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ARASTIRMA

Sisplatin Uygulanan Ratlarda Olusturulan Nefrotoksisitede
Melatoninin NAMPT/SIRT-1 Sinyal Yolagi Uzerine Etkisi

Nefrotoksisite, genis kullanim alanina sahip antineoplastik bir ilag olan sisplatinin en yaygin yan
etkisidir. Bu nedenle bir doz sisplatin alindiktan sonra renal fonksiyonlarinda gerileme meydana
gelen hastalarda sisplatin kullanimi %25-35 oraninda kisitlanmaktadir. Sisplatinden kaynaklanan
nefrotoksisite bobrekte artis gosteren oksidatif stres ile iligkilidir. Bu calismada sisplatin ile
olusturulan nefrotoksisitede bir antioksidan olarak melatoninin, sisplatin kaynakl nefrotoksisiteye
karsi biyokimyasal, histopatolojik ve molekuler dizeyde nasil etki gosterdigini arastirdik. Bu
calisma, tek doz intraperitonal (i.p.) sisplatin uygulamasiyla olusturulan bir rat nefrotoksisite
modelinde melatonin uygulamasinin bébreklerde koruyucu etkiye sahip oldugunu géstermektedir.
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Melatonin verilen hayvanlarda serum ure ve kreatinin degerleri, renal bozulmanin sisplatin enjekte
edilen gruba oranla belirgin bicimde azaldigini ortaya koymustur. Bébrek dokusunda MDA ve 8-iso-
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PGF,a seviyeleri sisplatin grubunda kontrol grubuna goére anlamh olarak ylksek bulunmustur.
Melatonin tedavisi alan ratlarda, SIRT-1 protein ekpresyon seviyesi belirgin bigimde artis yoninde
dizenlenirken NAMPT, COX-2, TGF-B1 ve TNF-a proteinlerinin ekspresyon seviyeleri ise
azalmistir. Histopatolojik bulgular; melatoninle 6n tedavinin, sisplatin kaynakh tubuler nekroz basta
olmak Uzere sisplatin tarafindan olusturulan gogu degisimi de 6nledigini gostermistir. Bu galismanin
sonuglari, sisplatin ile olusturulmus bdbrek hasarinda melatoninin NAMPT/SIRT-1 sinyal yolagdini
dizenleyerek COX-2, TGF-B1 ve TNF-a inhibisyonu yoluyla yangily! azaltarak bir iyilesme
saglayabildigini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, nefrotoksisite, melatonin, NAMPT, SIRT-1

The Effect of Melatonin on NAMPT/SIRT-1 Signaling Pathway on Cisplatin Induced
Nephrotoxicity in Rats

Nephrotoxicity is the most relevant side effect of widely used antineoplastic drug cisplatin.
Therefore use of cisplatin is limited with about 25-35% of patients experiencing a significant
reduction in renal function after a single dose of cisplatin. Cisplatin-induced nephrotoxicity is related
to an increase in oxidative stress in the kidney. In the present study, we investigated biochemically,
histopathologically and at the molecular level how the melatonin display antioxidant effect against
cisplatin-induced nephrotoxicity. The present study demonstrates that the administration of
melatonin exerts a renal protective effect in a rat model of nephrotoxicity provoked by a single
intraperitoneal (i.p.) injection of cisplatin. In the animals that receive melatonin, the levels of serum
urea and creatinine indicating reduced renal injury were significantly lower as compared to the
cisplatin injected group. The renal tissue MDA and 8-iso-PGF2a levels showed a significant
increase in sisplatin-treated rats compared the control rats. SIRT—1 protein expression levels were
significantly up-regulated while NAMPT, COX-2, TGF-B1 and TNF-a protein expression level were
down-regulated in rats treated with melatonin. Histopathological findings showed that melatonin
pretreatment decreased the cisplatin-induced tubular necrosis and most of the changes produced
by cisplatin. Taken together, results of this study indicate that melatonin attenuates cisplatin-
induced nephrotoxicity by modulating NAMPT/SIRT-1 signaling, and reducing the inflammation by
inhibiting COX-2, TGF-B1 and TNF-a.
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Girig

Sisplatin gesitli kanser tirlerinin tedavisi icin yaygin olarak kullanilan platin bazli bir
antineoplastik ilactir (1, 2). Ancak ¢oklu organ toksisitesi ve 6zellikle bébrek tzerindeki
sitotoksik etkisi nedeniyle kullanimi sinirhdir (3, 4). Son c¢alismalar sisplatinin, DNA
mutasyonlarini, hiicre déngisu durmasini ve apoptozu indikledigini gdstermistir (5).
Sisplatin, bdbrek dokularinda diger organlardan ¢ok daha fazla birikir. Proksimal tlbdler
hicrelerdeki konsantrasyonu, kandakinin yaklasik bes katidir (6, 7). Ayrica, sisplatin
kaynakli nefrotoksisitede siklikla bobrek fonksiyon bozukluguna neden olan reaktif
oksijen turlerinin  (ROS) Uretiminin arttigi  bildirilmistir (8, 9). Sisplatin kaynakh
nefrotoksisitenin mekanizmasi tam olarak anlagilamamakla birlikte; hipoksi, serbest
radikaller, inflamasyon ve apoptoz gibi c¢esiti mekanizmalarin rol oynadigi
disunulmektedir. Sisplatin uygulamasiyla olusan serbest oksijen radikalleri oksidatif
stresin siddetiyle parelel dogrultuda artis gdsterir. Stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit
ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikallerin asiri Gretimi ve oksidatif strese bagl lipid
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peroksidasyonunun ortaya cikmasi, sisplatin kaynakli
boébrek fonksiyon bozuklugu ile iligkilidir (10, 11).
Sisplatin nefrotoksisitesini ve diger yan etkileri azaltmak
icin deneysel ve klinik calismalarda cesitli ilaglar
kullanilmigtir. Yapilan ¢alismalarda (8, 12-17) sisplatinin
daha c¢ok asir serbest radikal Uretimiyle oksidatif renal
hasar yaptigina dair kanitlar ileri surdlmuastar. Bu
nedenle cesitli  antioksidan  maddelerin  deney
hayvanlarinda sisplatin ile olusturulan nefrotoksisitede
onleyici rolleri galigiimistir.

Melatonin pineal bez, immin sistem hicreleri,
beyin, solunum epiteli, kemik iligi, bagirsak, ovaryum,
erbezleri ve benzer diger dokular tarafindan salgilan bir
hormondur (18, 19). Melatonin vicuda her yoldan
uygulanabilen, hizla absorbe olabilen ve ileri derecede
lipofilik 6zellii nedeniyle tim dokulara kolayca
yayilabilen, direkt olarak serbest radikalleri giderici guc¢lu
bir antioksidandir (20-22). Serbest radikaller, hucre
zarinda bulunan membran fosfolipidleri ile lipid
peroksidasyonu denilen bir reaksiyona girerek
malondialdehit (MDA) adi verilen bir Griinin olusmasina
neden olmaktadir. Oksidatif stres olarakta bilinen bu
reaksiyon sonucu, hlcre membraninin stabilitesi
bozulmakta ve hiicre 6limi gergeklesmektedir (8, 13,
23). Lipid peroksidasyonu sonucu non-enzimatik olarak
arasidonik asitten Uretilen 8-iso-prostaglandin Fza (8-iso-
PGF2a) son vyillarda oksidatif hasarin givenilir bir
gOstergesi olarak kullaniimaktadir. Serbest radikal
hasarli hayvan modellerinde 8-iso-PGF2a miktarinin
yuksek seviyelerde oldugu rapor edilmistir (9, 24).
Nicotin Amide Phosphoribosyl Transferase (NAMPT) B
lenfosit oncdllleri igin bir blylime faktéri olarak
tanimlanir (25). Bobrekteki mesanjiyal hiicrelerin ayni
zamanda NAMPT saliniminda yiksek yetenege sahip
oldugu bildiriimistir. NAMPT; nefropatide 6nemli bir
parakrin roli ve bdbrek iltihabi varhiginda seviyesi
anlamli derecede ylksek olan bir enzimdir (26-28).
Sirtuin-1 (SIRT1) hicresel dizenlemede goérev alan
proteinlerin deasetilasyonundan sorumlu bir enzimdir.
Yapilan arastirmalarda SIRT-1'in  ekspresyonunun
artmasi ile sisplatine bagli hiicre hasarini énemli dlgtide
azalttigr belirtilmistir. SIRT-1, glomeriler mesanijiyal
hiucrelerde TGF-B1 kaynakh apoptozisi inhibe ederek
bobrekte glomeriler hastaliklarin dnlenmesi icin yeni bir
strateji saglayabilir (29-30).  Siklooksijenaz-2 (cox-2)
genellikle kanser, yangi ve iltihabi reaksiyonlarda fazla
oranda sentezlenen bir enzimdir. Siklooksijenaz-2
sentezi dokularda, hormonlar, biyime faktorleri,
endotoksinler ve sitokinler tarafindan indiklenmektedir.
Bu uyarici faktérler, hicre yuzeylerindeki reseptdrlere
baglandiginda, bazi protein kinazlar aktive olmakta buna
bagh olarak da Nuclear Factor kappa B (NF-kB)
aktifleserek gekirdekte cox-2 gen promotor bdlgesinden
cox-2 enzim sentezini tesvik etmektedir (24, 31).
Transforming growth factor beta 1 (TGF-B1) proteini
hicresel blyume, ¢ogalma, farkllasma, apoptoz ve
bagisikhk sisteminin kontroli gibi birgcok hicresel ve
molekiiler iglevde aktif rol almaktadir. Birgok hiicre TGF-
Bl proteinini sentezlemekte ve hemen hepsinde bu
proteine spesifik reseptorler bulunmaktadir (32, 33).
Tdmor nekroz faktor-alfa (TNF-a) makrofajlar tarafindan
Uretilen gok fonksiyonlu bir sitokindir. Hiicre gogalmasi
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ve degisimi, apoptoz, lipit metabolizmasi, pihtilagsma gibi
genis bir biyolojik spektrumda gérev alirlar. Akut
inflamasyon ve obezitede TNF-a ekspresyonu artar (34).

Bobreklerde sisplatin  kaynakli oksidatif stres,
antioksidanlarin kullanildigi tedavilerle kismen
Oonlenmistir (4, 9, 11-14). Melatonin'in  sisplatin
toksisitesine karsi koruma sagladigi gosterilmistir (1, 11).
Bununla birlikte, melatoninin  sisplatin  kaynakh
nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkilerinin mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir. Bu calismada;
antikanserojen ilag olarak klinikte siklikla kullanilan
ksenobiyotik Ozellikli sisplatinin ratlarda olusturdugu
nefrotoksisitede NAMPT/SIRT-1 sinyal yolagindaki
mekanizmalar Uzerine antioksidan 6zellikli melatoninin
etkinligi arastinildi. Bu amagla; serum Ure ve kreatinin,
bdbrek dokusu MDA ve 8-iso-PGF2a duzeyleri 6lguldi.
Bobrek dokusu NAMPT, SIRT-1, COX-2, TGF-B1 ve
TNF-a dizeyleri Western blot yontemiyle analiz edildi.
Histolojik degisiklikler degerlendirildi.
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Aragtirma ve Yayin Etigi: Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'ndan (FUHADEK), onay
alindiktan sonra (Tarih: 20.01.2011, Toplanti: 2011/1,
Karar No: 21), calisma standart deneysel hayvan
calismalar etik kurallarina uygun olarak yapildi.

Hayvanlar ve Deneme Diizeni: Calismada Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden (FUDAM)
temin edilen ve agirliklari 210+5 g arasinda degisen
erkek Wistar albino cinsi ratlar kullanildi (n=40, 8
haftalik). Deney hayvanlarinin bulunduklari nisbi nem
%55 5, ortam sicakhigi 22+2 °C ve 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik olacak sekilde takip edildi. Hayvanlara yem
ve su ad libitum olarak verildi.

Nefrotoksisite tek doz intraperitoneal (i.p.) sisplatin
enjeksiyonu ile olusturuldu. Sisplatin (Sigma Chemical
Co, USA), %0.9 salin (1 mL/100 gr/kg i.p.) icinde 7
mg/kg olacak sekilde i.p. enjeksiyon yoluyla arastirmanin
3. guniinde tek dozda uygulandi.

Ratlar rastgele asagidaki sekilde gruplandirildi:

1. Kontrol grubu (n=10): Sisplatin uygulanmayan,
aragstirmanin 3. gunudnde i.p. olarak sisplatinle esit

hacimde izotonik salin solisyonu (1 mL/kg/gln)
uygulanan ve bazal diyetle beslenen ratlar.
2. Melatonin grubu (n=10): Sisplatin

uygulanmayan, 12 gin slreyle Melatonin  (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) (4 mg/kg/giin) verilen ratlar.

3. Sisplatin grubu (n=10): Sisplatinin arastirmanin
3. glnunde %0.9 salin iginde 7 mg/kg olacak sekilde i.p.
enjeksiyon yoluyla tek dozda uygulandigi ratlar.

4. Melatonin+Sisplatin grubu (n=10): Sisplatin
uygulanan ve uygulamadan 2 giin 6nce ve uygulamadan
sonra 10 gun sureyle Melatonin (4 mg/kg/gln) verilen
ratlar.

Melatonin, her bir rata 4 mg/kg/gin dozunda
karanhk periyoda geg¢meden hemen oOnce i.p.
enjeksiyonla sisplatin uygulamasindan 2 giin 6nce ve
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uygulamadan sonra 10 gun toplam 12 gin sureyle
ginde 1 kez olacak sekilde verildi. Sisplatin
uygulamasindan 10 gun sonra ratlar anestezi altinda
dekapite edilerek analizler igin doku 6rnekleri alindi ve
analizler yapilincaya kadar -80 °C’de sakland..
Bobrekler histolojik inceleme icin hemen %20 notr
tamponlu formalin solliisyonunda sabitlendi. Serum dre-
azotu ve kreatinin 6lgimleri igin kan alindi.

Laboratuvar Analizleri: Kan 6rnekleri 3000 g'de
10 dk sUreyle santrif(ij edildi ve serumlari ayrildi. Serum
Ure nitrojeni ve kreatinini biyokimyasal analizér ile
(Olympus AU-660, Japonya) olclldi. Doku MDA
seviyeleri, yuksek basingli sivi kromatografisiyle (HPLC,
Shimadzu, Tokyo, Japonya) analiz edildi (35). 8-iso-
PGF2a dizeyleri enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) yontemine gore calisan ticari kitlerle (Cayman
Chemical, MI, USA) ELISA cihazinda (EIx—800; Bio-Tek
Instruments Inc, Vermont) 6lglldi.

Bobrek dokusu 1:10 (w/v)luk soguk hipotonik
tampon [10 mM HEPES (pH 7.8), 10 mM KCI, 2 mM
MgClz, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, ve 0.1 mM
phenylmethylsulfonyl-fluoride (PMSF)] icinde homojenize
edildi. Doku homojenatlarina %10’luk Nonidet P-40 (NP-
40) c¢ozeltisinden 80 pL ilave edildi ve karigim 14.000
g'de 2 dakika sire ile santriflij edildi. Stpernatanlar yeni
tiplere alindi. Pellet, 40 yL %10’luk NP-40 ilaveli soguk
hipotonik tamponun 500 pL'si ile bir kez yikandi. Daha
sonra 200 uL tampon [50 mM HEPES (pH 7.8), 50 mM
KCI, 300 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mM
PMSF,%20 gliserol] igerisinde yeniden sispanse edildi
ve 14.800 g'de 5 dakika boyunca santriftj islemi yapildi.
Elde edilen supernatant yeni tiplere alindi. Protein
konsantrasyonu Lowry prosedirine uygun sekilde
protein olgiim kiti kullanilarak (Sigma, St. Luis, MO,
ABD) olgildi. Sodyum dodecyl stlfat-poliakrilamid jel
(SDS-PAGE) iginde esit miktarlarda (50 ug) protein,
elektroforez igin kullanildi (36). Arkasindan nitroselliil6z
membranlara (Schleicher and Schuell Inc, Keene, NH,
USA) aktarildi. Nitrosellil6z membranlar PBS iginde 5
dakika sireyle 2 kez yikandi ve %7lik sigir serum
albumini icerisinde primer antikor uygulamasindan dnce
1 saat bekletildi. Primer antikor [NAMPT, SIRTUIN-1,
COX-2, TGF-B1, TNF-a (Abcam, Cambridge, Ingiltere)]
%0.05 Tween-20 iceren ayni tampon icinde 1:1000
oraninda dilie edildi. Nitroselliléz membran gece
boyunca 4°C’de primer antikorlari ile inkibe edildi.
Blotlar yikandi ve sekonder antikor [horseradish
peroksidaz-conjugated goat anti mouse IgG (Abcam,
Cambridge, ingiltere)] ile inkibe edildi. Spesifik
baglanma, diaminobenzidin ve H20: substratlari
kullanilarak tespit edildi. Protein yikleme B-aktin
antikoruna (A5316; Sigma) karsi monoklonal bir mouse
antikoru kullanilarak kontrol edildi. Protein dizeyleri bir
goOruntl analiz sistemi (Image J; National Institute of
Health, Bethesda, USA) ile dansitometrik olarak analiz
edildi.

Her bir rattan alinan sol bébrek histolojik inceleme
icin hemen %20’lik ndtral tamponlu formalin solliisyonu
ile fikse edildi. Daha sonra yavas yavas dehidrate edilip
parafine gomduldiu. Parafin bloklar standart islemlere
uygun olarak 5 pMlik kesitler halinde kesilerek
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hematoksilen- eosin boyasi ile boyandi. Her bir bébrek
lami igcin  minimum 10 alan incelendi. Vakuoler
dejenerasyon, tlbuler atrofi ve dilatasyon, tubdller
nekroz, interstisyel 6dem ve inflamasyon semikantitatif
olarak degerlendirildi. Degisimin siddetini belirlemede
kullanilan derecelendirme sistemi: (-): yok, (+): hafif
derece hasar, (++): orta derece hasar, (+++): siddetli
hasar olarak belirlendi.

Verilerin degerlendiriimesinde SAS (2002) istatistik
paket programi kullanildi (37). Veriler varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak analiz  edildi. Degiskenler
ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Grup igi
farkliigi ortaya koymak amaciyla Fisher LSD post hoc
testi uygulandi. Istatistiksel anlamhlik P<0.05 olarak
kabul edildi.

Bulgular

Serum Ure ve kreatinin duzeyleri Sekil 1A ve B'de
gOsterilmigtir. Melatonin uygulanan grupta Gre ve
kreatinin dizeylerinde kontrol gruplarina gére dnemli bir
degisim gortlmemistir (P>0.05). Kontrol grubuna gore,
sisplatin  uygulanmig grupta, dure ve kreatinin
dizeylerinde O&nemli Odlgclide artis tespit edilmigstir
(P<0.001). Sisplatin grubuna goére, melatonin+sisplatin
grubunda ise ure ve kreatinin dizeylerinde anlamli bir
azals tespit edilmistir (P<0.001).

Bobrek dokusu MDA ve 8-iso-PGF2a dizeyleri
Sekil 2A ve B’de gosterilmistir. Melatonin uygulanan
grupta MDA ve 8-iso-PGF2a diizeylerinde kontrol
gruplarina gore anlamh bir farkhilik gorilmemistir
(P>0.05). Kontrol grubuna gore, sisplatin uygulanmis
grupta, MDA ve 8-iso-PGF2a diizeylerinde 0&nemli
Olgude artis tespit edilmistir (P<0.001). Sisplatin grubuna
goOre, melatonin+sisplatin grubunda ise MDA ve 8-iso-
PGF2a diizeylerinde anlamh bir azals tespit edilmistir
(P<0.001).

Bobrek dokusu NAMPT, SIRT-1, COX-2, TGF-B1
ve TNF-a dizeyleri Sekil 3A, B, C, D ve FEde
gOsterilmigtir. Melatonin uygulanan grupta NAMPT,
SIRT-1, COX-2, TGF-B1 ve TNF-a duzeylerinde kontrol
gruplarina gore Onemli bir degisim gorilmemistir
(P>0.05). Kontrol grubuna gore, sisplatin uygulanmis
grupta, SIRT-1 (P<0.05) dizeyinde bir dustus, NAMPT
(P<0.05), COX-2 (P<0.05), TGF-B1 (P<0.05) ve TNF-a
(P<0.05) duzeylerinde ise belirgin bir dlglide artis tespit
edilmistir. Sisplatin grubuna goére, melatonin+sisplatin
grubunda, NAMPT (P<0.05), COX-2 (P<0.05), TGF-B1
(P<0.05) ve TNF-a (P<0.05) duzeylerinde anlamli bir
azahs, SIRT-1 dizeyinde ise artis tespit edilmistir
(P<0.05).

Kontrol ve melatonin grubundaki ratlardan alinan
bdbreklerde herhangi bir patoloji gdzlenmedi. Buna
karsilik, sisplatin verilen grupta korteks ve dis medullada
orta siddete vakuolizasyon, hafif siddette interstisyel
6dem ve inflamasyon, siddetli derecede tubuler nekroz
g6zlendi. Melatonin+sisplatin grubunda ise sisplatinin
indukledigi  histopatolojik  degisikliklerin  siddetinin
azaldigi gorildu (Tablo 1, Sekil 4A, B, C ve D).
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Tablo 1. Melatonin uygulamasinin rat bobrek dokusunda morfolojik degisiklikler Gizerine etkisi

Morfolojik Degerlendirme Kontrol Melatonin Sisplatin Mglaton!n
+Sisplatin
Tubuler Rejenerasyon .
Tubduler Dilatasyon i 4
Tubduler Vakuolizasyon . " i i
interstisyel inflamasyon +
Tubller Nekroz - - +++ +
-:Yok,  + (Hafif): <% 25, ++ (Orta) : % 25-50 arasi, +++ (Siddetli) : % 50'den fazla
200 7 42 el
J) presersasssisnisss s s s B 354
g 4
E -
= ] B g o
S 200 5 4l
]
TRHY = e R R R E L4 qressssmnnariennsisirnasanurnsnisernannens SUNNNNNNNNE « s +4
0 [/ TTT YT NP i D
Kontral Melatonin Sizplatin Sigplatin + |
Melatonin %0
Kentrel Melatonin ~ Sisplatin  Sisplatin +
A Melatonin
B

Sekil 1. Serum; Ure (A) ve kreatinin (B) duzeyleri, [a-c: farkh harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan énemlidir
(p<0.05)].

180 4 1800 1
g 13 8 139
3 &
é a
g 2 g 900 1
: :
il b 4501
. 0
Kontrel Melatonin ~ Sisplatm Sisplatin +
Melatonin Kontrol ~ Melatonin  Sisplatin ~ Sisplatin +
Melatonin
A
B

Sekil 2. Bébrek dokusu; MDA (A) ve 8-iso-prostaglandin F,a (B) diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan énemlidir (p<0.05)].
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SIRT1 (% kontrob
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Kontrol ~ Melatonin ~ Sisplatin  Sisplatin +
Melatonin
B
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Melatonin
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Kontrol Melatonin  Sisplatin

Sisplatin +
Melatonin

Sekil 3. Bobrek dokusu; NAMPT (A), SIRT-1 (B), COX-2 (C), TGF-B1 (D), TNF-a (E) dlzeylerindeki degisimler ve Western blot
bantlan (F) [a-c: farkh harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan énemlidir (p<0.05)].
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Sekil 4. Gruplarda bobrek histopatolojisi: (A) Kontrol grubu, normal histoloji; (B) Melatonin grubu, normal histoloji; (C) Sisplatin grubu,
tubullerde yaygin dejenerasyon, nekroz ve rejeneratif degisiklikler; (D) Melatonin+Sisplatin grubu, tibil epitel hiicrelerinde hafif

derecede hidropik dejenerasyon ve tubiler hasar (H&E, x200).

Tartisma

Bu calisma, tek doz i.p. sisplatin uygulamasiyla
olusturulan rat nefrotoksisite modelinde melatonin
uygulamasinin bdbrek Uzerinde koruyucu bir etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Melatonin verilen
hayvanlarda serum Ure ve kreatinin seviyeleri, bobrek
fonksiyonlarindaki azalmanin sisplatin enjekte edilen

gruba oranla belirgin bicimde disik oldugunu ortaya
koymaktadir. Bébrek dokusunda MDA ve 8-iso-PGF2a
seviyeleri sisplatin grubunda kontrol grubuna goére
anlamli olarak yiksek bulunmustur. Melatoninle tedavi
edilen ratlarda, SIRT-1 protein ekpresyon seviyesi
belirgin bicimde artis yoniinde duizenlenirken NAMPT,
COX-2, TGF-B1 ve TNF-a proteinlerinin ekspresyon
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seviyeleri ise azalmistir. Histopatolojik bulgular,
melatoninle 6n tedavinin, sisplatinle olusturulan tubuler
nekrozu ve sisplatinin neden oldugu cogu patolojik
degisimi indirgedigini ortaya koymustur.

Sisplatin ROS dretimini arttirir, antioksidan enzim
dizeylerini azaltir, TNF-a seviyesini artinir (8, 11, 13),
toksisitesini tetiklemek suretiyle apoptozisi uyarir (15).
Bdbrekteki mesanjiyal hucrelerin NAMPT saliniminda
ylksek yetenege sahip oldugu bildirilmistir (26). NAMPT
nefropati patogenezinde 6nemli rolii olan bir enzimdir
(28). NAMPT hiicrede Nikotinamid adenin dinikleotid
(NAD)In  dénugiminde ve regulatér enzimlerin
dizenlenmesinde kritik bir role sahiptir (38). Sisplatin
tarafindan olusturulan serbest oksijen radikallerinin NF-
KB'yi aktiflestirdigi bildiriimektedir (1, 11). SIRT-1’in
kanser hucrelerinin apoptozise ydnlendirimesinde ve
oksidatif strese direncin arttirlmasinda goérev aldigdi
rapor edilmistir (39). NF-kB, SIRT-1’in 6nemli
substratlarindan biridir ve inflamatuar hiicre hasarinda
merkezi bir rol oynamaktadir. Sisplatin kaynakh bobrek
hasarinda NF-kB’'nin aktiflesmesi suretiyle ROS tirlerinin
yangidaki roli de arastinlmistir (40). Yapilan bir
arastirmada SIRT1’in ekspresyonunun artmasi ile
sisplatine bagll hicre hasarini énemli dl¢clide azalttigi
belirtiimistir (41). SIRT-1 ayni zamanda antioksidan
enzim aktivasyonunu saglayarak reaktif oksijen tirlerinin
hiicresel detoks yetenegini artinr (42). Yapilan bir
arastirmada (43); diyabetik ratlarda SIRT?1’in, anti-
inflamatuar etkileri ve otofaji dizenlenmesi yoluyla
diyabetik nefropatiyi dizelttigini ortaya konulmustur.

Sisplatin nefrotoksisitesinde ¢esitli mekanizmalar
suclanmakla beraber son doénemlerde patofizyolojide
daha c¢ok oksidatif stres (zerinde durulmaktadir.
Oksidatif hasar, organizmanin antioksidan kapasitesinin
Uzerinde ROS (sliperoksit anyon, hidrojen peroksit ve
hidroksi  radikalleri)  Uretimi  veya  antioksidan
mekanizmalarin  yetersizliginde  olusur.  Sisplatin
nefrotoksisitesinde  oksidatif hasarin  roli  cesitli
yayinlarda bildiriimektedir (8, 9, 11, 14). Kemoterapotik
ajanlar timoral hicrelere spesifik olmamakla birlikte
ylksek bélinme hizina sahip hiicrelerde daha fazla etkili
olmaktadirlar. Bu o&zellikleri ile kontrolstiz bir sekilde
bélinmeye ugrayan timoral hicrelere etki ederken ayni
zamanda fizyolojik olarak yiliksek bdlinme hizlarina
sahip normal hicrelere de etki etmektedirler. Bobrek
hiucreleri yUksek bolinme hizina sahip olmamasina
ragmen yuksek kan akim hizi ve hacmi nedeni ile
kemoteropatik ajana daha fazla maruz kalmasi ve tibdl
hicrelerindeki transport mekanizmalarn aracihdr ile
kemoteropotik ajanin birikmesi sonucu bébrek hicreleri
de etkilenmektedir.  Sisplatin  nefrotoksisitesinde
sucglanan cesitli mekanizmalarin sonucu gelisen lipid
peroksidasyonu tiibul hicrelerinde cesitli yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere yol agcmakta ve bitin bu
degisiklikler nedeniyle ile bdbrek fonksiyon bozuklugu
ortaya gikmaktadir. Sisplatin nefrotoksisitesini azaltmaya
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yonelik  olarak  gesitli  antioksidanlar  deneysel
calismalarda kullanilmis ve kismen koruyucu etkilerinin
oldugu yayinlarda belirtilmistir (1, 4, 8, 9, 13, 14, 24).
Oksidatif stres ve yangi, sisplatin  kaynakh
nefrotoksisitenin kapsadigi iki ok dnemli faktordir (40).

Melatonin ve metabolitlerinin, antioksidan sistemi
serbest radikalleri sliptirmeye zorladig1 gosterilmistir (19,
22). Melatonin; antioksidan enzimlerin ve glutatyonun
sentezini  sitimile eder, baska antioksidanlarin
aktivitelerini artinr ve diger antioksidatif enzimleri
oksidatif hasardan korur (20, 21). Wang ve arkadaslari
(44), melatoninin; kardiyo pulmoner by pass sonucu
olusan renal hasarin O6nlenmesinde muhtemelen
antioksidan fonksiyonu ve HO-1 sentezini artirmasi
sonucunda etkili oldugunu gostermiglerdir. Melatonin; iyi
tolere edilebilen, baska tedavilerle dusuk etkilesim
potansiyeline sahip ve bazi vakalarda serbest radikal
supurucu Ozellikleri nedeniyle sentetik ilaglarin yan
etkilerini azaltabilen bir indoldir (19). Melatonin bir
antioksidan olarak degisik hayvan gruplarinda ve farkh
nefrotoksik modellerde galisiimigtir (1, 11, 45, 46).

Son on yilda, akut ve kronik doku tahribati ve
oksidatif stresin ¢esiti modellerinde, melatoninin
koruyucu etkisindeki ana mekanizmanin; dolayl
(transkripsiyonel) etkiler araciliiyla oldugu gosterilmistir.
Akut renal hasar olugsturulan bir rat modelinde
melatoninin, oksidatif stres markdrlerini, antioksidan ve
detoksifikasyon  enzimi HO-1’in  ekspresyonunu
geligtirerek (44) veya NOS’un indiklenebilir formu
yaninda p38 MAPK ve NF-kB aktivasyonunu inhibe
etmek suretiyle arttirdigi belirlenmistir (47).

Melatoninin ratlardaki karaciger koruyucu efkileri,
dimetilnitrdzaminle akut zehirlenme olusturularak (48)
belirlenmis ve bu durum melatoninin sekonder bir
antioksidan ve detoksifikasyon ajani rolinu
desteklemektedir (49). Bu mekanizma, stres yanitiyla
aktiflesen NF-x bagimli genlerin negatif
modulasyonlariyla iligkili gérinmektedir. NAMPT, NF-kf
aktivatoradir. Dolayisiyla sisplatin  grubunda visfatin
dizeylerinin ylikselmesi NF-kB’yi aktive ederek serbest
oksijen radikallerinin  yangilyi artirmasina neden
olmustur. SIRT-1, NF-kB'yi substrat olarak kullanir.
Dolayisiyla sisplatin grubunda sirt-1 duzeylerindeki
azalma NF-kf’nin artisina neden olmaktadir. Boylece
muhtemel bir yangi artisi s6z konusu olmaktadir.
Melatonin uygulamasiyla birlikte visfatin dizeylerinde
meydana gelen disus ve sirt-1 diizeylerindeki artig NF-
kB aktivasyonunu inhibe etmektedir. Boylece renal hasar
olusturulan bu modelde nefrotoksisiteye karsi melatonin
kaynakli bir koruma saglanmasi muhtemeldir.

Sonug olarak, sisplatin ile olusturulmus bdbrek
hasarinda melatoninin NAMPT/SIRT-1 sinyal yolagini
dizenleyerek, COX-2, TGF-f1 ve TNF-a inhibisyonu
yoluyla yanglyl azaltarak bir iyilesme saglayabilecegi
tespit edilmigtir.
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