1990; 63: 187-98.

Shug AL. Protection from adriamycin-induced cardiomyopathy in rats. Z Kardiol
1987; 76: 46-52.

48



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Wang Y, Wang YP, Tay YC, Harris DC. Progressive adriamycin nephropathy in
mice: Sequence of histologic and immunohistochemical events. Kidney Int 2000;

58: 1797-804.

Sakemi T, Ohtsuka N, Tomiyoshi Y, Morito F. Sex difference inprogression of
adriamycin-induced nephropathy in rats. Am J Nephrol 1996; 16: 540-547.

Lee VW, Wang Y, Qin X, Wang Y, Zheng G, Mahajan D, et al. Adriamycin
nephropathy in severe combined immunodeficient (SCID) mice. Nephrol Dial
Transplant 2006; 21: 3293-3298.

Mahajan D, Wang Y, Qin X, Wang Y, Zheng G, Wang YM, et al. CD4+CD25+
regulatory T cells protect against injury in an innate murine model of chronic

kidney disease. ] Am Soc Nephrol 2006; 17: 2731-2741.

Wang Y, Wang Y, Feng X, Bao S, Yi S, Kairaitis L, Tay YC, et al. Depletion of
CD4(+) T cells aggravates glomerular and interstitial injury in murine adriamycin

nephropathy. Kidney Int 2001; 59: 975-984.

Wang Y1, Mahajan D, Tay YC, Bao S, Spicer T, Kairaitis L, et al. Partial depletion
of macrophagesby ED7 reduces renal injury in Adriamycin nephropathy.
Nephrology (Carlton) 2005; 10: 470-77.

Pippin  JW, Brinkkoetter =~ PT, Cormack-Aboud FC, Durvasula RV, Hauser
PV, Kowalewska J, et al. Inducible rodent models of acquired podocyte diseases.

Am J Physiol Renal Physiol 2009; 296: 213-229.

Sies H. Oxidants and antioxidants. Exp Physiol 1997; 82: 291 295.

Loeper J, Goy J, Rozensztajn L, Bedu O, Moisson P. Lipid peroxidation and
protective enzymes during myocardial in farction. Chim Acta 1989; 196: 119-126.

Rice-Evans CA, Diplock AT. Current status of antioxidant therapy. Free Radic
Biol Med 1993; 15: 77-96.

Suzuki YJ, Forman HJ, Sevanian A. Oxidants as stimulator of signal transduction.

Free Radic Biol Med 1997; 22: 269-285.

Saugstad O. Neonatal oxygen radical disease. Rec Adv Ped 1992; 6: 173-187.

49



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Halliwel B, Gutteridge JMC. Free radicals in biology and medicine. Free Rad Res
1998; 28: 672-678.

Valko M, Leibfritz D, Mancol J, Cronin MTD, Mazur M, Telser J. Free radicals
and antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int J

Biochem&Cell Biology 2007: 39; 44-84.

Evans P, Halliwell B. Free radicals and hearing. Cause, consequence, and criteria.

Ann NY Acad Sci 1999; 884: 19-40.

Schrader M, Fahimi HD. Mammalian peroxisomes and reactive oxygen species.

Histochem Cell Biol 2004; 122: 383-393.

Halliwell B. Reactive species and antioxidants. Redox biology is a fundamental

theme of aerobic life. Plant Physiol 2006; 141: 312-322.

Zhou H, Kato A, Miyaji T, Yasuda H, Fujigaki Y, Yamamoto T, et al. Urinary
marker for oxidative stress in kidneys in cisplatin-induced acute renal failure in

rats. Nephrol Dial Transplant 2006; 21: 616-623.

Kalender S, Kalender Y, Ogutcu A, Uzunhisarcikli M, Durak D, Agikgoz F.
Endosulfan-induced cardiotoxicity and free radical metabolizm in rats: the

protective effect of vitamin E. Toxicology 2004: 202; 227-235.

Valko M, Rhodes CJ, Mancol J, Izakovic M, Mazur M. Free radicals, metals
andantioxidants in oxidative stres-induced canser. Chemico-Biological Interactions

2006: 160; 1-40.

Mead J. Free radical mechanisms in lipid peroxidation and prostaglandins. Free

radical in moleculer biology. J Aging and disease 1984; 65: 53-66.

Braughler M, Chose L, Pregenter F. Oxidation of ferraus iron during peroxidation

of lipid substrates. J. Biochemica and Biohysica Acta 1987; 921): 457-464.

Parlakpmar H, Oriim MH, Acet A. Kafeik Asit Fenetil Ester (KAFE) ve
miyokardiyal iskemi reperfiizyon (MI/R) Hasari. Inénii Universitesi Saglk
Bilimleri Dergisi 2012; 1: 10-5.

Ichikiawa I, Kiyama S. Renal antioxidant enzymes: Their regulation and function.

Kidney Int 1994; 45: 1-9.

50



83.

84.

8s5.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Elliot JG. Application of antioxidant vitamins in foods and beverages. Food Tech

1999; 53: 46-48.

Akkus I. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri. Konya: Mimoza Yayinlari,
1995; 1: 3-95.

Mates JM. Effect of antioxidant enzymes in the molecular control of reactive

oxygenspecies toxicology. Toxicology 2000: 153; 83-104.

Niwa Y, Ishimato K, Kanoh T. Induction of superoxide dismutase in leukocytes
byparaquat: Correlation with age and possible predictor of longevity. Blood 1990;
76: 835-841.

Smith EL, Hill RL, Lehmal R. Principle of biochemistry. 7th ed. USA: McBraw
Hill Inc, 1983: 382383

Duthie GG, Wahle KW, James WP. Oxidants, antioxidants and cardiovascular
disease. Nutr Res Rev 1989; 2: 51-62.

Notarjan D. Oxidants and signal transduction in vascular endothelium. J Clin Med

1994; 125: 2637.

Di Mascio P, Murphy ME, Sies H. Antioxidant defense systems: the role of
carotenoids, tocopherols, and thiols. Am J Clin Nutr 1991; 53: 194-200.

Larson RA. The antioxidants of higher plants. Phytochemistry 1988; 27: 969-978.

Nakazawa H, Genka C, Fujishima M. Pathological aspects of active
oxygens/freeradicals. Jpn J Physiol 1996; 46: 15-32.

Beutler E, Duron O, Kelly B. Improved method for the determination of
bloodglutathione. J Lab Clin Med 1963; 61: 882—888

Steinberg D. Antioxidants and atherosclerosis. Circulation 1991; 84: 1420-1425.

Repine J. Oxidant-Antioxidant balance: Some observations from studies of

ischemia-reperfusion in isolated perfused rat hearts. Am J Med 1991; 91: 30-45.

Halliwel B. Reactive oxigen species in living systems: source, biochemistry and

role in human disease. ] Am J Med 1991; 91: 14-22.

51



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.
10S.

106.

107.

Miller BA. The role of TRP channels in oxidativestress-inducedcelldeath. J Membr
Biol 2006; 209: 31-41.

Hardie RC, Minke B. Thetrp gene is essential for a light-activated Ca*" channel in
Drosophila photo receptors. Neuron 1992; 8: 643-651.

Nilius B, Owsianik G, Voets T, Peters JA. Transient receptor potentialcation

channels in disease. Physiol Rev 2007; 87: 165-217.

Naziroglu M, Ozgiil C, Celik O, Cig B, S6zbir E. Aminoethoxydiphenyl borate and
flufenamic acid inhibit Ca2+ influx through TRPM?2 channels in rat dorsal root
ganglion neurons activated by ADP-ribose and rotenone. J Membr Biol 2011; 241:
69-75.

Naziroglu M, Ozgiil C, Cig B, Dogan S, Uguz AC. Glutathione modulates Ca(2+)
influx and oxidative toxicity through TRPM2 channel in rat dorsal root ganglion

neurons. ] Membr Biol 2011; 242: 109-118.

Alexhander S.P.H, Mathie A, Peters J.A. Guide to reseptorsand Ion channels. Br J
Pharmacol 2004: 141; 1- 126.

Mederos Y, Schnitzler M, Waring J, Guder-mann T, Chubanov V. Evolution
arydeter-minants of divergentcalciumselectivity of TRPM channels. FASEB J
2008: 22; 1540 —1551.

Nilius B. TRP channels in disease. Biochim Biophys Acta 2007; 1772: 805-812
Hara Y, Wakamori M, Ishii M, Maeno E, Nishida M, Yoshida T, et al. LTRPC2

Ca2+ permeable channel activated by changes in redox status confers

susceptibility to cell death. Mol Cell 2002; 9: 163- 173.

Wehage E, Eisfeld J, Heiner I, Jiingling E, Zitt C, Liickhoff A. Activation of the
cation channel long transientreceptorpotential channe2 (LTRPC2) by hydrogen
peroxide. A splicevarian treveals amode of activationindependent of ADP-ribose. J

BiolChem 2002; 277: 23150-23156.

Satoh S, Tanaka H, Ueda Y, Oyama J, Sugano M, Sumimoto H, Mori Y, Makino
N. Transient receptor potential (TRP) protein 7 acts as a G protein-activated Ca2+
channel mediating angiotensin II-induced myocardial apoptosis. Mol Cell Biochem

2007; 294: 205-215.

52



108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Diplock AT, Charleux JL, Crozier-Willi G, Kok FJ, Rice-Evans C, Roberfroid M,
et al. Functional food science and defence against reactive oxidative species. Brit J

Nutr 1998; 80: 77-112.

Malti J, Mountasif D, Amarouch H. Antimicrobial activity of elettaria

cardamomum: Toxicity, Biochemial and Histological Studies 2007.

Akgiil A. Baharat Bilimi & Teknolojisi. Birinci Baski, Ankara: Ankara Gida
Teknolojisi Dernegi Yayinlar:t No: 15, 1993: 91-93.

Al Bataina BA, Maslat AO, Al Kofahil MM. Element analysis and biological
studies on ten oriental spices using XRF and Ames test. J Trace Elem Med Biol

2003; 17: 85-90.

Nair S, Nagar R, Gupta R. Antioxidant phenolics and flavonoids in common Indian

foods. J Assoc Physicians India 1998; 46: 708-710.

Beddows CG, Jagait C, Kelly MJ. Preservation of alpha-tocopherol in sunflower
oil by herbs and spices. Int J Food Sci Nutr 2000; 51: 327-339.

Dhuley JN. Anti-oxidant effects of cinnamon (cinnamomum verum) bark and
greater cardamom (amomum subulatum) seeds in rats fed high fat diet. Indian J

Exp Biol 1999; 37: 238-242

Sapra B, Gupta S, Tiwary AK. Role of volatile oil pretreatment and skin
cholesterol on permeation of ion-paired diclofenac sodium. Indian J Exp Biol 2000;

38: 895-900.

Al Zuhair H, el Sayeh B, Ameen HA. Pharmacological studies of cardamom oil

inanimals. Pharmacol Res 1996; 34: 79-82.

Sengupta A, Ghosh S, Bhattacharjee S. Dietary cardamom inhibits the formation of
azoxymethane-induced aberrant crypt foci in mice and reduces COX-2 and iNOS

expression in the colon. Asian Pac J Cancer Prev 2005; 6: 118-122.

Hashim S, Aboobaker VS, Madhubala R, Bhattacharya RK, Rao AR. Modulatory
effects of essential oils from spices on the formation of DNA adduct by aflatoxin

B1 in vitro. Nutr Cancer 1994; 21: 169-175.

53



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

Citak A, Alpay H, Nayrr A. Antineoplastik ilaglara bagli bobrek yetersizligi.
Istanbul: T1p Fakiiltesi Mecmuas1 1995; 58: 116-119.

Elbeg S, Turkozkan N. The effect of vitamin e on free radical mediated
adriamycin toxicty in guinea pig kidney. T Klin J Med Res 2001; 19: 131-135.

El-Shitany NA, El-Haggar S, El-Desoky K. Silymarin prevents adriamycin mnduced
cardiotoxicity and nephrotoxicity in rats. Food ChemToxicol 2008; 46: 2422-2428.

Sogiit S, Yilmaz H.R, Songur A. Sicanlarda sisplatin ile olusturulmus
nefrotoksisitede bazi metabolik enzim aktiviteleri ve bunlar iizerine E vitamininin

etkileri. Tip Aragtirmalar1 Dergisi, 2004; 2: 23-28.

Igbal M, Dubey K, Anwer T, Ashish A, Pillai KK. Protective effects of telmisartan
against acute doxorubicin—induced cardiotoxicity in rats. Pharmacologial Reports

2008; 60: 382-390.

Guerra J, De Jesus A, Santiago-Borrero P, Roman-Franco A, Rodriguez E, Crespo
MJ. Plasma Nitric OxideLevels Used as an Indicator of Doxorubicin- Induced

Cardiotoxicity in Rats. Hematol J 2005; 5: 584-588.

Wapstra FH, Van Goor H, De Jong Pe, Navis G, De Zeeuw D. Dose
of doxorubicin determines severity of renal damage and responsiveness to ACE-
inhibition in experimental nephrosis. J Pharmacol Toxicol Methods. 1999; 41: 69-
73.

El-Sheikh AA, Morsy MA, Mahmoud MM, Rifaai RA, Abdelrahman AM. Effect
of coenzyme-q10 on Doxorubicin-induced nephrotoxicity in rats. Adv Pharmacol

Sci 2012; 2012: 981461.

Park E, Kim S, Lee M, Lee H. Protective Effect of Nacetylcysteine and Selenium
against Doxorubicin Toxicity in Rats. J Veterinary Sci 2003; 4: 129-136.

Ayla S. Oktar H, Tanriverdi G. Doksorubisin nedenli sican hepatotoksi sitesine
nikotinamidin koruyucu etkisi. Anadolu Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi,

2009; 10: 229-238.

Kalaiselvi P, Pragasam V, Chinnikrishnan S, Veena CK, Sundarapandiyan R,

Varalakshmi P. Counteracting adriamycin-induced oxidative stress by

54



130.

131.

132.

133.

134.

13S.

136.

137.

138.

139.

140.

administration of N-acetyl cysteine and vitamin E. Clin Chem Lab Med 2005; 43:
834-840.

Koul A, Shubrant, Gupta P. Phytomodulatory potential of lycopene from
Lycopersicum esculentum against doxorubicin induced nephrotoxicity. Indian J

Exp Biol 2013; 51: 635-645.

Cheeseman KH, Slater TF. An introduction to free radical biochemistry. Br Med
Bull 1993; 49: 479-480.

Isbir T. Antioksidan Sistemler. Endotel. Izmir: Tabib Odas1 Tipta Temel Bilimler
Kolu Sonbahar Okulu 1994; 21: 92-98.

Cornelli U. Antioxidant use in nutraceuticals. Clin Dermatol 2009; 27: 175-94.

Giacco R, Clemente G, Cipriano D. Effects of the regular consumption of
wholemeal wheat foods on cardiovascular risk factors in healthy people. Nutr

Metab Cardiovasc Dis 2010; 20: 186—194.

Moure A, Cruz JM, Franco JD. Natural antioxidants from residual sources. Food

Chem 200; 172: 145-71.

Pamuk A. Sifah Bitkiler Ansiklopedisi. Istanbul: Pamuk Yaymcilik ve
Matbaacilik, 1998: 648.

Ozgiilen H. Iksir-i Sifa. Istanbul: Timas Yaynlari, 1998: 301-302.

Guyton AC, Hall EJ. Textbook of Medical Physiology. 11th Ed, Philadelphia:
Saunders, 2006.

Liickhoff A. Effects of antioxidants on calcium influx through TRPM2 channels in
transfected cells activated by hydrogen peroxide. J Neurol Sci 2008; 270: 52-58.

Masumoto K, Tsukimoto M, Kojima S. Role of TRPM2 andTRPVI1 cation
channels in cellular responses to radiation induced DNA damage. Biochim Biophys

Acta 2013; 1830: 3382-3390.

55



6. OZGECMIS

1981 yilinda Diyarbakir’da dogdum. ilk ve ortadgretimimi Diyarbakir’da
tamamladim. 2000 yilinda girdigim Dicle Universitesi Tip Fakiiltesinden 2006
yilinda mezun oldum. Pratisyen hekim olarak Diyarbakir ili Silvan ilgesi Yolarasi
Koyiinde gérev yaptim. Mart 2011 tarihinden itibaren Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 kliniginde ihtisasa devam etmekteyim. Evli ve iki ¢ocuk

babasiymm.

56



