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Sisplatin’e bagh iirogenital organ toksisitesine karsi kuversetinin olas1 koruyucu

etkilerinin incelenmesi

Ogrencinin Adi: Selin CADIRCI
Danigsmani: Prof. Dr. Goksel SENER
Anabilim Dali: Farmakoloji Anabilim Dali

1.0ZET

Amag¢: Calismanin amaci, sisplatin’e bagli iirogenital organ toksisitesine karsi
kuversetinin olas1 koruyucu etkilerinin incelemektir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 4 aylik erkek sicanlar kullanilmistir. Hayvanlar 4
gruba (kontrol+ SF, kontrol+kuversetin, sisplatin+SF, sisplatin+kuversetin)
ayrilmistir. Hayvanlara eter anestezisi uygulanarak oral gavaj aracilifi ile 21 giin
boyunca SF ve kuversetin uygulanmistir. Dekapitasyon sonrasi kan ve doku (bdbrek,
mesane, testis ve korpus kavernozum) Ornekleri alinmistir. Kanda DNA hasari,
dokularda apoptotik belirtecler, antioksidan ve oksidatif stres parametreleri
incelenmistir. Mesane ve korpus kavernozum dokularinda izole organ banyosunda
izometrik kasilma ¢aligmalar1 yapilmistir. Bulgular Graphpad Prism v5 programi ile
degerlendirilmistir.

Bulgular: Yapilan izometrik kasilma caligmalari sonucu korpus kavernozum ve
mesane dokularinin kasilmalarinda iyilesme gozlemlenirken, kavernoz dokunun
gevseme yanitlar1 incelendiginde kuversetinin  herhangi 1yilestirici  etkisi
gozlemlenmemistir. Alinan dokularda, apoptotik belirteclerden kaspaz-3 ve oksidatif
stres parametrelerinden 8-OHdG, malondialdehit, glutatyon, siiperoksit dismutaz
diizeylerinde olumlu etkileri oldugu belirlenmistir.

Sonug: Sisplatin’e bagl iirogenital organ toksisitesine kars1 kuversetinin koruyucu
etkileri gozlemlenmistir.

Anahtar sozciikler: Sisplatin, kuversetin, antioksidan sistem, apoptoz, iirogenital

organlar.



Investigation of the possible protective effects of quersetin against cisplatin-
induced urogenital organ toxicity.

Student Name: Selin CADIRCI

Supervisor: Prof. Dr. Géksel SENER

Department: Pharmacology

2.SUMMARY

Aim: The aim of this study is investigate of the possible protective effects of
quersetin against cisplatin-induced urogenital organ toxicity.

Material and Method: In the study, animals were divided into 4 groups
(control+SF, control+quercetin, cisplatin+ SF, cisplatin+quercetin). For 21 days,
quercetin and SF was administered to the animals via oral gavage under ether
anesthesia. After decapitation, blood and tissue (kidney, bladder, testis, corpus
cavernosum) samples were collected. In blood DNA damage and in tissue samples
apoptotic, antioxidant and oxidative stress parameters were examined. In isolated
tissue bath, isometric contraction study was perfomed with corpus cavernosum and
bladder tissues. Data was assessed with Graphpad Prism v5 program.

Results: As a result of performed isometric contraction of the corpus cavernosum
and bladder tissues improvements was observed but when we examined cavernosum
tissue’s relaxation responses, there was not any healing effects of quercetin.
Apoptotic parameter caspase-3 and oxidative stress parameters, 8-OHdG,
malondialdehyde, glutathione, superoxide dismutase showed significant
improvements.

Conclusion: Quercetin improved cisplatin dependent reproductive organ toxicity and
provided benefits in apoptosis, oxidative stress parameters.

Key Words: Cisplatin, quercetin,antioxidant system,apoptosis, reproductive organ



3.GIRIS VE AMAC

Sisplatin organik platin tiirevli ilaglardan tedaviye ilk giren kemoteropatik bir
ajandir. Testis, over, mesane, prostat, bag ve boyun kanserleri gibi ¢esitli solid kanser
tedavilerinde kullanilmaktadir (Sener ve ark., 2000). Nefrotoksisite ve sitotoksisitesi
kullanimim1 kisitlayan major etmenlerdendir. Bobreklerde yiiksek konsantrasyonda
sisplatin bulunmast ve bunun renal tasiyici sistem {izerine yan etkileri
nefrotoksisitenin olugsmasina neden olur. Glomeriiler filtrasyon hiz1 azalir, kreatinin
seviyesi artar, hipomagnezmi ve hipokalemi goriiliir. Ilacin proksimal tiipte lokal
olarak birikmesi, hiicre i¢inde toksik metabolitlere doniismesi sonucta bdobrekte
hasarlara yol agmaktadir (Dos Santos ve ark.,2012). Hiicre igine girerek DNA’da
guaninin azot atomu ile kovalent bag yapar. Boylece her bir DNA zincirinde veya
cift sarmali olusturan zincirler arasinda c¢apraz baglarin olugsmasina neden olur.
Olusan baglar sitotoksik etkiden sorumludur. DNA c¢ogalmasini ve RNA

sentezlenmesini engeller (Kanter ve ark.,2007).

Sisplatinin nefrotoksik etkisinin temelinde yatan mekanizmalar heniiz tam olarak
aydinlatilamamis olmakla birlikte, oksidatif stresin 6nemli rolii oldugunu gdsteren
calismalar bulunmaktadir. Sisplatin uygulamasi sonrasi bobrekte siiperoksit anyonu
(O2*), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikalleri (*OH) artmaktadir. Olusan bu
serbest radikaller ise hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna, proteinlerin
yapisint bozarak hiicresel hasara neden olmaktadir. Ayrica serbest radikaller
mitokondrial disfonksiyona da neden olmaktadir (Kawai ve ark., 2006; Gulec ve ark.,
2006).

Kuversetin flavonoid ailesinden olan onemli bir antioksidandir ve insan sagligi
tizerine faydali etkileri oldugu bildirilmistir. Antioksidan aktivitesi yaninda antiviral,
antibakteriyel, antikarsinojenik ve antiinflamatuvar etkileri vardir (Materska, 2008).
Sisplatin toksisitesi daha ¢ok bobrek iizerinde c¢alisilmis olup diger dokularda
yapilmis calismaya rastlanmamistir ve kuversetinin sisplatin toksisitesinde rolii
tirogenital organlarda c¢alisilmamistir. Bu nedenle sisplatin  toksisitesinde

kuversetinin etkileri bobrek, mesane, kavernoz ve testis dokularinda incelenecektir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Sisplatin

Platin bilesikleri, diger antineoplastik ilaglardan farkli olarak organik platin tiirevli
genis spektrumlu ilaglardir. Bu gruptaki ilaglardan tedaviye ilk giren sisplatindir.
Rosenberg sisplatinin antineoplastik 6zelligini sans eseri bulmustur. Sisplatin
elektriksel alanda “bakteriyel biiylime oran1” aragtirmalari sonucunda kesfedilmistir.
Aragstiricilar platin elektrotlar1 iizerinde elektrik potansiyeli olusturuldugu zaman
alanda iireme olmadig1 dolayisiyla sisplatinin hiicre boliinmesini inhibe ettigini fark

etmislerdir.

Molekiiler yapt daha sonra tespit edilmis, iki klorid iyonu ile iki amin grubunun
tetravalent platinyum atomu ile cis konfiigurasyonu ile baglandigi belirtilmistir.
Sisplatin ve onun bir analogu olan karboplatin, diger tedavi yontemlerine cevap
vermeyen tiimor tiplerinin tedavisinde basarili  bir sekilde kullanilmistir

(Rosenberg,1985).

HaN Cl
N/
Pt

/ N\
HaN Cl

Sekil-1: Sisplatin’ in molekiiler yapisi

Sisplatin, testis, over, mesane, prostat, bas ve boyun kanserleri gibi ¢esitli solid
kanser tedavilerinde kullanilmaktadir ancak nefrotoksisitesi ilacin kullanimin
kisitlamaktadir. Mide-barsak kanalindan absorbe edilmez; sadece i.v uygulanir.
Sisplatin dokulara, plazma proteinlere %90 oraninda baglanir ve kismen geri
dontisiimsiiz olarak DNA ile etkilesime girer; bu 6zelliginden otiirii sitotoksiktir.
Uygulamadan 4 ay sonra dokuda platin saptanabilir. Diger alkilleyici antineoplastik
ilaclar ile oldugu gibi, sisplatin de DNA hasarma ve hiicre biiylimesinin
yavaslamasina neden olur, ancak proksimal renal tiibiiller lizerindeki etkisi ile bu

hiicrelerde hasara yol agar (Chen ve ark.,2013; Howland ve Mycek, 2009).



Sisplatin nefrotoksisitesinde iki temel faktér vardir: bobreklerde yiiksek
konsantrasyonda sisplatin bulunmasi ve bunun renal tasiyici sistem lizerine yan
etkileri. Renal fonksiyon bozuklugu tek doz sisplatin ile tedavi edilen hastalarda
%25-35 civarindadir. I.v uygulamadan 10 giin sonra glomeriiler filtrasyon %20-40’a
diismiistiir. Kreatinin seviyesi artmistir, glomeriiler filtrasyon hizi azalmis ve
hipomagnezmi ve hipokalemi goriilmiistiir. Ilacin proksimal tiipte lokal olarak
birikmesi, hiicre i¢inde toksik metabolitlere doniismesi sonugta bobrekte hasarlara

yol agmaktadir (Dos Santos ve ark.,2012).

Sisplatin, tiibiiler nekroza yol agarak akut bobrek yetmezligine ve su-elektrolit
bozukluklarina neden olur. Uzun siire sisplatin uygulanmasi sonrasinda ise kiigiik-
orta dereceli arter hasar1 ve glomeriiler ve intersistiyel hasarlar nedeniyle kronik

bobrek hastaligi gézlenmistir (Sanchez-Gonzalez ve ark.,2011).

Sisplatin nefrotoksisitesinin direkt ve indirekt olmak tizere 2 farkli sekilde meydana
geldigi bildirilmistir. Renal tiibiillerde, bobrek damar yapisinda ve glomeriillerdeki
direkt etki renal kan akimini ve glomeriiler fitrasyon hizini azaltir. Sisplatin indirekt
olarak da renal interstisyumda inflamasyona yol acarak akut hasara ve daha sonra
kronik interstisyel fibroza yol acar. Fibroz doniisiimsiiz bobrek hasarinin en énemli

gostergesidir.

Diisiik molekiil agirlikli ve noétral yapidaki sisplatin glomeriillerden hizla siiziiliir.
Tibiil hiicrelerine girer; buradaki konsantrasyonu plazma konsantrasyonunun bes
kat1 kadardir. Intraseliiler maksimum sisplatin konsantrasyonu sitozol, mitokondri,
niikleus ve mitokondride bulunur. Diisiik sisplatin konsantrasyonunda, sisplatinin iki
klor atomu hidroksil grubu ile yer degistirir, boylece daha toksik platinyum
bilesikleri olusur. Proksimal tiibiillerin epitel hiicresinde sisplatin toksisitesi tiibiiler
nekroz ile karakterizedir (mikrovilus kaybi, lizozom sayist ve seklinde degisiklikler,

mitokondrial vakuollesme) (Cunha ve Peres,2013).



Tablo 1: Sisplatin hasarin1 meydana getiren temel mekanizmalar (Kuhlmann ve ark., 1997)

Primer etkiler Sekonder etkiler

Protein sentezinin inhibisyonu Tas1yict Proteinlerin inaktivasyonu
- Niikleolar hasar
- Ribozamal bozukluk

Glutatyon(GSH) ve protein-SH | Mitokondrial Hasar

Lipid Peroksidasyonu

bozulmasi - Na', K" -ATPaz inhibisyonu
- Sitoplazma - Ca" alinnminda azalma
- Mitokondri - ATP bozulmasi

- Membran potansiyali kayb1

Sisplatin DNA ile etkileserek, zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar olusturur.
Olusan baglar sitotoksik etkiden sorumludur; ¢iinkii bu capraz baglar DNA’nin
cogalmasini ve RNA’nin sentezini engeller. Sisplatin’in  baglandigit DNA,
yenilenemediginden, ortaya ¢ikan DNA hasar1 apoptozu uyarir. Bu hasar
onarilamayacak boyutta oldugunda, hiicre tarafindan tolere edilemez ve hiicrenin

6liimiine neden olur (Kanter ve ark.,2007).



Sekil 2: DNA-sisplatin zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar (a) zincirler arasi ¢apraz bag (b),1,2-
zincir i¢i ¢apraz bag. (c), 1,3-zincir i¢i ¢apraz bag.(d), protein-DNA ¢apraz bag (Gonzalez ve ark.,
2001)

Sisplatinin neden oldugu sitotoksitite hiicre dongiisliniin her asamasinda ortaya
cikabilir, ancak en fazla Gi ve S evresinde olan hiicreler etkilenir. Sisplatin
proteinlere ve tiyol grubu iceren diger organellere baglanabilir (Howland ve Mycek,
2009). Sisplatin nefrotoksisitesinde olusan tiibiiler hiicresel hasar uzun yillar
arastirmalara konu olmustur. Hiicresel toksisitede inflamasyon, oksidatif hasar ve

apopitoz sorumlu tutulmustur.



4.1.1. Sisplatin’ in Hiicreye Alinmasi

Sisplatin hiicre i¢ine bakir tasiyici ile girer. Hiicre i¢inde kloriir konsantrasyonu
diisiik oldugu icin klorlir platin molekiiliinden ayrilir. Platin ise DNA, RNA ve
proteinlere baglanir. Yapilan caligmalar platin-DNA iiriinlerinin hiicre i¢in toksik
oldugunu gostermistir. Bu toksisite Ozellikle hizli biiyliyen hiicrelerde belirgindir

(Devajaran ve Hanigan, 2003).

4.1.2. Sisplatin’ in sitotoksik etki mekanizmasi

Sisplatin’ in toksik etki mekanizmalar1 heniiz net olarak agiklanamamis olmakla
birlikte, bunlardan biri DNA ile birlesme sonucu olusan artik {irlinlerdir. Diger bir
mekanizma ise, sisplatin’ in indirgenmis glutatyon ile konjugasyonu sonucu olusan

reaktif tiyoller aracilig1 ile nefrotoksisite olusturmasidir.

Sisplatin toksisitesinde Gama glutamin transpeptidaz (GGT) enziminin 6nemli rolii
vardir. GGT ekstraseliler GSH’1 glutamil asit ve sistein-glisin’e ayirir.
Diaminopeptidaz sistein-glisini sistein ve glisin olarak ayirir. Boylece, hiicre dist
GSH kendini olusturan aminoasitlere ayrilir ve GGT hiicreye sistein kaynagi sunmus
olur. Ayrilan bu aminoasitlerin bir kismi1 tekrar hiicre i¢ine alinir ve hiicreye alinan
aminoasitler ile GSH hiicre i¢inde yeniden olusturulur. Sisplatin, glutatyon-S-
transferaz (GST) varliginda GSH ile birlesmekte Pt-GSH konjugati olugmaktadir.
Olusan Pt-GSH konjugatlar1 oldukga kararsiz yapidadir. Pt-GSH konjugatlari, GGT
tarafindan hiicre diginda Pt-sistein-glisin konjugatlarina metabolize olur. Hiicre i¢ine
alinan Pt-Sistein konjugati, beta liyazlar araciligi ile reaktif tiyollere doniisiir. Olusan
reaktif tiyoller, hiicre Slimiine yol agabilirler. GGT’nin inhibisyonunun fare ve
sicanlarda sisplatin nefrotoksisitesini engelledigi gosterilmistir. Nitekim GGT geni
olmayann siganlarda sisplatin toksisiste olusturamamistir (Devajaran ve Hanigan,
2003; Ozgunes ve Sabuncuoglu, 2010).



Gli Pt-GSH Gar. Ptsis-gli
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Indirgenmis GSH memeli hiicrelerinde milimolar konsantrasyonlarda bulunur. Temel
antioksidan savunma sistemi olan GSH lipid peroksidasyon kontrol mekanizmasinda
giiglii bir faktordiir. Intraseliiler GSH %30 sitozolde, %70 mitokondride bulunur.

Mitokondrial GSH i¢ membran permeabilitesini diizenlenmesinde ¢ok énemlidir.

Platin bilesigi ile siilfidril grubunun etkilesimi sitotoksisiteyi destekleyen ikincil
onemli faktordiir. Platin molekiiliin SH grubuna yiiksek afinitesinden otiirti, klorid
kismu siilfiidril grubu ile yer degistirir, bu nedenle platin bilesigi inaktive olur.
Sisplatinin GSH ve protein SH ile baglanmasi detoksifikasyonun ilk asamasi gibi
goriilsede, bu durum aslinda hiicre hasarina Onciilik eden kaskadin baglamasini
saglar. Protein-S-Sisplatin bilesikleri membranda fonksiyon bozukluguna ve
sitoplazmada Onemli enzim sistemlerinin aktivitelerinin azalmasina neden olur.
Ayrica, glutatyon-sisplatin triinlerinin kararli yapilar1 nedeniyle, serbest reaktif
oksijen metabolitlerini temizlemeye yarayan mevcut indirgenmis glutatyon sayisi
azalir. Bu muhtemelen hiicresel antioksidan savunma sistemine zarar verir, sonug
olarak lipid peroksidasyonuna (LP) neden olur. Yine de LP meydana gelebilmesi i¢in
hiicresel GSH normale gore %30’ dan asagida olmalidir. Hiicresel hasarin
blytikligl, hiicresel reaktif SH grubuna baghdir. Hiicresel GSH’ 1 bozulmasi
sisplatin toksisitesini arttirir. Bu  bilgiler dogrultusunda SH grubu veya SH
indirgeyici ajan uygulamasimin, sisplatine bagli hasar1 (in vivo- in Vitro)

Onleyebilecegi ileri stiriilmistiir (Kuhlmann ve ark., 1997).



Toksik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda ve atiliminda bobreklerdeki transport
sistemleri ve metabolizma reaksiyonlar: 6nemli rol oynar. Diger bir deyisle bobrekte
ksenobiyotiklerden olugsan metabolitler nefrotoksisitede dnemli rol oynar. Bobrekler
kan akiminin fazla olmasi nedeniyle yiiksek konsantrasyondaki ksenobiyotik ve
metobolitlerine fazla maruz kalir. Ksenobiyotikler her ne kadar karacigerde
metabolize olsalarda olusan toksik iiriinler diger organlar bu organlarin transport

sistemleri ile alinarak zarar verirler.

Glutatyon-S konjugat nefrotoksisiteye sebep olan yeni bulunmus yolaklardan biridir.
Glutatyon memeli hiicrelerinde bulunan, diisiik molekiil agirlikli bir peptitdir ve
bir¢ok hiicresel olaya katilir. Niikleofilik siilfiir atomu ve glutatyonun antioksidan
Ozelliklerinden dolayi, oksidanlarin ve ksenobiyotiklerin detoksifiye edilmesinde
onemli bir faktordiir. Ancak, son kanitlar bu genellemenin her zaman dogru
olmadigin1 gostermistir ve glutatyon-S konjugatin bazen de toksik olabilecegi
sOylenmistir. Glutatyon-S konjugatin 3 tipi bulunmaktadir. Orta seviyeli olan, renal
toksisite ile baglantili bulunmus ve muhtemelen haloalkanlar, haloalkenler,
hidrokinonlar ve aminofenoller renal toksisiteyi aciklayan bir mekanizma teskil

etmektedir (Tarloff ve Lash, 2006).

Platinyum-GSH konjugatlar1 karaciger ya da bobreklerde olusur. Karaciger’de
sisplatin birikmesi gecicidir. Uygulanan sisplatinin yaklagik %1°’1 6 saat iginde
safradan atilir. Sisplatinin GSH ile konjugasyonunun inhibisyonunun sisplatin
nefrotoksisitesini (NF) azaltacagi diistiniilmiis ve farelerde yapilan bir ¢alismada
ketoprofen uygulamasi ile GST’in inhibisyonu sisplatin NF’sini azalttig
gosterilmistir. Sicanlarda ise GSH sentezinin inhibisyonu sisplatine kars1 koruyucu
oldugu gosterilmis. (Devajaran ve Hanigan, 2003). Ancak asagida belirtildigi gibi,
sisplatinin renal hiicreleri oldiirdiigline dair olan molekiiler mekanizma sisplatinin
konsantrasyonuna ve hiicrenin antioksidan seviyesine baghdir. Tiyol bilesikleri,
klinik olarak sisplatin nefrotoksisitesini azaltmak i¢in kullanilir. Sisplatin
uygulamasini takip eden 30 dakika i¢inde yliksek doz i.v GSH injeksiyonu yapilirsa
koruyucu etki gosterir. GSH seviyesinin koruyucu dozlara ulasabilmesi i¢in gerekli
olan doz sisplatin dozunun 30-40 kat daha fazlasidir. Bu veriler sisplatin-GSH

konjugatinin sisplatini nefrotoksine cevirir hipotezi ile ¢elisiyor gibi goriinebilir ama
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yiksek doz GSH, GGT once acgik yazilacak GGT aktivitesi ile yarigsarak
nefrotoksisiteyi inhibe eder. GSH, GGT’nin temel fizyolojik substratidir. GGT hiicre
ylizeyinde bulunur ve ekstraseliiler sivida yliksek oranda GSH tarafindan inhibe
edilir. GGT inhibisyonu ile GSH, sisplatin-GSH metabolizmasini dolayisiyla
sisplatin-sistein-glisin konjugati azalacaktir (Devajaran ve Hanigan, 2003). Bir¢ok
stilfir  iceren  bilesigin;  prokoinomid,  dietilditiyocarbamet, = N-metil-D-
glukomineditiyo karbamet, metimazol, siilfatiyazol ve amifostin’in sisplatinin
antitimor etkisini azaltmadan nefrotoksisiteyi azalttigi gosterilmistir (Jones ve
ark.,1992; Borch ve ark., 1980; Yee ve ark., 1994; Korst ve ark., 1998; Osman ve
ark., 2000).

Prokainomid antiaritmik bir ilagtir ve sisplatine baglanarak sisplatin-prokoinamid
bilesigini olusturur. Prokoinamid varliginda daha fazla sisplatin DNA’ya baglanir,
buda antitiimor aktivitesini devam ettirdigini agiklar. Prokoinamid sisplatin ile
baglanmasi sisplatin-GSH kompleksinin olusmasini 6nler. Boylece, toksisite azaltilir

(Viale ve ark., 2000).

Diger tiyol gruplar1 da sisplatin ile kompleks olusturabilir fakat DNA-platin
konjugatlarinin olugmasini 6nlemez. Buna karsi, sodyum tiyosiilfat ve biotin’in her
ikiside nefrotoksisiteyi ve antitimor aktivitesini inhibe eder (Jones ve ark.,1992;

Uozumi ve ark., 1984).

4.1.3. Sisplatin’ in Atthm

Sisplatin agirlikli olarak viicuttan bobrekler araciligi atilir, safra ve bagirsaklardan
atilim1 diisiik miktardadir. Ancak kanda toksik olmayan seviyeleri dahi bobreklerde
ilag birikimi nedeniyle toksisiteye neden olur. Tiibiiler epitel hiicrelerde sisplatin
konsantrasyonu kandakine gore bes kat daha fazladir. Sisplatine bagl renal toksisite
doza baghdir ve boylece olas1 doz artisina sinir getirilerek toksisiteden korunulabilir.
Toksik etki ilk olarak proksimal tiipte, tiibiiler epitel hiicrenin S3 segmentinde, daha

sonra glomertiler ve distal tiiplerde goriiliir (Cunha ve Peres,2013).
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4.1.4. Bobrek Tiibiill Hiicresinde Sisplatin Sonrasi Olusan Biyokimyasal
Degisiklikler

Intraseliiler ‘‘mitojen-ile aktive olan protein kinaz’> (MAPK) sinyal yolu sisplatin
nefrotoksitesinde etkili diger bir yoldur. Hiicre c¢ogalmasini, farklilagmasini ve

sagkalim stiresini belirleyen 3 temel MAPK yolag: vardir.

1- Hiicre disinda diizenleyici kinazlar (Ekstraseliiler regulated kinase,ERK)
2- p38
3- Jun N-terminal kinaz / stres ile aktive edilmis protein kinaz (JNK/SAPK)

Sisplatinin bobreklerde bu ti¢ yolagi da aktiflestirdigi in vivo ve in vitro olarak
gosterilmistir. P38 ve JINK/SAPK yolaklarint inflamasyon, hiperosmolalite, oksidatif
stres, hidroksil radikalleri ve sitokinler aktive edebilir. ERK ve p38 ‘‘tiimor nekroz
faktor” (TNF-alfa)’y1 aktive eder. ERK ayrica kaspase 3’1 aktive ederek tiibiiler
apoptozu tetikler (Demir M, 2008; Xin Yao ve ark., 2007).

4.2. Sisplatin’ in Testislere Etkisi

Insanlarda azoospermi ve testikiiler atrofi kanser tedavisinde karsilasilan baslica yan
etkilerdendir. Hayvan modellerinde sisplatin, spermatogenezde uzun siireli
bozukluklar yapmustir. Sisplatin, leyding hiicrelerini inhibe ederek, testosteron
salgisin1 bozar. Akut veya kronik kemoteropi maruziyeti germ hiicrelerinde apoptoza
neden olur (Ahmed ve ark., 2011).

Sisplatinin uygulamas: ile testislerde Bax artarken, BCL2 azalmistir. Spermatagenez
diger kemoteropik ilaglara nazaran sisplatine daha duyarhdir. Sisplatin, testikiiler
antioksidan seviyesini azaltarak lipid peroksidasyonu indiikler (Ahmed ve ark., 2011;
Turk ve ark., 2011).

Histopatolojik olarak, seminifer tiiplerin sayinda azalma, boyutunda kiigiilme,
dejenerasyon, spermatogonia’da vakuollesme, spermatosit ve daha az sayida germ
hiicresi ve seminifer epitelyum bariyerde azalma goriilmiistiir. Seminifer tiiplerde
atrofi, germ hiicrelerinde azalma ve dejenerasyon, intersitiyel 6dem, kapiller

tikaniklik; Jonhsen’s testis skalasinda azalma goriilmiistiir (Turk ve ark., 2011).
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Yapilan calismalarda, sisplatin uygulanan grup kontrol ile karsilastirildiginda testis
dokusunda LP artmis, antioksidan tedavi olan grupta ise LP azalmistir. Sisplatin ile
indiiklenen hayvanlarin testislerinde O2*~ ve MDA artarken, SOD, CAT ve GSH
seviyeleri ve testikiiler agirlik, plazma testosteron seviyeleri azalmistir (Ilbey ve ark.,

2009; Narayana ve ark., 2012; Marcon ve ark., 2011; Boekelheide, 2005).

4.3. Apoptoz

Apoptozis; inflamatuar bir yanit1 tetiklemeden hiicre 6liimiinii kontrol eden bir sinyal
kaskadimin aktiflestigi, iyi diizenlenmis ve evrimsel olarak korunmus, enerji bagimh
bir “hiicre intihar1” programidir. Bu program normal doku gelisimi sirasinda ihtiyag

duyulmayan yapilarin uzaklastirilmas: ve dokunun seklini alabilmesi i¢in ¢alisir.

Biiylime faktorlerinin azalmasi, hipoksi, oksidatif stres, DNA hasari, mitokondrilerin
geri doniistimsiiz hasari, iskemi/reperfiizyon hasari1 gibi apoptotik uyarilar sonucunda

hiicrede apoptotik sinyal kaskad1 baglar (Cubukcuoglu, 2008).

Sisplatinin tiimor hiicresindeki apoptotik etkisi Fas- yolagm aktivasyonu iledir. In
vitro ortamda kiiltiire tiibiil epitelyum hiicrelerinde sisplatin (20-80 mikroM) Fas
ekspresyonunu artirmis ve apoptoza neden olmustur (Razzaque ve ark., 1999). Bunu
desteklemek iizere yapilan karsilastirmali ¢alismalarda wild-tip farelerde sisplatin
FAS mRNA upregiilasyonuna ve beraberinde caspaz-8 aktivasyonuna yol acarak
tiibiiler apoptoza, renal disfonksiyona neden olurken Fas geni mutant farelerde bu
nefrotoksik yanitlar azalmistir (Tsuruya ve ark., 2003). Benzer baska bir ¢aligmada
wild-farelerde sisplatin sonrast TNF-a artarken TNFR-1 eksiltilmig farelerde
bobrekte sisplatine apoptotik yanit azalmistir. Bu bilgiler dogrultusunda sisplatinin
nefrotoksik etkisinde tiibiil hiicrelerindeki “6liim-reseptér yolagi”nin rolii oldugu
anlasilmistir. Ancak yinede gerek wild- ve gerekse Fas-mutant ve TNFR1 eksik
farelerde tiibiil hiicrelerinde apoptotik hiicrelere rastlanmistir (Tsuruya ve ark., 2003;
Reeves ve Ramesh, 2002). Bu durumda farkli yolaklarin araciligi diistintilmiistiir.
Yapilan arastirmalar nefrotoksisitede p53 geni ve oksidatif hasarin roliini

aciklamaya hedeflenmistir.
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Myaji ve arkadaslar1 sisplatin uygulanan hayvanlarin bobrekte p53 aktivasyonunu
gosterirken, sisplatinden once p53 geni baskilanmis hayvanlarda apoptotik yanitin
onlendigi bildirilmistir. Bunun disinda bulgular sisplatine bagli DNA hasarinin ve
sisplatine bagli oksidan hasarin p53 araciligi ile olustugunu acgikca gostermektedir.
P53, sirasiyla Bax ve Fas yolagini aktive etmektedir (Muller ve ark., 1998; Chandel
ve ark., 1998).
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Sekil 4: Sisplatin nefrotoksisitesinde énerilern apoptotik yolak. ROM: Reaktif oksijen metabolitleri.sit c:
sitokrom c. Oli reseptdr yolaklari yesil ve mitokondrial yolaklar mor olarak gdsterilmistir. Bcl2 inhibitdr

etki gosterirken, digerleri uyarici etki gdstermistir ( Devajaran ve Hanigan, 2003).
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4.4. Oksidatif Hasar

Serbest radikaller, bir elektronunu kaybetmis, stabil olmayan molekiillerdir. Kararsiz
hale gelmis olan bu molekiiller komsu hiicrelere saldirarak hasara neden olurlar.
Yaslanma, ateroskleroz, kronik dejeneratif hastaliklar, kalp hastaliklar1 ve kanser
olusumunda rol oynarlar. Serbest radikaller, viicudun enerji {iretimi gibi dogal
siirecinde olusabildikleri gibi maruz kalinan kimyasallar sonucunda da olusabilirler
(Bonomini ve ark., 2015; Bar-Or ve ark., 2012)

CAT, SOD ve glutatyon peroksidaz (GSHPx) wviicutta {iretilen antioksidan
enzimlerdir. Siiperoksit anyonu, SOD enzimi araciligi ile hidrojen peroksit ve
oksijene dontisiir, bdylece etkisi azaltilmis olur. Meydana gelen hidrojen peroksit ise
katalaz enzimi ile su ve oksijene doniistiiriiliir. Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlar
araciligityla ve serbest radikalleri yakalamak iizere gorev yapan hiicresel
antioksidanlardir. Tiyol grubu tasiyan bir tripeptid olan glutatyon, serbest radikallerin
yikicr etkilerini 6nleyen veya azaltan transferazlar, peroksidazlar gibi bir¢ok enzimin
substrat1 olarak goérev yapmaktadir. Suda ¢oziinebilen bir tiyol olan ve birgok
hiicrede ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunan glutatyon, biyolojik membranlari
lipid peroksidasyonuna karsi korumaktadir. Bu koruma, enzimatik olarak

gerceklesmektedir (Karadeniz ve Koca).

Antioksidan enzimler, serbest radikalleri etkisiz hale getirerek hiicreleri bu
hasarlardan korurlar. Antioksidanlarin serbest radikalleri etkisiz hale getirebilmesi
icin, serbest radikallerin ve antioksidanlarin viicutta denge halinde olmasi
gerekmektedir. Eger serbest radikal seviyesi, antioksidan seviyesine gore artarsa
serbest radikaller hiicrelerde oksidatif hasarlara yol agar ve bu duruma oksidatif stres

denir (Boots ve ark., 2008).

Yapilan caligmalarda, sisplatine bagli nefrotoksisitenin patogenezinde oksidatif
stresin Onemli bir rolii oldugu ileri siiriilmektedir. Hiicrede reaktif oksijen tiirleri
ksantin-ksantin oksidaz, mitokondri ve NADP oksidaz tarafindan iiretilir. Olusan
reaktif oksijen tiirleri hiicre bilesenlerine (lipid, protein, DNA) zarar verip, yapilarim
bozar. Sisplatin sonrasi bobrekte O2*-, H202 ve *OH artmis, GSH-Px, SOD, CAT

seviyelerinin diismiistiir (Kawai ve ark., 2006; Gulec ve ark., 2006).
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Buna bagli olarak antioksidan sistemin dengesinin bozulmasi nefrotoksisiteye sebep
olmaktadir. Fakat yapilan ¢alismalarda antioksidanlarin hem in vivo hem de in vitro
olarak sisplatine kars1 koruyucu etkisi oldugu gostermistir ( Sanchez-Gonzalez ve
ark., 2011).

Sisplatin uygulanan hayvanlarda, flavonoidler, vitamin C, vitamin E ve melatoninin
meydana gelen nefrotoksisiteye karsi iyilestirici etkileri oldugu gosterilmistir (Kanter

ve ark., 2007; Sener ve ark., 2000; Antunes ve ark., 2000).

4.5. Sitokinler

Yiiksek konsantrasyonda sisplatin proksimal tiibiillerde nekroza sebep olurken,
diisiik konsantrasyonda kaspaz 9 araciligiyla apoptoza sebep olur. Sisplatinin glukoz
6 fosfat dehidrogenaz ve hekzokinaz aktivitesini artirarak serbest radikal tiretimini
arttirdigt ve antioksidan diizeylerini azalttigi gosterilmistir. Bununla birlikte
intraseliiler kalsiyum miktarinin artmasi, NADPH oksidaz’in artmasina ve buda
reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine neden olur. Serbest radikaller ayni zamanda
mitokondrial disfonksiyona da neden olur. Antioksidan enzimler sisplatin tarafindan

inhibe olur.

Kaspaz 1, 8, 9 apoptozu baglatic1 kaspazlardir, kaspaz 3’ i aktive ederek apoptoza
sebep olurlar. DNA fragmentlerin ve oksidatif iriinlerin mitokondriyal yolagi
uyarmast sonucu, kaspaz 9 aktivasyonu gergeklesmis olur. Hiicre yiizey enzimleri
TNF alfa ile birleserek kaspaz 8 ‘in aktive olmasina neden olur. Sisplatine bagli renal
hasarda kaspaz 1 direk olarak kaspaz 3’0 aktive eder. Sisplatinin patogenezinde
inflamasyonun 6nemli rolii vardir. TNF-alfa apoptozu indiikler, buda reaktif oksijen

tiirlerinin iiretimini arttirir (Xin Yao.,2007).
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Sekil-5: Sisplatine bagli akut tiibiiler hiicre hasar1 yolaklari.

4.6. Flavanoidler

Flavanoidler diisitk molekiil agirlikli fenolik bilesiklerdir ve sebze, meyve, findik,
tohum, baharat ve cigeklerde bulunur. Santral sinir sistemi (SSS) iizerine olan etkisi
2 sekildedir;1- GABA reseptoriiniin benzodiazepin kismina baglanarak sedasyon,
anksiyolitik ve anti konviilsan etki gosterir. 2- Monoamin oksidaz Ave B’yi inhibe
ederek antidepresan ve antiparkinson etki gosterebilir. Son ¢alismalar, flavanoidlerin
ruh halini ve SSS’ni

etkileme yetenegine sahip oldugunu gostermektedir.

Flavanoidlerin noroprotektif etkileri oldugu da gosterilmistir (Jager ve Saaby, 2011).

Flavanoidlerin antioksidan aktivitesinin yam1 sira kardiyovaskiiler hastaliklar
tizerinde de olumlu etkileri vardir. Flavanoidlerin, endotel nitrik oksiti arttirdig1 ve
boylece endotel bagimli gevseme yanitlarimi artirarak hiperansiyon, kalp krizi ve
metabolik sendroma kars1 koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir. Anti inflamatuvar
etkisi vardir, inflamatuvar hiicre fonksiyonlarini diizenler. Eikozonodileri olusturan
enzimleri inhibe eder, proinflamatuvar molekiillerin {iretimini azaltir ve immun
sistemi  dilizenler. Flavanoidlerin  kanserojen = maddelerin  inaktivasyonu,
antiproliferasyon, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, tiimor hiicresinde apoptozun
indiiklenmesi ve anjiogenez inhibisyonu gibi antikanser etkileri de gosterilmistir

(Middleton ve ark.,2000).
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Flavonoidler karaciger yaglanmasini onler, yag asidi oksidasyonunu artirir. Bir¢ok
flavanoidin Tip 2 diyabet ile ilgili biyolojik hedefler {izerinde etkili olduklar
gosterilmistir (Assini ve ark.,2013).

Flavanoidlerin diyet ile alimiminda meme, kolon, akciger, prostat, pankreas

hiicrelerinde meydana gelen kanserlerde gerileme goriilmiistiir.

4.6.1. Kuversetin

Kuversetin, sebze ve meyvelerde bulunan saglik i¢in faydali etkileri olan flavanoid
grubundan bir antioksidandir. Antioksidan aktivitesi yaninda antiviral, antibakteriyel,
antikarsinojenik ve antiinflamatuvar etkileri vardir. Antikarsinojenik ozelligi ile
mutasyona ugramis hiicrelerde apoptozu arttirir, DNA sentezini inhibe eder ve

kanserli hiicrenin biiyiimesini engeller.

Bir kuversetin molekiilii, bilesigin biyolojik aktivitesini tespit etmeye yarayan bes
hidroksil grubu igerir. Kuversetin tiirevlerinin ana grubu glikozitlerdir (Materska,
2008; Boots ve ark., 2008).
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Sekil-6: Kuversetin ‘in kimyasal yapist.

Kuversetin’in aglikon ve glikozit formlarmin ikisi de gastrointestinal sistemde farkli
Olctide absorbe edilir. Lipofilik kuversetin molekiilii mide tarafindan kolayca absorbe

edilir ve safraya salinir.

Kuversetin diisiik yogunluklu lipoproteini oksidasyondan korur ve trombosit
agregasyonunu Onler. Son bulgular kuversetinin kardiyovaskiiler hastaliklara karsi
koruyucu oldugunu gostermektedir. Kuversetin anlamli olarak plazma lipid
seviyesini, lipoprotein ve hepatik kolesterolii azaltir ve oksidatif stress sonucu olusan

okside LDL ‘yi inhibe eder. Kuversetin ayrica siganlarda nitrik oksit liretimini artisi
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aracilt endotel bagimli vazodilatasyonu uyarir. Kalbi koruyucu bu etkisi arterler,
venler ve koronerlerde vazodilator etkisinden kaynaklaniyor olabilir (Coates ve ark.,

2010).

1992 yilinda bir calismada, kuversetinin iskemi-reperfiizyon’nun
kardiyomiyositlerde sebep oldugu oksidatif stresi ksantin dehidrogenaz ve ksantin

oksidaz sistemini inhibe ederek azalttig1 gosterilmistir (Boots ve ark.,2008).

Inflamasyon; sitokinler, eikazonoidler ve birgok diger immun faktorle alakalidir.
Kuversetin TNF-alfa iiretimini inhibe eder ve akut-kronik patofizyolojik durumlarda
kronik inflamasyonu =zayiflatir. Kuversetin, TNF, IL-1Beta ve iINOS gibi
immiinolojik molekiillerin iiretiminde yer alan transkripsiyon faktorii NF-kappaB'yi
inhibe ettigine inanilmaktadir. Astim akciger havayolunda konstriikksiyon ile
karakterize olan inflamatuvar bir hastaliktir. Astim krizi sirasinda, kimyasal
mediyatorler tarafindan salinan allerjenler mast hiicreleri ve bazofilleri aktive eder ve
inflamasyona neden olan sitokinlerin salinmasina Onciililk eder. Bu sitokinler
arasinda IL-4, IL-13 ve IL-5 allerjik inflamasyonda yer alirlar. Kuversetin bu
sitokinlerin insan bazofillerinden sentezlenmesini inhibe ettigi rapor edilmistir.
Yapilan bir ¢alismada kuversetinin metaboliti olan 3-O- metilkuversetin CAMP ve
cGMP fosfodiesterazi inhibe ederek astimda faydali etkiler gosterdigi rapor
edilmistir (Coates ve ark., 2010).

Bircok epidemiyolojik c¢alismada kuversetinin diyet ile alimiminin oksidatif stresi
inhibe ederek prostat, over, gogiis, mide ve barsak kanseri riskini azalttigini

gostermistir.
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5. GEREC VE YONTEM

Calismamizda 250-300 gr. agirhiginda erkek Sprague Dawley sigcanlar kullanildi.
Deney siiresince 20 °C +2 1sida ve 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik ortami
ayarlanmig laboratuar sartlarinda yasayan siganlar 4 gruba ayrildi. Bu calisma
Marmara Universitesi Hayvan Etik Kurulu’nun onayr (Karar No: 99. 2013.mar)

alinarak yapildi.
5.1. Gruplar ve Deney Protokolii

Kontrol SF grubu (n=6): Bu gruptaki hayvanlara bir kez intraperitoneal (ip) olarak
serum fizyolojik (SF) uygulandi ve bunu takiben 21 giin boyunca eter anestezisi
altinda oral olarak gavaj ile SF uygulamas1 yapildi.

Kontrol KT grubu (n=6): Bu gruptaki hayvanlara bir kez ip olarak SF uyguland: ve
bunu takiben 21 giin boyunca eter anestezisi altinda oral gavaj ile kuversetin (KT)
(20 mg/kg) uygulamasi yapildi (Elbe ve ark., 2015).

Sisplatin + SF grubu (n=8): Bu gruptaki hayvanlara tek doz sisplatin (7 mg/kg; ip)
uygulanmasinin ardindan 21 giin boyunca eter anestezisi altinda oral olarak gavaj ile
SF uygulamasi yapildi.

Sisplatin + Kuversetin (n=8): Bu gruptaki hayvanlara tek doz sisplatin (7 mg/kg;
ip) (Yilmaz ve ark., 2004) uygulanmasinin ardindan 21 giin boyunca eter anestezisi

altinda oral olarak gavaj ile KT (20 mg/kg) uygulamasi yapildi.

21 giinliik uygulama sonunda hayvanlar dekapite edilerek kan ve doku (bobrek,
mesane, testis ve korpus kavernozum) Ornekleri alindi. Mesane ve korpus
kavernozum dokularinin kasilma ve gevseme yanitlar1 izole organ banyosunda
incelenerek fonksiyonel agidan degerlendirildi. Kan ve dokularda oksidatif hasar ve
apoptozis Olglimleri yapildi. Bu amagla malondiladehit (MDA), glutatyon (GSH),
stiperoksit dismutaz (SOD), kaspaz-3 ve DNA oksidasyonu tayinleri yapildi.
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5.2. Dokularin izole Organ Banyosunda Yapilan In Vitro Cahsmalar Icin
Hazirlanisi:

Kullanilan Cozeltiler:

Krebs-Henseleit ¢ozeltisi (mM):NaCl 118.14, KCI 4.7, CaCl, 2.5, NaHCO3 25,
MgSO4 1.2, KH2PO4 1.2, Glukoz 11.1; Cozelti distile su ile her ¢aligma giinii taze
olarak hazirlandi.

Tirod ¢ozeltisi (mM):NaCl 124.9, KCI 2.5, NaHCO3 23.8, MgCl, 0.5, NaH2PO4 0.4,
CaCl 1.8, Glukoz 5.5; Cozelti distile su ile her ¢alisma giinii taze olarak hazirlandi.
80mM KCIl ¢ozeltisi (mM): NaCl 39.35, KCI 80, CaCl» 2.5, MgSOs4 1.2, NaHCO3
25, KH2PO4 2.2, Glukoz 11.1

124mM KCl ¢ozeltisi (mM):NaCl 39.35, KCI 124, CaCl, 2.5, MgSO4 1.2, NaHCO3
25, KH2PO4 1.2, Glukoz 11.1

Fenilefrin (Sigma): Fenilefrin  3x10°-10° konsantrasyon araliginda organ
banyosuna kiimiilatif olarak uygulanmak tizere distile suda ¢oziilerek hazirlandi.
Karbakol (Sigma): Karbakol 3x10° -10 konsantrasyon araliginda organ banyosuna

kiimiilatif olarak uygulanmak iizere distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Mesane dokusundan ve iiretrasi ¢ikartilarak ayrilan kavernoz dokudan hazirlanan
seritler iist ve alt uclarindan organ banyolarina asildi. Kavernoz doku Krebs-
Henseleit ve mesane dokusu igin Tirod ¢ozeltileri kullanildi. Cift cidarli olan organ
banyolarinin sicakliklar1 termostathi bir sirkiilator ile 37 °C de sabit tutuldu ve

banyolar deney siiresince %95 02 +% 5 CO> gaz karisimi ile gazlandirildi.

Organ banyolarina asilan dokulara 1 gramlik 6n gerginlik uygulanarak 45 dakika
dengelemeye birakildi ve banyo ¢ozeltileri bu siire boyunca 15’er dakika ara ile
yenilendi. Dokularin KCI ile kasilma yanitlarimin alimmasi i¢in kavernoz doku

124mM KCI, mesane dokusu ise 80mM KCl igeren fizyolojik ¢6zelti kullandi.

Daha sonra yikanilan dokular agonist maddelerin uygulanmasindan 6nce 45 dakika
dinlendirildi. Korpus kavernozum dokusuna artan konsantrasyonlarda fenilefrin
kiimiilatif uygulanarak doz-yanit egrileri alind1. Tekrar yikanip dinlendirilen dokular
fenilefrin submaksimal dozu ile kasildi ve artan konsantrasyonlarda kiimiilatif olarak
karbakol uygulamasi ile kavernoz dokuda gevseme cevaplari kaydedildi. Fenilefrin

ile aliman kasilma yanitlar1 KCI ile alinan kasilma yanitinin yiizdesi seklinde ve
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karbakol ile alinan gevseme yanitlari ise fenilefrinin submaksimal kasilma yanitinin

% gevsemesi olarak degerlendirildi.

Mesane dokusunda artan konsantrasyonlarda kiimiilatif uygulanan karbakol ile
kasilma yanitlar1 alindi ve bu yanitlar da benzer sekilde KCl kasilma yanitinin

yiizdesi olarak degerlendirildi (Paskaloglu ve ark.,2004).

5.3. Dokularda Yapilan Tayinler

5.3.1 Malondialdehit (MDA) tayini: Dokularda MDA tayini yapilirken Beuge ve
Aust’un (1978) yontemi kullanildi. Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikarilan bébrek,
mesane, testis ve kavernoz dokular serum fizyolojik ile yikandiktan sonra kurutuldu.
Ika Werk homojenizatoriinde buz iistinde 150 mM KCl ¢ozeltisiyle dokularin
%10’luk homojenatlar1 hazirlandi.

Gerekli ¢ozeltiler

TBA (Tiyobarbitiirik asit) cozeltisi: % 0.375 g TBA ve % 15’lik TCA
(Trikloroasetik asit) igeren ¢ozelti, 0.25N HCl ile hazirlandi.

Standart cozeltisi: 1,1,3,3 tetractoksipropan’in 10 mM’lik stok ¢ozeltisinden farkl
seyreltmeler yapilarak ¢alisildi.

Deneyin yapilisi: Kor (0.5ml 150 mM KCL), standart (0.5ml) ve numune (0.5ml
doku homojenati) iizerine 1 ml % 0.375 TBA ¢dzeltisi koyuldu. 15 dakika kaynar su
banyosuna birakildi ve sonra tlipler oda sicakliginda sogutuldu. 10 dakika 3000
devir/dakikada santrifiij edildi. Ust faz almarak olusan rengin absorbansi

spektrofotometrede 532 nm’de okutuldu.

5.3.2 Glutatyon (GSH) tayini: Dokuda GSH tayini Beutler yontemine gére yapildi.
Glutatyon tayininde MDA tayini i¢in hazirlanan % 10’luk homojenatlar kullanildi.
Gerekli ¢ozeltiler:

0,3M NazHPO4 (Disodyum hidrojen fosfat)

10mM DTNB (Ditiyo nitro benzen, Ellman): 39.63 mg DTNB % 1’lik sodyum
sitrat ile 10 ml’ye tamamlanda.

% 20’lik TCA
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Standart glutatyon cozeltisi: 50 mg glutatyon distile suda c¢ozildli, 5 ml’ye
tamamlandi. Deneyin yapilist: 0.4 ml % 10’luk homojenat ile 0.2 ml % 20’lik TCA
ile kanistirildi. 15 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij (Hettich Universal) edildi.
Ust fazda GSH calisildy, ¢cokelti atildi.

Kor (0.2 ml 150mM KCl), standart (0.2 ml standart ¢6zeltisi) ve numune (0.2 ml st
faz) lizerine 1 ml 0.3 M Na;HPO4 ve 0.05 ml Ellman ¢ozeltisi ilave edilerek
kanistirildi, Sdakika bekletildi ve olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 412

nm.de okundu.

5.3.3 Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi tayini: Doku homojenatlarinda SOD
aktivitesi Mylorie ve arkadaslarinin metoduna gore yapildi. 50 mM potasyum fosfat
tamponu-EDTA, 0.2 mM ribofilavin ve 6mM o-dianisinide kullanilarak hazirlanan

tampon ile floresan 151k ve 37 C de bekletilen drnekler 460 nm’de okundu. Sonuglar
U/gr doku olarak ifade edildi.

5.3.4 Kaspaz-3 aktivite tayini: Doku homojenati (50 mM HEPES, 100 mM NaCl, 0.1% CHAPS,
1 mM DTT, 100 mM EDTA, pH:7.4) eklenerek ultrasonik homojenizator ile 15 saniye %70
amplitud kullanilarak buz igerisinde patlatildi. 14.000xg de 15 dakika santrifiij edilerek

stipernatant alinarak kaspaz-3 6lgimi icin kullanildi.

Kaspaz 3 aktivite dizeyleri kolorimetrik olarak Ben Amor ve arkadaslarinin yontemine gore
substratlari ve inhibitérleri kullanilarak ELISA okuyucusunda tayin edildi. Olgiim prensibi
kaspaz-3 substrati olan N-Asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilid’den (Ac-DEVD-pNA) kromofor
p-nitroanilinin  (pNA) olusmasinin spektrofotometrik olarak o6lciim esasina dayanir.

Serbestlesen pNA’nin absorbansi ELISA okuyucusunda 405 nm’de okunarak bulundu.

Deneyin yapilisi: Doku homojenati lzerine hiicre patlatma tamponu eklenerek soguk
ortamda silspanse edildi ve 10.000xg de santriflij sonrasinda silipernatant kullanildi.
Supernatant kuyucuklar Gzerine yiklendi, tzerine 50 uL reaksiyon tamponu konulduktan
sonra 4 mM DEVD-pNA substrati eklendi. Kuyucuklar 37 C2 de 2 saat inkibe edildikten
sonra 405 nm’de ELISA okuyucusunda okunarak sonuglar nmol pNA/mg protein/dakika
olarak ifade edildi. Kaspaz 3 aktivitesini kaspaz benzeri aktivite gosteren diger proteazlardan

ayirmak icin kaspaz 3 inhibitori olarak Ac-DEVD-CHO kullanildi.
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5.3.5 Kaspaz-3 proteini western blot ile tespiti:

Western-Blot: Hicreler patlatma tamponu kullanilarak buz icerisinde ultrasonik
homojenizatérde 15 sn siirede %70 amplitid ile patlatildi. 12.000xg de 4 °C de santrifij

edilerek st fazda Western Blot ¢alismalari yapildi.

Hazirlanan c¢ozeltiler: Yiginlama jeli ¢ozeltisi: 0.5 M Tris, % 0.4 SDS, pH:6.8, Ayirma jeli
¢Ozeltisi: 1.5 M Tris,% 0.4 SDS, pH: 8.8, %30 akrilamit-bis ¢ozeltisi, %10 Amonyum persulfat
¢Ozeltisi(APS), %10 SDS ¢ozeltisi, TEMED, ornek yikleme tamponu: %4 SDS, %20 gliserol,
%10 R-merkaptoetanol, % 0.004 bromfenol mavisi ve 0.125 M HCl,(pH 6.8), Elektrofez
ylratme c¢ozeltisi: 5 mM Tris, 38.4 mM Glisin, %1 SDS, Transfer ¢ozeltisi: 5mM Tris, 38.4
mM Glisin, %15 Metanol, Ponceau S ¢Ozeltisi: 0.5 gr Ponceau S, % 0.1 asetik asit icinde
¢ozllir. Bloklama ¢ozeltisi: %3 yagsiz suttozu (TBS igerisinde), TBST: 20mM Tris, 154 mM
NaCl, % 0.1 Tween 20, Primer antikor (1:500), Sekonder antikor (1:1000): (HRP konjugath),

Film banyosu ¢ozeltileri: Ticari developer ve fiksatif ¢ozeltisi.

Alt Jel Ust Jel
Madde %4’k Yiginlama jeli %10’luk Ayirma jeli

4X yiginlama ¢ozeltisi 0.625ml -

4X Ayirma ¢ozeltisi - 1.25ml

%30 akrilamit-bis 0.335ml 1.65ml

APS 25uL 50pL

TEMED 5 ulL 10 pL

SDS 100 pL 100 pL

Distile su 1.55ml 2.05ml

Tablo 2: SDS-poliakrilamid jelin yogunluguna gore hazirlanigi
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Jeller hazirlanip camlar arasinda polimerlesmesi saglandiktan sonra tanka yerlestirildi.
icerdikleri protein miktarlari tespit edilen érnekler, 1:1 oraninda hazirlanan érnek yiikleme
tamponu ile % dakika 95 °C kaynatildi. Her kuyucuga 25 pg/ml oraninda protein iceren
numuneler yiklendi. Bir kuyuya 5 pL standart yiklendi. Elektroforezde numuneler ilk 6nce
180V 1 saat yilratildi. Elektroforez sonrasinda jeldeki proteinlerin membrana gegmesi igin
yart kuru sistemde immunoblotting vyapildi. Proteinlerin nitroseliloz membrana
transferinden sonra Ponceau S boyamasi yapilarak proteinlerin membrana transfer olup
olmadig kontrol edildi. Ardindan membran 2 saat sire ile oda 1sisinda % 3’liik yagsiz siit
tozu ile bloklandi. Primer antikor ile +4 °C ‘de gece boyunca karistirici {izerinde inkiibe
edildikten sonra membran, sekonder antikor ile oda sicakhginda karistirici Gzerinde 1 saat
inkibe edildi. Ardindan kemiliiminesans substrat iceren ¢ozelti ile karanlik odada film
banyosu yapild.

Elde edilen filmler dansitometrik analiz yapilarak degerlendirildi.

5.4. Oksidatif DNA hasari 6lglimii: Dokularda oksidatif DNA Hasari, Oxi Select Oxidative

DNA Damage Elise Kit (STA-320, Cell Biolabs) kullanilarak kit prosediriine uygun olarak
olciildii. Orneklerden DNA izolasyonu PurelLink® Genomi DNA Mini Kit (K182001,Life
technology) kullanilarak  prosediirine  uygun olarak vyapildi.  Sonuglar 8-

hidroksideoksiguanosin (8-OHdG) ng/mg DNA olarak ifade edildi.
5.5. istatistiksel Analiz
istatistiksel analiz Graphpad Prism 5.0 (Graphpad Yazilim, San Diego, Ca, ABD) kullanilarak

gerceklestirilmistir. Degerlendirmede tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve ileri analiz

Tukey’s ile yapildi. P degerinin 0.05’ten kiigik oldugu durumlar anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calismamizda korpus kavernosum ve mesane dokularinda izole organ banyosunda
kasilma ve gevseme calismalari, bobrek, mesane, testis ve korpus kavernosum
dokularinda MDA, GSH, SOD, kaspaz-3 ve 8-OHdG tayinleri yapilmistir. Elde
edilen verilerin gruplar aras1 karsilastirilmasi ANOVA ile incelenerek ikili

karsilastirmalar i¢in Tukey’s testi kullanilmistir.

6.1. Izole Organ Banyosu Cahsmalar1

6.1.1. Korpus kavernozum kasilma ve gevsemeleri

Sisplatin grubunda fenilefrine kasilma yanit1 3x 10° M konsantrasyondan itibaren
kontrol grubuna gore anlamli (p<0,05) olarak diisiik bulunmustur. Kuversetin
uygulanan sisplatin grubunda maksimumda anlamlilik olmamakla birlikte 3x10°-10°
M konsantrasyonlarinda anlamli (p<0,05) farklilik goriilmiistiir. ECso degerleri
incelendiginde SP ve SP+KT gruplarinin kontrol gruplara gore anlamli olarak farkli
oldugu belirlenmistir. (Sekil 7, tablo 3)

Korpus kavernosum dokusunun karbakol ile incelenen gevseme yanitlari gruplar
arasinda anlamli bir farklhilik gostermemistir. ECso degerlerine bakildiginda da bir

anlamlilik goériilmemistir. (Sekil 8, tablo 3)

Tablo3: Korpus kavernozum dokusunda kiimiilatif olarak uygulanan fenilefrin ile elde edilen kasilma

yanitlarinda ve karbakol ile elde edilen gevseme yanitlarinda ECsg degerleri. *p<0.05

ECso K KT SP SP+KT
Fenilefrin 2,7 x10°® 1,5 x10® 3,04 x10%* 4,56 x10°°*
(%KCI)

Karbakol (%FE) | 3,0 x10”7 7,3 x107 1,98 x10°® 7,61 x1077
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Sekil 7: Korpus kavernosum dokusunun kiimiilatif fenilefrin uygulamasi ile alinan konsantrasyon
yanitt. K: Kontrol. KT: Kuversetin. SP: Sisplatin. SP+KT: Sisplatin+tKuversetin. Kasilmalar KCl
(124mM) kasilmasinin %’si olarak ifade edilmistir. Istatiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi
ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanilmistir. Konsantrasyonlarin ikili karsilastirilmalarinda t-test
kullanilmustir. * p<0.05: Kontrol gruplarina gore karsilastirma.
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Sekil 8: Korpus kavernosum dokusunun kiimiilatif uygulanan karbakol ile alinan gevseme
konsantrasyon yaniti. K: Kontrol. KT: Kuversetin. SP: Sisplatin. SP+KT: Sisplatin+Kuversetin.
Gevsemeler submaksimal dozda fenilefrin ile alinan kasilma cevabinin %’si olarak ifade edilmistir.
Istatiksel analiz igin tek yonli varyans analizi ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanilmistir.
Konsantrasyonlarin ikili karsilagtirtlmalarinda t-test kullanilmistir.
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6.1.2. Mesane dokusunun karbakole verdigi kasilma yamtlari

Sisplatin grubunda karbakol kasilma yaniti kontrol grubuna gore anlamli (p<0,05)
olarak diisiik bulunmustur. SP+KT grubunda SP grubuna gore anlamli (p<0,05)
olarak diizelme goriilmekle beraber bu degerlerin K grubuna gore hala diisiik oldugu
belirlenmistir. EC50 degerleri incelendiginde SP ve SP+KT gruplarmin kontrol
gruplara gore anlamli olarak farkli oldugu belirlenmistir. (Sekil 9, tablo 4)

Tablo 4: Mesane dokusunda kiimiilatif olarak uygulanan karbakol ile alinan kasilma yanitlarinda
ECso degerleri.

ECso K KT SP SP+KT
Karbakol [2,71x 107 2,71 x 107 514x 107 * 4,45x 107 *

29



150+

125+

100
T
£
@
@

X 754
X
o
N

50

25

0-

I T 1
10-10 10-° 108 107 106 105 10+
Karbakol [M]

Sekil 9: Mesane dokusunun kiimiilatif uygulanan karbakol ile elde edilen kasilma konsantrasyon
yanitt. K: Kontrol. KT: Kuversetin. SP: Sisplatin. SP+KT: SisplatintKuversetin. Kasilmalar KCl
(80mM) kasilmasinin %’si olarak ifade edilmistir. Istatiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi
ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanilmistir. Konsantrasyonlarin ikili karsilastirilmalarinda t-test
kullanilmustir. * p<0.05: Kontrol gruplarina gore karsilastirma; *p<0.05: Sisplatin grubuna gore.
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6.2. Doku Orneklerinde Yapilan Ol¢iimler

6.2.1. Dokularda GSH diizeyleri (Sekil 10, Tablo 5)

Sisplatin uygulamasi incelenen tiim dokularda (bobrek, mesane, korpus kavernosum
ve testis) GSH diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05-p<0.001) olarak
diistirmiis, buna karsilik kuversetin ile tedavi edilen grupdaki GSH diizeyi sisplatin

uygulanan gruba gore anlamli (p<0.05-p<0.01) olarak iyilesme gézlemlenmistir.

Tablo 5: Sisplatin uygulamasi yapilan siganlarda tiim dokulara (bobrek, mesane, testis ve korpus
kavernosum) ait GSH degerleri.

Kontol Sisplatin

SF KT SF KT
Bobrek 25+0.2 2.1+0.1 1.5+0.2%%* 2.7+£0.3%
Mesane 32+03 3.1+03 1.9+0.1%* 3.1+0.2°
Korpus 1.3+0.1 1.1 £0.1 0.6+0.1* 1.3+0.1°
kavernosum
Testis 2.9+0.1 25+0.2 1L.O£0.1%%%  1.9+£0.17*
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Sekil 10: Bobrek, mesane, testis ve korpus kavernosum dokularina ait GSH sonuglari. SF: Serum
fizyolojik, KT: kuversetin. Istatiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ANOVA ve Tukey post hoc
testi kullanilmustir. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna gore; * p<0.05, ** p<0.01: SF
ile tedavi edilen sisplatin grubuna gore.
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6.2.2 Dokularda MDA diizeyleri (Sekil 11, Tablo 6)

Calismamizda incelenen tiim dokularda (bobrek, mesane, korpus kavernosum ve
testis) sisplatin uygulamasi sonucu lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak
Olgiilen MDA degerleri sisplatin uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli
(p<0.05-p<0.001) bir artis goriilmiistiir. Kuversetin ile tedavi edilen gruptaki MDA
seviyeleri sisplatin uygulanan gruba gore anlamli (p<0.01-p<0.001) olarak

azalmstir.

Tablo 6: Sisplatin uygulamasi yapilan siganlarda tiim dokulara (bobrek, mesane, testis ve korpus
kavernosum) ait MDA degerleri.

Kontrol Sisplatin

SF KT SF KT
Bobrek 20.0+3.0 222+2.1 36.4+287" |204+14"
Mesane 19.1+1.2 205+ 1.5 31722 | 17.1+£1.5*
Korpus 11304 127+0.8 171£1.0™ | 104+0.9*"
kavernosum
Testis 115+1.3 10.1+0.4 18.6+1.5" 13.8 2.4
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Sekil 11: Bobrek, mesane, testis ve korpus kavernosum dokularina ait MDA sonuglari. SF: Serum
fizyolojik, KT: kuversetin. Istatiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ANOVA ve Tukey post hoc
testi kullanilmgtir. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna goére; * p<0.05, ** p<0.01,*
p<0.001: SF ile tedavi edilen sisplatin grubuna gore.
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6.2.3 Dokularda SOD diizeyleri (Sekil 12,Tablo 7)

Sisplatin uygulamasi incelenen bobrek, mesane ve korpus kavernosum dokularinda
SOD diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05-p<0.001) olarak azalmis fakat
testis dokusunda herhangi bir anlamlilik bulunmamistir. Kuversetin uygulamasi
sonucu bobrek, mesane ve korpus kavernosum dokularinda SOD diizeyleri sisplatin

uygulanan gruba gére anlamli (p< 0.05-p<0.01) olarak yiikselmistir.

Tablo 7: Sisplatin uygulamasi yapilan siganlarda tiim dokulara (bobrek, mesane, testis ve korpus
kavernosum) ait SOD degerleri.

Kontrol Sisplatin

SF KT SF KT
Bobrek 154.7+6.1 150.3+5.8 82.5+4.07" | 117297
Mesane 5.1+£0.3 55+0.5 274027 44+05"
Korpus 6+0.4 5.8+0.4 28027 43+0.4"
kavernosum
Testis 6.1£0.1 6.5+0.5 59+0.2 52+0.3
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Sekil 12: Bobrek, mesane, testis ve korpus kavernosum dokularina ait SOD sonuglari. SF: Serum
fizyolojik, KT: kuversetin. . Istatiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ANOVA ve Tukey post
hoc testi kullamilmigtir. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna goére; * p<0.05, ** p<0.01:
SF ile tedavi edilen sisplatin grubuna gore.
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6.2.4 Dokularda kaspaz-3 diizeyleri (Sekil 13,14,15,16; Tablo 8,9,10,11)

Bobrek dokusunda sisplatin uygulanan grupta kaspaz-3 enzim aktivitesi diizeyi
kontrole gére anlamli (p<0.01) olarak artmistir. Kuversetin ile tedavi edilen grubun
kaspaz-3 enzim aktivitesi diizeyi sisplatin uygulanan gruba gore anlamli (p<0.05)
olarak azalmistir.

Sisplatin uygulanan grupta Kaspaz-3 protein diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli
(p<0.001) olarak artarken, kuversetin ile tedavi edilen grubun kaspaz-3 protein
diizeyi anlaml1 (p<0.001) olarak azalmistir. (Sekil 13, Tablo 8)

Tablo 8: Sisplatin uygulamasi yapilan sigcanlarda bobrek dokusuna ait kaspaz-3 enzim aktivitesi ve
kaspaz-3 protein degerleri.

Kontrol Sisplatin
Bobrek SF KT SF KT

Kaspaz-3 enzim | 21.1+1.2 |21.5 £1.7 |[352 +3.8™ |243 £1.2*
aktivitesi

*hk

Kaspaz-3 protein | 1.04+0.03 | 1.1+0.03 1.6 +0.03 1.02 +£0.047*

diizeyleri
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Sekil 13: Bobrek dokusuna ait ait kaspaz-3 enzim aktivitesi, kaspaz-3 protein diizeyleri ve western
blot yéntemi ile elde edilen protein bantlari. SF: Serum fizyolojik, KT: Kuversetin. Istatiksel analiz
icin tek yonlii varyans analizi ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanilmigtir. ** p<0.01, ***
p<0.001: Kontrol grubuna gore; * p<0.05, *** p<0.001: SF ile tedavi edilen sisplatin grubuna gore.
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Mesane dokusunda sisplatin uygulanan grupta kaspaz-3 enzim aktivitesi diizeyi

kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05) olarak artmistir. Tedavili grubun kaspaz-3

enzim aktivitesi diizeyi sisplatin uygulanan gruba gore anlamli (p<0.05) olarak

azalmstir.

Kaspaz-3 protein diizeyi sisplatin (p<0.001) uygulanan grupta ve kuversetin ile

tedavi edilen grupta (p<0.05) kontrol grubuna gore anlamli olarak artarken, Tedavili

grubun kaspaz-3 protein diizeyi sisplatin uygulanan gruba gore anlamli (p<0.001)

olarak azalmistir. (Sekil 14, Tablo 9)

Tablo 9: Sisplatin uygulamasi yapilan siganlarda mesane dokusuna ait kaspaz-3 enzim aktivitesi ve

kaspaz-3 protein degerleri.

Kontrol Sisplatin

SF KT SF KT
Kaspaz-3 enzim | 16+ 1.4 16.1+1.3 227+1.8 |16.1+0.8"
aktivitesi
Kaspaz-3 protein | 1.1 =0.02 1.0+ 0.04 2.1 1.2+0.017%

diizeyleri

0.03™

39




a)
) SF tedavil KT- tedavili

8

= [

2

Mesane Kaspaz-3
(nmol pNA/min/mg protein)

N\
N\\§

0 Kontrol Sisplatin
Kontrol Sisplatin
SF KT SF KT
w— 40kDa
b) Kaspar3 S s— -
bt —
2.5+
g — 30kDa
£ 20
z
2 2 1s) e
™
: — 7z — 50kDa
g § 1.0 Vﬂ_ / B-aktin
§ / / 43kDa L — - — ———
0.5 / / — 40kD2
0.0 /// A

Kontrol Sisplatin

Sekil 14: Mesane dokusuna ait ait kaspaz-3 enzim aktivitesi, kaspaz-3 protein diizeyleri ve western
blot yontemi ile elde edilen protein bantlari. SF: Serum fizyolojik, KT: kuversetin. Istatiksel analiz
icin tek yonlii varyans analizi ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanilmistir. *p<0.05, *** p<(0.001:
Kontrol grubuna gore; * p<0.05, *** p<0.001: SF ile tedavi edilen sisplatin grubuna gore.
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Korpus kavernozum dokusunda sisplatin uygulanan grupta kaspaz-3 enzim aktivitesi
diizeyi kontrole gore anlamli (p<0.01) olarak artmistir. Sisplatin-kuversetin grubunda
ise kaspaz-3 enzim aktivitesi diizeyinde herhangi bir anlamlilik goriilmemistir.
Kaspaz-3 protein diizeyleri de sisplatin uygulanan grupta ve kuversetin ile tedavi
edilen grupta anlamli (p<0.001) olarak artarken, sisplatin-kuversetin grubunda ise
kaspaz-3 diizeyi anlamli (p<0.001) olarak azalmistir. (Sekil 15, Tablo 10)

Tablo 10: Sisplatin uygulamasi yapilan siganlarda korpus kavernosum dokusuna ait kaspaz-3 enzim
aktivitesi ve kaspaz-3 protein degerleri.

Kontrol Sisplatin

SF KT SF KT
Kaspaz-3 112+1.2 122+1 17.1£097 | 135+ 1.1
enzim
aktivitesi
Kaspaz-3 1.1+0.04 1.3£0.05 |22 + | 1L74£0.047
protein 0.06™"
diizeyleri
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Sekil 15: Korpus kavernozum dokusuna ait ait kaspaz-3 enzim aktivitesi, kaspaz-3 protein diizeyleri
ve western blot yontemi ile elde edilen protein bantlari. SF: Serum fizyolojik, KT: kuversetin.
Istatiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi ANOVA ve Tukey post hoc testi kullamlmistir.
**p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna gore; *** p<0.001: SF ile tedavi edilen sisplatin grubuna
gore.
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Testis dokusunda sisplatin uygulanan grupta kaspaz-3 enzim aktivitesi diizeyi
kontrole gore anlamli (p<0.01) olarak artmistir. Kuversetin ile tedavi edilen grupta
ise kaspaz-3 enzim aktivitesi diizeyinde herhangi bir anlamlilik goriilmemistir.
Kaspaz-3 protein diizeyleri de sisplatin uygulanan grupta kontrole gdre anlamli
(p<0.001) olarak artarken, tedavili grupta ise kaspaz-3 protein diizeyi anlamli
(p<0.001) olarak azalmistir. (Sekil 16, Tablo 11)

Tablo 11: Sisplatin uygulamasi yapilan siganlarda testis dokusuna ait kaspaz-3 enzim aktivitesi ve

kaspaz-3 protein degerleri.

Kontrol Sisplatin
Testis SF KT SF KT
Kaspaz-3 16.7+0.7 | 17.4+1.6 32.1+£5" 243 +£1.9
enzim
aktivitesi
Kaspaz-3 1.1£0.02 | 1.02+0.02 |2.1+0.03" 1.2+0.01%"
protein
diizeyleri
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Sekil 16: Testis dokusuna ait ait kaspaz-3 enzim aktivitesi, kaspaz-3 protein diizeyleri ve western blot
yontemi ile elde edilen protein bantlar1. SF: Serum fizyolojik, KT: kuversetin. Istatiksel analiz igin tek
yonlii  varyans analizi ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanilmistir. **p<0.01, *** p<0.001:
Kontrol grubuna gore; *** p<0.001: SF ile tedavi edilen sisplatin grubuna gére.
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6.2.5. Dokuda oksidatif DNA hasar diizeyleri (Sekil 17, Tablo 12)

Sisplatin uygulamasi incelenen bobrek, mesane, korpus kavernosum ve testis
dokularinda oksidatif DNA hasar1 diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli (p<0.01-
p<0.001) olarak artmistir, buna karsilik kuversetin uygulanan bdbrek, mesane,
korpus kavernosum ve testis dokularinda oksidatif DNA hasar1 diizeyleri anlaml
(p<0.05-p<0.001) olarak azalmistir. Korpus kavenozum dokusunda kuversetin
uygulamast DNA hasarin1 azaltmis olsa da kontrol grubuna gore anlamli olarak

diistik kalmistir. (p<<0.001)

Tablo 12: Sisplatin uygulamasi yapilan siganlarda tim dokulara (bobrek, mesane, testis ve korpus
kavernosum) ait oksidatif DNA hasar1 degerleri.

Kontrol Sisplatin

SF KT SF KT
Bobrek 8.6+0.8 6.6+1.5 149+0.77 | 10.1 £0.5™
Mesane 3.0+0.5 5.0£0.9 13.2+2.0™ | 58+ 1.0"
Korpus 6.8+0.1 5.7+0.5 8.8+04" |3.8+£037""
kavernosum
Testis 11.1+1.3 7.8+1.3 18.8+1.07 | 13.1£0.9"
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Sekil 17: Bobrek, mesane, testis ve korpus kavernosum dokularma ait oksidatif DNA hasar1 sonuglari.
SF: Serum fizyolojik, KT: kuversetin. Istatiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi ANOVA ve
Tukey post hoc testi kullanilmistir. ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna gore; * p<0.05, **
p<0.01, p<0.001: SF ile tedavi edilen sisplatin grubuna gore.
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6.3.Serum Orneklerinde Yapilan Ol¢iimler

6.3.1. Serumda oksidatif DNA hasari diizeyleri (Sekil 18, Tablo 13)

Serumda oksidatif DNA hasar1 diizeyleri sisplatin uygulanan grupta kontrole goére
anlamli (p<0.01) olarak artmstir. Kuversetin ile tedavi edilen grupta ise sisplatin

uygulanan gruba gore anlamli (p<0.05) olarak azalma gézlenmistir.

Tablo 13: Sisplatin uygulamasi yapilan siganlarda seruma ait oksidatif DNA hasar1 degerleri.

Kontrol Sisplatin
SF KT SF KT
8-OH-dg |1.7 £0.1 1.7+0.1 45+0.7" 2.7+04%
6-
*%
4-

Serum 8 OHdG
(ng/mg DNA)

|
NN
WNNVE

Kontrol Sisplatin

Sekil 18: Seruma ait oksidatif DNA hasar1 sonuglari. SF: Serum fizyolojik, KT: kuversetin. Istatiksel
analiz i¢in tek yonlii varyans analizi ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanilmigtir. ** p<0.01:
Kontrol grubuna gore; * p<0.05: SF ile tedavi edilen sisplatin grubuna gore.
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7. TARTISMA

Sisplatin uzun yillardan beri bas-boyun, solid testis, prostat mesane gibi birgok
kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilan kemoterapotik bir ilagtir. Doza bagli olarak
meydana gelen nefrotoksisite ve sitotoksisite kullanimini kisitlayan en 6nemli yan
etkileridir. Tek doz sisplatin uygulamasi sonucu ilag proksimal tiipte lokal olarak
birikirken, uzun siireli sisplatin uygulamasi proksimal tiibiin yan1 sira distal tiibiilde,
glomertillerde ve intersistiyel bag dokuda hasara sebep olarak kronik bobrek
yetmezligine sebep olur. Literatiirde sisplatin toksisitesinde antioksidanlar ile yapilan
calismalarin olumlu sonuglar1 vardir. Bu bilgiler 1s1ginda bizde sisplatin uygulamasi
ile birlikte koruyucu amagla kuversetin uygulayarak bu antioksidanin koruyucu
etkilerini inceledik. Yapilan calismalarda sisplatin uygulamasi sonucu olusan
nefrotoksisite de oksidatif stresin onemi agik bir sekilde vurgulanmistir. Meydana
gelen reaktif oksijen tiirleri hiicre bilesenlerine (lipid, protein DNA) zarar verir ve

antioksidan savunma zayiflar.

Bugiine kadar yapilan bir¢ok insan ve hayvan deneyinde, sisplatin nefrotoksisitesinin
mekanizmasin1 anlamak ve bu yan etkisinin azaltmak icin farkli koruyucu ajanlar
denenmistir. Sener ve ark.’min yaptiklar1 ¢alismada, siganlarda sisplatin
nefrotoksisitesini azaltmak amaciyla antioksidan 6zelligi olan melatoninin etkisi
incelenmistir. Yapilan degerlendirme sonucu renal GSH diizeylerindeki azalma
sonucu olusan lipid peroksidasyonu nefrotoksisitenin olusmasinda birincil etmendir.
Melatonin sisplatinin sebep oldugu lipid peroksidasyonunu azaltarak, renal GSH’1
artirmistir, boylece melatoninin sisplatin nefrotoksisitesine karsit koruyucu oldugu
ileri striilmiistiir (Sener ve ark., 2000). Yapilan bir baska c¢aligmada sisplatin
uygulamasini takiben E vitamini verilmistir. E vitamini sisplatinin meydana getirdigi
serbest oksijen radikallerini siipiirmesi sonucu lipid peroksidasyonu azaltmistir.
Ayrica sisplatin uygulamasindan sonra sican bdbrek dokusunda E vitamini
konsantrasyonu azalmistir, antioksidan ilavesi ile bozukluk dengelenmis, bu nedenle
hasarin ortaya ¢ikmasi kismen engellenmistir (Kanter ve ark., 2007). Bizde bu
calismada, tek doz sisplatin uygulamast sonucu dokularda meydana gelen
biyokimyasal ve histolojik degisikliklere karsi giiglii antioksidan olan kuversetin

tedavisi ile kismen 6nlenebildigi gosterdik.
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Sisplatin uygulamasini yapilan sicanlarda serum kreatinin- iire seviyelerinde ve
MDA seviyesinde artis gozlemlenmistir. Cekirdek yagi ile yapilan tedavi sonucu
renal MDA seviyesi azalmistir (Boroushaki ve ark.,2015). Yapilan bir basgka
caligmada sisplatin uygulamasi sonrasinda antioksidan, antiinflamatuvar ve
antiapoptotik 0zelligi olan sitrus flavonoidi nobiletin’in etkinligi incelenmistir.
Sisplatin uygulamasi sonucu serum kreatinin ve BUN seviyeleri artmistir. MDA
seviyesindeki artis oksidatif stresin kanitidir, bununla birlikte antioksidan GSH,
SOD, CAT diizeylerinde azalma meydana gelmistir. Bax ekspresyonu, kaspaz-3 ve
DNA hasar1 artmistir, Bcl-2 ekspresyonu azalmistir. Nobiletin ile tedavi ile bobrek
fonksiyonlar1 korunmus ve antioksidan seviyeleri eski haline gelmistir. Bu tedavi ile
apoptotik yolaklarin aktivasyonu inhibe olmus, DNA hasar1 azalmistir (Malik ve
ark., 2015). Diger bir calismada sisplatin’in testisler {izerindeki etkinligi
arastirllmistir. Testikiiler ve epididimal agirlik, sperm sayisi, motilitesi, GSH-PX,
SOD aktiviteleri ve GSH seviyesi anlamli olarak azalmistir, MDA seviyeleri anlamli
olarak artmuistir. Uziim cekirdegi tedavisi ile sisplatin’in neden oldugu lipid
peroksidasyonunu, oksidatif stresi ve genital organ agirlig1 {lizerine olan zararl
etkileri zayiflatmistir. Sonug olarak iiziim ¢ekirdegi doza bagli olarak testikular
toksisiteye karst koruyucudur. Sisplatin’in testislerin agirhiginda ve boyutlarinda
degisiklik yaptigi gosterilmistir. Bununla birlikte sperm konsanstrasyonunda,
motilitesinde enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlarda ve plazma testosteron
seviyelerinde azalmaya neden olmustur. MDA seviyesi anlamli olarak artmistir
(Zhao ve ark.,2014). Selenyum ve lycopen’in ayr1 ve kombine veriliginde sisplatine
bagh lipid peroksidasyonu, oksidatif stres azalmistir ve genital organ agirligina ve
boyutlara verdigi hasar anlaml olarak hafiflemistir(Salem ve ark.,2012). Yapilan
bir calismada 5 giin sisplatin uygulamasmi takiben 30 giin boyunca siganlara
kuversetin uygulamas1 yapilarak sisplatinin bdbreklerdeki antioksidan gen
ekspresyonu ve antioksidan enzim aktivitesi iizerindeki etkileri incelenmistir.
Sicanlarda CAT, SOD, GPx ve glutatyon rediiktaz (GR) degerleri Olgiilmiistiir.
Bobreklerdeki antioksidan gen ekspresyonu ve antioksidan enzim aktivitesine
bakildig1 zaman sisplatin uygulanan sicanlarda CAT, SOD, GPx ve GR degerlerinin
kontrol grubuna gore diistiigli, kuversetin ile yapilan tedavi sonucu degerlerin

tekrardan yiikseldigi gozlemlenmistir. Bununla birlikte sisplatin  uygulamasi
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sonrasinda si¢canlarda vitamin C ve E degerleri 6l¢iilmiistiir. Sonug olarak vitamin C
ve E degerleri sisplatin uygulanan grupta diisiik bulunmustur (Almaghrabi,2015).
Bizim caligmamizda sisplatin uygulanan gruplarda tiim dokularda; bobrek, mesane,
testis ve korpus kavernozum; lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA

diizeylerini anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu sonuglarimiz literatiire uygundur.

Kuversetin uzun yillardan beri tedavi amacli kullanilan, sebze ve meyvelerde
bulunan flavon grubuna ait bir antioksidandir. Bunun yani sira antiviral,
antiinflamatuvar ve antikarsinojenik oldugu da gosterilmistir. Streptozotosin ile
olusturulan deneysel diabetik siganlar melatonin, kuversetin ve resveratrol ile tedavi
edilerek MDA, SOD, GSH ve CAT degerleri 6l¢iilmiistiir. Diabetik sicanlarda MDA
degeri yiiksek bulunurken, SOD, GSH ve CAT degerleri kontrole gore diisiik
bulunmustur. Yapilan antioksidan tedavi sonrasinda MDA degeri diiserken, CAT ve
GSH aktiviteleri artis gostermistir (Elbe ve ark.,2015). Reaktif oksijen tiirleri iskemi
reperfiizyon patofizyolojisinde Onemli rol oynar. Kavernoz dokuda iskemi
reperfiizyon sonrasi kuversetinin olasi koruyucu etkileri incelenmistir. Korpuz
kavernozum dokusunda fenileftrin ile kasilma, karbakol ile gevseme yanitlar1 organ
banyosu araciligi ile ¢alisiimistir. MDA, GSH, SOD ve kaspaz-3 protein seviyeleri
dleiilmiistiir. Iskemi reperfiizyon yapilan grupta kasilma ve gevseme yamitlar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda bozulma gozlemlenmistir, fakat kuversetin ile yapilan
tedavide yanitlarda iyilesme goriilmiistir. MDA ve kaspaz-3 protein seviyelerinde
artis, GSH ve SOD seviyelerinde ise azalma goriilmiistiir. Kuversetin tedavisi sonucu
antioksidan ve apoptotik belirteglerde iyilesme gozlemlenmistir (Cevik ve
ark.,2013).. Yapilan organ banyosu calismasinda kuversetin ve resveratrol’un fare
aorta ve korpus kavernozum dokusunda NO/guanilat siklaz oraninin gevseme iizerine
etkisini degerlendirilmis bunun ayrica oksidatif strese bagli erektil disfonksiyon
lizerine etkisini kesfetmek amaglanmistir. Sonug olarak sadece resveratrol farelerin
korpus kavernozum dokusunda gevseme yaparken, kuversetinin gevseme iizerine
olumlu bir etkisi goriilmemistir (Boydens ve ark., 2015). Bizim ¢alismamizda korpus
kavernozum dokusunun hem kasilma hem de gevseme yanitlar1 incelenmistir.
Fenilefrine kars1 vermis olduklar1 kasilma yanitlarinda kontrol grubuna gore
anlamlilik bulunmus olsa da yukarida belirtilen ¢aligmaya paralel olarak sisplatin

takiben verilen kuversetin sonucu gevseme yanitinda herhangi bir anlamlilik
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bulunmamuistir. Sisplatin uygulanan siganlarin detrusor diiz kasinda melatonin ve
kuversetinin kasilmaya olan etkileri incelenmistir. Sisplatin uygulamasi sonrasi
detrusor diiz kasin asetilkolin ve KCI’ e verdikleri maksimun yanitlar1 artmamistir.
Kuversetin ve melatonin ile tedavi sonrasi her iki ajanda maksimum yanitlar1 olmasa
da ECso degerleri sisplatin ile tedavi edilen gruba gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (Atalik ve ark.,2010). Bizim g¢alismamizda mesanede karbakol ile
yapilan kasilma yanitinda gruplar hem kontrol grubuna hem de kendi i¢inde

anlamlilik géstermistir.

8-OHdG, DNA’nin oksidasyonunun ana (Urinlerinden biridir. Hicredeki 8-OHdG
konsantrasyonu oksidatif stresin bir 6lgtstdir. Dimetiltiyotre (DMTU) sisplatine bagl
akut renal hasara karsi koruyucu radikal temizleyicidir. Oksidatif stresin baskilanmasi ve
IsI sok proteinlerinin arttiriimasi sisplatinin neden oldugu renal hasara karsi koruyucu
oldugu rapor edilmistir. 5glin tez doz sisplatin uygulamasini takiben DMTU tedavisi
yapilmigtir. DMTU sisplatin’in arttirmis oldugu serum kreatinin, 8-OHdG ve tibdler
hasar anlamli olarak inhibe etmistir. DMTU ayrica sisplatine bagh Bax artisini inhibe
etmistir. Bu bulgular DMTU’ nun sisplatine bagli akut renal hasara karsi koruyucu
oldugunu ve Bax aracili renal tibdler hiicrelerde apoptozu 6nledigi gdsterilmistir (Tsuji
ve ark.,2009). Baska bir ¢alismada MDA ve 8-OHdG sisplatin uygulandiktan sonra 14.
Gline kadar idrarda olgulmistir. Sisplatin Griner MDA ve 8-OHdG seviyelerini
arttirmistir. Sonug olarak, idrarda MDA seviyesi sisplatine bagli akut renal hasarin
tahmininde faydali bir belirte¢ olmaktadir (Zhou ve ark.,2006). Bizim sonuglarimiza
gore sisplatin uygulamasi sonucu tim dokularda DNA hasari anlamli olarak artmistir,

kuversetin tedavisi sonrasinda DNA hasari anlamli olarak diisiik bulunmustur.

Sonug olarak yaptigimiz deneysel calismada sisplatin uygulamasi sonucu meydana
gelen hasar, kuversetin verilmesi ile anlamli olarak azalmistir. Fakat, kuversetin’in
klinikte bu amagla kullanilabilmesi igin daha genis kapsamli deneysel ve klinik

arastirmalara ihtiyag oldugunu distinmekteyiz.

51



8.KAYNAKLAR
Ahmed EA, Omar HM, Elghaffar SKh, Ragb SM, Nasser AY.

The antioxidant activity of vitamin C, DPPD and L-cysteine against Cisplatin
induced testicular oxidative damagein rats. Food Chem Toxicol. 2011
May;49(5):1115-21.

Almaghrabi OA. Molecular and biochemical investigations on the effect
of quercetin on oxidative stress induced by cisplatinin rat kidney. Saudi J Biol
Sci. 2015 Mar;22(2):227-31.

Antunes LM, Darin JD, Bianchi MD. Protective effects of vitamin C aganist
cisplatin-induced  nephrotoxicity and lipid peroxidation in adult rats:  adose-
dependent study. Pharmacol Res. 2000 Apr;41(4):405-11.

Assini JM, Mulvihill EE, Huff MW. Citrus flavonoids and lipid metabolism. Curr
Opin Lipidol. 2013 Feb;24(1):34-40.

Atalik KE, Keles B, Uyar Y,Dundar MA,Oz M, Esen HH. Response to
vasoconstrictor agents by detrusor smooth muscles from cisplatin-treated rats and
antioxidant treatment. Methods Find Exp Clin Pharmacol. 2010 Jun;32(5):305-10.

Bar-Or D, Bar-Or R, Rael LT, Brody EN. Oxidative stress in severe acute illness.
Redox Biol. 2015 Apr;4C:340-345.

Ben Amor N, Pariente JA, Salido GM, Bartegi A, Rosado JA. Caspases 3 and 9 are
translocated to the cytoskeleton and activated by thrombin in human platelets.
Evidence for the involvement of PKC and the actin filament polymerization. Cell
Signal. 2006 Aug;18(8):1252-61. Epub 2005 Nov 21.

Beutler E. Glutathione in red blood cell metabolism. A manual of biochemical
methods. New York: Grune and Stratton; 1975. p 112-114.

52



Boekelheide K. Mechanisms of Toxic Damage to Spermatogenesis. ] Natl Cancer Inst

Monogr. 2005;(34):6-8.

Bonomini F, Rodella LF, Rezzani R. Metabolic syndrome, aging and involvement

of oxidative stress. Aging Dis. 2015 Mar 10;6(2):109-20.

Boots AW, Haenen GR, Bast A. Healt effects of quercetin from antioxidant to

nutraceutical.Eur J Pharmacol. 2008 May 13;585(2-3):325-37.

Borch RF, Katz JC, Lieder PH, Pleasants ME. Effect of diethyldithiocarbamate
rescue on tumor response to cis-platinum in a rat model. Proc Natl Acad Sci U S
A. 1980 Sep;77(9):5441-4.

Boroushaki MT, Rajabian A, Farzadnia M, Hoseini A, Poorlashkari M, Taghavi
A, Dolati K, Bazmandegan G. Protective effect of pomegranate seed oil

against cisplatin-induced nephrotoxicity in rat. Ren Fail. 2015 Aug 19:1-6.

Boydens C, Pauwels B, Decaluwé K, Brouckaert P, Van de Voorde J. Relaxant and
antioxidant capacity of the red wine polyphenols, resveratrol and quercetin, on
isolated mice corpora cavernosa. J Sex Med. 2015 Feb;12(2):303-12.

Buege JA, Aust SD. Microsomal lipid peroxidation. Methods Enzymol. 1978;
52:302-10.

Cevik O, Cadirc1 S, Sener TE, Tinay I, Akbal C, Tavuk¢u HH, Cetinel S, Kiran
D, Sener G. Quercetin treatment against ischemia/reperfusion injury in
rat corpus cavernosum tissue: a role on apoptosis and oxidative stress. Free Radic
Res. 2013 Sep;47(9):683-91.

Chandel NS, Vander Heiden MG, Thompson CB, Schumacker PT. Redox regulation
of p53 during hypoxia. Oncogene. 2000 Aug 10;19(34):3840-8.

53



Chen X, Wu Y, Dong H, Zhang CY, Zhang Y. Platinum-based agents for
individualized cancer treatment. Curr Mol Med. 2013 Dec;13(10):1603-12.

Coates PM, Betz JM, Blackman MR, Cragg GM, Levine M, Mass J, White JD.
Encyclopedia of Dietary Supplements. Second Edition. Informa Healtcare, 2010,
656-664.

Cubukcuoglu Deniz G. Kalici atriyal fibrilasyon ve normal siniis ritimli olgularda
atriyal hiicrelerde apoptozis ve apoptozisi regiile edici proteinlerin karsilagtirilmasi.
Ankara iniversitesi Biyotekonoloji enstitiisii, 2008 Ankara. (Danigsman: Dog.Dr.
Ahmet Riichan Akar)

Dos Santos NA, Carvalho Rodrigues MA, Martins NM, dos Santos AC. Cisplatin-induced
nephrotoxicity and targets of nephroprotection: an update. Arch Toxicol 2012;

86:1233-50.

Demir M. Siganlarda olusturulan sisplatin nefrotoksitesinde kefirin etkinliginin
degerlendirilmesi. Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Uzmanlhk Tezi,

2008, Isparta. (DANISMAN: Prof. Dr. M. Tugrul SEZER).

Elbe H, Dogan Z, Taslidere E, Cetin A, Turkoz Y. Beneficial effects of quercetin on
renal injury and oxidative stress caused by ciprofloxacin in rats: A histological and

biochemical study. Hum Exp Toxicol. 2015 Apr 30.
Elbe  H, Esrefoglu M, Vardi N, Taslidere  E, Ozerol E, Tanbek K.

Melatonin, quercetin and resveratrol attenuates oxidative hepatocellular injury in
streptozotocin-induced diabetic rats. Hum Exp Toxicol. 2015 Sep;34(9):859-68.

Gonzalez VM, Fuertes MA, Alonso C, Perez JM. Is cisplatin-induced cell death always

produced by apoptosis? Mol Pharmacol. 2001 Apr;59(4):657-63.

54


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24206132

Hanigan MH, Devarajan P. Cisplatin nephrotoxicity: molecular mechanisms. Cancer

Ther. 2003;1: 47-61.

Gulec M, Iraz M, Yilmaz HR, Ozyurt H, Temel I. The effects of ginkgo biloba
extract on tissue adenosine deaminase, Xxanthine oxidase, myeloperoxidase,
malondialdehyde and nitric oxide in cisplatin-induced nephrotoxicity. Toxicol Ind
Health. 2006 Apr;22(3):125-30.

Howland RD, Mycek MJ. Lippincott Illustrated Rewiees.Ceviren: Prof.Dr. Filiz
Onat, Doc¢.Dr. Zafer Goren, Dog.Dr. Atila Karaalp Farmakoloji. 3. Basim, Nobel Tip
Kitapevleri Ltd.S$ti.,2009,s:479-481.

llbey YO, Ozbek E, Cekmen M, Simsek A, Otunctemur  A,Somay A
Protective effect of curcumin in cisplatininduced oxidative injury in rat testis: mitogen-
activated protein kinaseand nuclear factor-kappa B signaling pathways. Hum

Reprod. 2009 Jul;24(7):1717-25.

Jager AK, Saaby L. Flavonoids and the CNS. Molecules. 2011 Feb 10;16(2):1471-
85.

Jones MM, Basinger MA, Holscher MA. Control of the nephrotoxicity of cisplatin
by clinically used sulfur-containing compounds. Fundam Appl Toxicol. 1992
Feb;18(2):181-8.

Kanter M, Tarladacalisir Topgu Y, Uygun M. Cisplatin nefrotoksisitesinde E
vitamininin koruyucu etkileri: 151k ve elektron mikroskobik caligma. Tip Arastirma

Dergisi 2007:5(3):83-90.
Kawai Y, Nakao T, Kunimura N, Kohda Y, Gemba M. Relationship of intracelluler

calcium and oxygen radicals to cisplatin related renal cell injury. J Pharmacol
Sci. 2006 Jan;100(1):65-72.

55



Koca N, Karadeniz F. Serbest radikal olusum mekanizmalar1 ve viicuttaki

antioksisan savunma sistemleri. Gida Miihendisligi Dergisi.

Korst AE, Boven E, van der Sterre ML, Fichtinger-Schepman AM, van der Vijgh
WJ.Pharmacokinetics of cisplatin with and without amifostine in tumour-bearing
nude mice. Eur J Cancer. 1998 Feb;34(3):412-6.

Kuhlmann MK, Burkhardt G, Kohler H. Insights into potential cellular mechanisms
of cisplatin nephrotoxicity and their clinical application. Nephrol Dial
Transplant. 1997 Dec;12(12):2478-80.

Malik S, Bhatia J, Suchal K, Gamad N, Dinda AK, Gupta YK, Arya DS.
Nobiletin ameliorates cisplatin-induced acute kidney injury due to its anti-oxidant,
anti-inflammatory and anti-apoptotic effects. Exp Toxicol Pathol. 2015 Jul-
Aug;67(7-8):427-33.

Marcon L, Zhang X, Hales BF, Robaire B, Nagano MC. Effects of
chemotherapeuticagents for testicular cancer on rats spermatogonial stem/progenitor
cells. J Androl. 2011 Jul-Aug;32(4):432-43.

Materska M. Quercetin and its derivatives: chemical structure and bioactivity. Pol. J.
Food Nutr. Sci. 2008, Vol. 58, No. 4, pp. 407-413.

Middleton E Jr, Kandaswami C, Theoharides TC. The effects of plant flavonoids on
mammalian cells: implications for inflammation, heart diease and cancer. Pharmacol
Rev. 2000 Dec;52(4):673-751.

Miyaji T, Kato A, Yasuda H, Fujigaki Y, Hishida A. Role of the increase in p21 in

cisplatin-induced acute renal failure in rats. J Am Soc Nephrol. 2001 May;12(5):900-
8.

56



Miiller M, Wilder S, Bannasch D, Israeli D, Lehlbach K, Li-Weber M, Friedman
SL, Galle PR, Stremmel W, Oren M, Krammer PH. p53 activates the CD95 (APO-
1/Fas) gene in response to DNA damage by anticancer drugs. J Exp Med. 1998 Dec
7;188(11):2033-45.

Mylroie AA, Collins H, Umbles C, Kyle J. Erythrocyte superoxide dismutase activity
and other parameters of copper status in rats ingesting lead acetate. Toxicol Appl
Pharmacol. 1986 Mar 15;82(3):512-20.

Narayana K, Al-Bader M, Mousa A, Khan KM. Molecular effects of chemotherapeutic
drugs and their modulation by antioxidants in the testis. Eur J Pharmacol. 2012 Jan

15;674(2-3):207-16

Osman AM, El-Sayed EM, El-Demerdash E, Al-Hyder A, EI-Didi M, Attia
AS, Hamada FM. Prevention of cisplatin-induced nephrotoxicity by methimazole.
Pharmacol Res. 2000 Jan;41(1):115-21.

Paskaloglu K, Sener G, Ayangolu-Diilger G. Melatonin treatment protects
against diabetes-induced functional and biochemical changes in rat aorta and corpus
cavernosum. Eur J Pharmacol. 2004 Sep 24;499(3):345-54.

Peres LA, da Cunha AD. Acute nephrotoxicity of cisplatin molecular mechanisms Jr.
J Bras Nefrol. 2013 Oct-Dec;35(4):332-40.

Ramesh G, Reeves WB. TNF-alpha mediates chemokine and cytokine expression

and renal injury in cisplatin nephrotoxicity. J Clin Invest. 2002 Sep;110(6):835-42.
Razzaque MS, Koji T, Kumatori A, Taguchi T. Cisplatin-induced apoptosis in

human proximal tubular epithelial cells is associated with the activation of the
Fas/Fas ligand system. Histochem Cell Biol. 1999 May;111(5):359-65.

57



Rosenberg B. Fundamental studies with cisplatin. Cancer. 1985 May
15;55(10):2303-16.

Sabuncuoglu S, Ozgunes H. Cisplatin toxicity: importance of oxidative stress and
effect of antioxidants. J Ist Faculty Med 2010; 73: 3

Sanchez-Gonzalez ~ PD, Lopez-Hernandez  FJ, Perez-Barriocanal ~ F, Morales
Al, Lopez-Novoa JM. Quercetin reduces cisplatin nephrotoxicity in rats without
compromising its anti-tumour activity. Nephrol Dial Transplant. 2011
Nov;26(11):3484-95.

Sanchez-Gonzalez PD, Lopez-Hernandez FJ, Lopez-Novoa JM, Morales Al. An
integrative view of the pathophysiological events leading to cisplatin nephrotoxicity.
Crit Rev Toxicol 2011;41: 803-21.

Salem  EA, Salem NA, Maarouf ~ AM, Serefoglu  EC, Hellstrom  WJ.
Selenium and lycopene attenuate cisplatin-induced testicular toxicity associated with
oxidative stress in Wistar rats. Urology. 2012 May;79(5):1184.e1-6.

Sener G, Satiroglu H, Kabasakal L, Arbak S, Oner S, Ercan F, Keyer-Uysal M. The
protective effect of melatonin on cisplatin nephrotoxicity. Fundam Clin
Pharmacol. 2000 Nov-Dec;14(6):553-60.

Tarloff JB, Lash LH. Toxicology of the kidney. Third edition. CRC Press 2006, 816.
Tsuruya K, Ninomiya T, Tokumoto M, Hirakawa M, Masutani K, Taniguchi
M, Fukuda K, Kanai H, Kishihara K, Hirakata H, lida M. Direct involvement of the

receptor-mediated apoptotic pathways in cisplatin-induced renal tubular cell death.
Kidney Int. 2003 Jan;63(1):72-82.

58



Tsuji T, Kato A, Yasuda H, Miyaji T, Luo J, Sakao Y, Ito H, Fujigaki Y, Hishida
A.The dimethylthiourea-induced attenuation of cisplatin nephrotoxicity is associated
with the augmented induction of heat shock proteins. Toxicol Appl Pharmacol. 2009
Jan 15;234(2):202-8

Tiirk G, Ceribast AO, Sahna E, Atessahin A. Lycopene and ellagic acid prevent
apoptosis induced by cisplatin. Phytomedicine. 2011 Mar 15;18(5):356-61.

Uozumi J, Ishizawa M, Iwamoto Y, Baba T. Sodium thiosulfate inhibits cis-
diamminedichloroplatinum ) activity. Cancer Chemother
Pharmacol. 1984;13(2):82-5.

Xin Yao, Md; Kessarin Panichpisal, Md; Neil Kurtzman, Md; Kenneth Nugent, Md.
Cisplatin Nephrotoxicity: A Review. Am J Med Sci 2007;334(2):115-124.

Viale M, Vannozzi MO, Pastrone I, Mariggio MA, Zicca A, Cadoni A, Cafaggi
S, Tolino G, Lunardi G, Civalleri D, Lindup WE, Esposito M. Reduction of cisplatin
nephrotoxicity by procainamide: does the formation of a cisplatin-procainamide
complex play a role? J Pharmacol Exp Ther. 2000 Jun;293(3):829-36.

Yee S, Fazekas-May M, Walker EM, Montague D, Stern S, Heard KW. Inhibition of
cisplatin toxicity without decreasing antitumor efficacy. Use of a dithiocarbamate.
Arch Otolaryngol Head Neck Surg. 1994 Nov;120(11):1248-52.

Yilmaz HR, Sogut S, Ozyurt H, Iraz M, Yildirim Z, Akyol O. Sicanlarda Sisplatinle
Olusturulan Nefrotoksisitede Metabolik Enzim Aktivitelerine Kafeik Asit Fenetil
Ester’in Etkisi. Van Tip Dergisi: 11 (1):1-6, 2004.

Zhao YM, Gao LP, Zhang HL, Guo JX, Guo PP. Grape seed proanthocyanidin

extract prevents DDP-induced testicular toxicity in rats. Food Funct. 2014
Mar;5(3):605-11.

59



Zhou H, Kato A, Miyaji T, Yasuda H, Fujigaki Y, Yamamoto T, Yonemura
K, Takebayashi S, Mineta H, Hishida A. Urinary marker for oxidative
stress in kidneys in cisplatin-induced acute  renal failure in rats. Nephrol Dial
Transplant. 2006 Mar;21(3):616-23.

60



9. 0OZGECMIS

Adi Selin Soyadi CADIRCI
Dogum Yeri Kadikéy Dogum Tarihi 19.11.1989
Uyrugu T.C Tel 0506 271 58 44
E-mail selincadirci@gmail.com
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Lisans Uludag Universitesi-Biyoloji 2011
Lise Kadikoy Lisesi 2007
is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
Kabin Memuru Tiirk Hava Yollar 2015 halen
Laboratuvar Teknikeri Acibadem Hastanesi 2014-2015
Yabanci Dilleri Oliudugunu Konusma* Yazma*
Anlama
Ingilizce Iyi Iyi Iyl
Yabanci Dil Sinav Notu #
YDS UDS IELTS TOEFL IBT | TOEFL TOEFL FCE CAE CPE
PBT CBT
53,75

Sayisal Esit Agirhk Sozel

ALES Puani 71,335 71,2 65,19

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Microsoft Office Word, Excel, Powerpoint

Iyl

EK : Diger Bilimsel faaliyetler (yayin, kongre bildirisi vs.)

61




EK-1

Yayinlar

Cevik O, Cadirar S, Sener TE, Tinay I, Akbal C, Tavuk¢u HH, Cetinel S, Kiran D,
Sener G. Quercetin treatment against ischemia/reperfusion injury in rat corpus
cavernosum tissue: a role on apoptosis and oxidative stress. Free Radic Res.
2013;47(9):683-91

Tavuk¢u HH, Sener TE, Tinay I, Akbal C, Ersahin M, Cevik O, Cadira S, Reiter
RJ, Sener G. Melatonin and tadalafil treatment improves erectile dysfunction after

spinal cord injury in rats. Clin Exp Pharmacol Physiol. 2014 Feb 19.

Ozyurt H, Ozden AS, Cevik O, Ozgen Z, Cadira1 S, Elmas MA, Ercan F, Sener G,
GOren MZ. Investigation into the role of the cholinergic system in radiation-induced

damage in the rat liver and ileum. J Radiat Res. 2014 Jun 8.

Ozyurt H, Cevik O, Ozgen Z, Ozden AS, Cadirar S, Elmas MA, Ercan F, Géren MZ,
Sener G. Quercetin protects radiation-induced DNA damage and apoptosis in kidney
and bladder tissues of rats. Free Radic Res. 2014 Aug 14:1-9.

Posterler

Tinay I, Celik O,Cadira S, Cevik O, Oroglu B, Sener G, Tarcan T. ‘Tavsanda
Subaraknoid Kanamanin Ve Sonrasinda Uygulanan Hiperbarik Oksijen Tedavisinin
Mesane Dokusu Uzerindeki Etkileri.” 3. Ulusal Islevsel Uroloji ve Kadin Urolojisi
Kongresi, 3-6 EKim 2013, ANTALYA.

Sener TE, Tinay I, Tarcan T,Cevik O, Cadirar S, Cetinel S, Sener G. ‘Siganlarda
Iskemi/Reperfiizyon Modelinde Olusan Mesane Dokusu Kontraktil Bozuklugu Ve
Apoptoz Uzerine Kuersetinin Etkileri.” 3. Ulusal Islevsel Uroloji ve Kadin Urolojisi

Kongresi, 3-6 Ekim 2013, ANTALYA.

62



Sener TE, Tinay I, Tarcan T,Cevik O, Ersahin M, Cadire1 S, Cetinel S, Sener G.
‘Spinal Kord Hasari Sonrasinda Kuersetinin Sican Mesane Dokusu Uzerinde

Koruyucu Etkileri.” 3. Ulusal Islevsel Uroloji ve Kadin Urolojisi Kongresi, 3-6 Ekim
2013, ANTALYA.

63



EK-2: Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu Karar Formu

MARMARA UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

PROJE ONAY FORMU
PROTOKOL KODU 99.2013.mar Cahisma: Yiikseklisans tezi
e Sispilatin’e bagl: urog I organ toksisi kargi kuversetinin olast
BASVURU BILGILERI PROJE ADI koruyucu etkilerinin incelenmesi
SORUMLU ARASTIRICT UNVANVADI Prof.Dr. Goksel SENER
ARASTIRMA MERKEZI DEHAMER- MU Eczacilik Fakiiltesi farmakoloji ABD
DESTEKLEYICI BAPKO
=it |G.06. 213
= 'Yukarida basvuru bilgileri verilen arastirma bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler aragurmanin gerekge, amag, vaklagim ve yontemleri
KARAR BILGILERI dikkate almarak incelenmis ve gerceklestirilmesinde sakinca bulunmadigi i¢in Kurulumuzca onayl oy birligi ile karar
verilmistir. Onay sonrasinda yapilacak her tirli proje degisiklikleri (katthmctlar, baslik vb.) veya protokol degisikliklerinin Etik
urula bildirilerek proje onaymnin yeni i gerekmektedir.
[ETiK KURUL BILGILERI
ICALISHATESASL IDeney hayvanlan ile yapilacak olan bilimsel aragtirma, test, saghk hizmetleri uygulamalar ve egitim-ogretim gibi temel
letkinliklerde kullanilan yontem ve materyaller ile ilgili etik standartlan gozetmek, etik ilkeler dogrultusunda gorts bildirmek.
larastirma Onerilerini incelemek ve sertifikas1 olmayanlarin deney hayvant kull larimi engellemektir.
UYELER L
Unvam / Adi/ Soyadi Uzmanhk Dah Kurumu / EK Uyeligi Onaylanan Proje Toplantiya l 1mza
ile Iiskisi katihm i
Prof. Dr. Goksel SENER Farmakoloji M.U Tip Fakiltesi ve Deney NI T
- Hayvanlan ~ Uygulama ve = s - & Y URUTUCU
Arastirma Merkezi Miidiirii Var Yok Evet  Hayr
. = . 2 — L~
Fizyoloji Yiiriitiicii Sekreteri Var Yok Evet  Hayir /
ProfDr. inci ALICAN H
/
- = " = : L
Prof. Dr. Aysen YARAT Biyokimya M.U Dis Hekimligi Fakiiltesi Var Yok Evet  Hayr : 2{ . ;
Histoloji Embriyoloji M.U Tip Fakiiltesi Var Yok Evet Hayr !
Dog.Dr. Serap SIRVANCI ABD i
i — "
Dog.Dr. Hasan Raci YANANLI Farmakoloji M.U Tip Fakiiltesi Var Yok EVET HAVR i
|
o
N . - . - I
Vet. Hek. Dilek OZBEYLI Veteriner Hekim M.U Tip Fakiiltesi ve Deney | Var Yok Evet Hayir :
Hayvanlan  Uygulama ve 5 S |
Aragtirma Merkezi Sorumlu i
Veterineri | |
. . e B NS
Ogr. Gér.Dr. Girkan SERT Tip Tarihi ve Etik M.U Tip Fakiiltesi Var Yok ‘ Evet Hayir
|
Bio. Arif GUMUS Biyoloji istanbul Hifzissthha Enstitisi | Var Yok " Fvet Hayir |
Miudirliga, :
Kurumla iligkisi ohmayan TC !
vatandag iiye H
Billur AYGOR Emekli Memur Kurumla iligkisi olmayan TC | Var Yok { Evet Hayw i |
vatandag iye i i
i e

64



