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Metotreksat (MET), akciger, meme kanserleri ve lenfoma gibi ¢esitli malignitelerin tedavisinde kullanilmaktadir.
Bu neoplastik ajanin hepatorenal toksisite gibi ¢esitli komplikasyonlara neden olmasi onun tedavide kullanimini
siirlamaktadir. Antiinflamatuvar etkileri ¢ok iyi bilinen kurkumin (KUR)’in hepatorenal toksisite iizerindeki
koruyucu etkileri literatiirde ifade edilmistir. Bu calismada metotreksat ile indiiklenen oksidatif stres,
proinflamatuar yanitin kurkumin ile baskilanabilecegini varsaydik. Bu ¢alisma, metotreksat kaynakli sitotoksisite
ve oksidatif strese karst kurkuminin koruyucu roliinii aragtirmak igin planlandi. Bu c¢alismada metotreksat
kaynakli renal toksisite ve sonrasinda gelisen molekiiler olaylar1 in-vitro arastirmak iizere fare bobrek kortikal
toplama kanal hiicreleri (mpkCCDc14) kullanildi. Gruplar, Kontrol, KUR (10 uM ve 24 saat), MET (5 uM ve 24
saat) ve MET+KUR olarak dizayn edildi. Metotreksat kaynakli oksidatif stres, mpkCCDc14 hiicrelerinde
mitokondriyal membran depolarizasyonu (MMD), sitozolik reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi, apopitoz ve
kaspaz-3, kaspaz-9 aktivasyon diizeyleri belirlenerek degerlendirildi. MET, oksidatif stresin hiicre iginde
artmasina neden olmasma ragmen, bu kurkumin tarafindan azaltilmistir. Kurkumin tedavisi, mitokondriyal
disfonksiyonu diizenleyerek hiicrelerde ROS olugumunu bastirdi. Metotreksata maruz kalan hiicrelerde apoptoz,
kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktiviteleri artmistir. Bununla birlikte bu durum, kurkumin tedavisi ile modiile edildi.
Sonug olarak, metotreksat ile indiiklenen oksidatif stres hiicre hasarina ve proenflamatuar yanita yol acarak
kronik bobrek hastaliginin ilerlemesinde mpkCCDc14 hiicrelerinin roliinii giiglendirir. Kurkumin antioksidan,
antienflamatuar ve anti-apopitotik etki ederek metotreksat kaynakli sitozolik toksisiteye karsi yardimer bir tedavi
olabilir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, Kurkumin, Metotreksat, Oksidatif stress, Sitotoksisite

ABSTRACT

Methotrexate (MET) is used in the treatment of various malignancies such as lung, breast cancers and
lymphoma. The fact that it causes various complications such as hepatorenal toxicity limits its usage in
treatment. The hepatorenal toxicity protective effects of Curcumin (CUR), whose anti-inflammatory effects are
well known, have been expressed in the literature. In this study, we assumed that methotrexate-induced oxidative
stress and proinflammatory response can be suppressed with curcumin treatment. This study was planned to
investigate the protective role of curcumin against methotrexate-induced cytotoxicity and oxidative stress. In this
study, mouse kidney cortical collection duct cells (mpkCCDc14) were used to investigate methotrexate-induced
renal toxicity and subsequent molecular events in-vitro. The groups were designed as Control, CUR (10 uM and
24 hours), MET (5 uM and 24 hours) and MET+CUR. MET-induced oxidative stress was evaluated by
determining mitochondrial membrane depolarization (MMD), cytosolic reactive oxygen species (ROS)
production, apoptosis and caspase-3, caspase-9 activation levels in mpkCCDc14 cells. Although MET caused
intracellular oxidative stress increase, this has been reduced by curcumin. Curcumin therapy regulated
mitochondrial dysfunction and suppressed ROS formation in cells. Apoptosis, caspase-3 and caspase-9 activities
have been increased in MET exposed cells. However, this condition was modulated by CUR therapy. As the
result, MET-induced oxidative stress strengthens the role of mpkCCDc14 cells in the progression of chronic
kidney disease, by leading to cell damage and creating a proinflammatory response. Curcumin can be an
adjunctive therapy against methotrexate-induced cytosolic toxicity by antioxidant, anti-inflammatory and anti-
apoptotic effects.
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GIRIS

Metotreksat ¢esitli malignitelerin tedavisinde etkili bir ilagtir. Ancak bu ilacin neden
oldugu toksisite onemli bir sorun olmaya devam etmektedir (Adamson ve Widemann,
2006). MET kaynakl: sitotoksite sadece tiimor hiicrelerini degil, ayn1 zamanda karaciger
ve bobrekler gibi diger hayati organlar1 da etkiler (Al-Atrash, Atteya, Jeweely ve Tousson,
2014). Nefrotoksisite, MET'in en 6nemli yan etkilerinden biridir. MET'in neden oldugu
bobrek toksisitesinin en sik goriilen sekli akut bobrek yetmezligi, MET'in bobreklerde
¢Okmesi ve olusan asidik idrar metabolitleri ile karakterizedir (Asvadi, Hajipour,
Khodadadi ve Roshangar, 2011). MET'in sitozolik toksisitesi, oksidatif stres, inflamasyon
ve apoptoz gibi cesitli faktorlerden kaynaklanabilir (Abdalla, Alhaider, EIl-Sheikh,
Hamouda ve Morsy, 2015). MET kaynakli bu toksisiteyi azaltabilecek ve ayni zamanda
MET’in etkinligini de azaltmayacak bagka bir ilagla birlesik bir tedavi protokoliiniin
uygulanmasi zaruridir. MET aracili bobrek toksisitesinin diger mekanizmalari, MET'in
dogrudan toksik etkisi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) gelismesidir (Asvadi vd., 2011;
Babiak, Campello, Carnieri ve Oliveira, 1998). Artan ROS, iyi bilinen ‘oksidatif stres’
terimi ile tanimlanan oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin bozuldugu durumu
ifade eder. Oksidatif stresin ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun bu ilaglarin toksik
etkilerinden sorumlu olduguna dair kanitlar vardir (Adamson ve Widemann, 2006; Carmo-
Fonseca ve Jordan, 2000). Bu kemoterapoétiklerin daha etkin bir tedavi sunmasi ve daha az
toksisiste olusturmasi igin dogal antioksidanlarla birlikte kullanimi tavsiye edilmektedir
(Choudhury, Ghosh ve Palo, 2000).

Diyet antioksidanlari, antikanser ilaglarinkullanimina bagli gelisen yan etkileri
azaltarak veya Onleyerek kemoterapinin antikanser etkilerini artirabilir (Antunes, Bianchi,
Francescato ve Mora, 2002). Son zamanlarda, antikanser ilaglarin toksik yan etkilerini
tyilestirmek i¢in polifenollerin antikanserojenik ve antimutagenik etkilerinin arastirildigi
caligmalar dikkat ¢ekmektedir (Almeida, Antunes, Bianchi, Mercadante ve Serpeloni,
2013; Chinnapun, Palipoch, Punsawad ve Suwannalert, 2014). Bu polifenoller arasinda,
zerdegalin major bileseni Curcuma longa rizomlarindan elde edilen sar1 bir pigment olan
kurkumin; immiinomodiilator, antioksidan, antimutajenik ve antikarsinojenik 6zellikleriyle
one ¢ikmaktadir (Kaskey, Kawamori, Kelloff, Lubet ve Steele, 1999; Murray ve Pizzorno,
1999). Kurkumin’in reaktif oksijen tiirlerini temizledigi, lipit peroksidasyonu engelledigi
ve DNA dahil hiicresel makromolekiilleri oksidatif hasardan korudugu bildirilmistir

(Becatti, Cecchi, Fiorillo, Lanzilao ve Pensafini, 2008). Faz | klinik ¢alismalar kurkuminin
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yiiksek dozlarda bile (12 g/giin) giivenli oldugunu gostermistir (Aggarwal, Anand,
Kunnumakkara ve Newman, 2007). Ayrica, in-vivo c¢alismalar, kurkuminin g¢esitli
antikanser ilaglarin genotoksisitesini ve oksidatif stresin inhibe ettigini gostermistir
(Chopra, Kaur, Tirkey, ve Vij, 2005; Cui, Huang, Wang, Xu ve Yang, 2011).

Ozetle bu calisma, kurkuminin memeli bébrek toplayict kanal hiicrelerinde MET
kaynakli sitotoksisite ve oksidatif stres tizerindeki olasi koruyucu etkilerini arastirmak igin
yapilmistir. KUR tedavisinin MET'in sitotoksik etkileri lizerindeki etkisini degerlendirmek
ve test edilen antikanser ilacin neden oldugu toksititeye karst koruyucu roliinii ele almak
icin bazt molekiiler parametreler arastirildi. Bu parametreler, bobrek hiicrelerinde
mitokondriyal membran depolarizasyonu (MMD), sitozolik ROS {iretimi, apoptoz ve

kaspaz -3, - 9 aktivite degisiklikleridir.
GEREC VE YONTEM

Hiicre Kiiltiirii

%90 Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen, Istanbul, Tiirkiye),
%10 Fetal Sigir Serum (FBS, Gibco, Istanbul, Tiirkiye) igeren medium hiicreleri biiyiitmek
i¢in kullanildi. Hiicreler, 37° C’de ve % 5 COz’de nemli bir ortamda tutuldu. Hiicrelerin

sayilmasi i¢in Casy Modell TT model otomatik hiicre sayaci (Roche, Almanya) kullanildu.

Gruplar
MPKCCDc¢4 hiicreleri esas olarak asagidaki gibi dort gruba ayrilds;

Kontrol grubu: Hiicreler, KUR ve MET uygulamasi yapilmadan 48 saat boyunca

hiicre kiiltiiri ortami ve kosullar1 altinda tutuldu.

KUR grubu: Hiicre kiiltlir ortaminda 24 saat tutulduktan sonra, bu gruptaki hiicreler
onceki caligmalarda tarif edildigi gibi 24 saat boyunca KUR (10 pM) ile inkiibe edildi
(Mandil, Parakash, Rahal, Singh ve Sharma, 2020).

MET grubu: Hiicre kiiltiir ortaminda 24 saat tutulduktan sonra, bu gruptaki hiicreler
onceki caligmalarda tarif edildigi gibi 24 saat boyunca MET (5 uM) ile inkiibe edildi

(Dorota, Magdalena, Mariola, Monika ve Iwona, 2020).

MET+KUR grubu: 24 saat MET (5 uM) ile inkiibasyondan sonra, bu gruptaki
hiicreler 24 saatlik bir siire boyunca KUR (10 uM) ile inkiibe edildi.

KUR ve MET, Sigma-Aldrich Inc'den (istanbul, Tiirkiye) satin alinmistir. KUR ve
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MET!' in stok ¢ozeltileri DMSO (% 1) i¢inde ¢oziildiikten sonra serum fizyolojik i¢inde

hazirlanarak kullanild.

Hiicre Canhihig1 (MTT)

Hiicre canlilik deneyleri, onceki ¢alismalarda anlatildigt gibi MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (Sigma-Aldrich, Istanbul, Turkey)
ile mitokondriyal rediiktaz aktivitesinin Ol¢iilmesiyle gergeklestirildi (Cocomazzi,
Farruggio, Marotta, Romitao ve Surico, 2020). Mikroplaka okuyucusundaki (Infinite
pro200; Tecan Inc, Groedig, Avusturya) absorbans 550 nm'de okundu. Veriler kontroliin

ytizdesi olarak sunuldu.

Kaspaz 3 - 9 Aktiviteleri ve Apoptoz Diizeyleri

Apoptoz seviyesini saptamak ic¢in Cell-APOPercentage apoptoz testi ticari Kitini
(Biocolor Ltd., Kuzey Irlanda) kullandik ve analizler bir spektrofotometrede (UV-1800,
Shimadzu, Kyoto, Japonya) gerceklestirildi. Kaspaz-3 ve -9 aktivitesini belirlemek igin
dort gruptaki hiicreler, daha once tarif edildigi gibi 37° C’de 1 saat boyunca 2 ml substrat
¢ozeltisi ile inkiibe edildi (Liu, Song, Yan, Yang ve Yao, 2020). Kaspaz-3 ve -9
aktivitelerinin tayini igin, florojenik substratlarin ayrilmasinda kaspaz-3 i¢in AC-DEVD-
AMC ve kaspaz-9 icin ACDEVD-AMC kullanildi (Bachem, Bubendorf, isvicre). Substrat
ayrilmalari, 360 nm eksitasyon dalga boyu ve 460 nm'de emisyon ile otomatik mikroplaka

okuyucu (Infinite pro200) ile 6l¢iilmiistiir. Veriler kontroliin yiizdesi olarak sunuldu.

Mitokondriyal Membran Depolarizasyon Diizeyleri
5,5',6,6"-Tetrachloro-1,1’,3,3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1,
Molekiiler Problar, Eugene, OR, ABD) A¥Ym seviyesine gore mitokondride birikir ve
monomer veya geri doniisiimlii J-kiimelenme olarak bulunur (Funke, Keil, Miiller, Schild
ve Zeug, 2011). A¥Ym formasyon analizlerinin detaylar1 onceki ¢alismalarda verilmistir
(Bakowska ve Joshi, 2011; Farruggio vd., 2020). Kisaca, mikroplaka okuyucu
analizlerindeki hiicreler (1x106), 5 uM JC-1 ile 37° C'de 30 dakika siireyle inkiibe edildi.
Mikroplaka (Infinite Pro200) MMD analizlerinde, yesil (eksitasyon; 485 nm ve emilsiyon;
535 nm) ve kirmizi (eksitasyon; 540 nm ve emilsiyon; 590 nm) JC-1 sinyalleri, 6nceki
calismalarimizda tarif edildigi gibi hiicre hattinda 6l¢iildii (Farruggio vd., 2020). Veriler,

kontroliin yiizdesi olarak sunuldu.

Hiicre I¢i Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Uretim Diizeyleri
2',7"-Dichlorofluorescin Diacetate (DCFH-DA) oksidasyona duyarli bir boyadir.
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Floresan olmayan bir bilesiktir, ancak hiicrelere alindiginda hiicre sitozoliinde floresan
forma dontstirilir (Keil vd., 2011). ROS olusumu, daha once tarif edilen mikroplaka
okuyucu (Infinite pro200) kullanilarak izlendi (Fu, Huang, Li, Liu ve Zhang, 2020).
Kisaca hiicreler (1x10°), 10 uM DCFH-DA ile 37° C’de 30 dakika inkiibe edildi. Spesifik
olmayan hiicresel esteraz ile DCFH-DA'nin DCF'ye hidrolizinden ve bunun ardindan
peroksitlerle oksidasyonundan kaynaklanan floresan artisi, mikroplaka okuyucu (Infinite

pro200) tarafindan 488 nm'de (eksitasyon), 525 nm’de (emisyon) ol¢iildii.

Istatistiksel Analiz

Tiim veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak belirtildi. Her tedavi icin tedavi
gruplar arasindaki farklar1 degerlendirmek igin tek yonlii ANOVA kullanildi. Istatistiksel
olarak anlamli bir farkin oldugu tiim verilerde Post-hoc testi kullanildi. P < 0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Kurkumin, mpkCCDc4 hiicrelerinde Metotreksat ile indiiklenen mitokondriyal
membran depolarizasyonu (MMD) ve sitozolik ROS iiretimini diizenledi.

Mitokondride elektron tasima sistemindeki sitokrom C normal koullarda gift
membran arasinda bulunur. Intrinsik apoptotik yolaklarmn tetiklenmesine neden olacak
sitotoksisitelerde mitokondri membran biitlinliigiiniin korunmasina yardimci olan BCL2,
BCLX proteinlerinin aktivasyonlar1 engellenerek membranda BAX proteinleri aracili
kanallar agilarak bu sitoktrom C’nin sitozole akmasi saglanir. Neticede bu durum
mitokondriyal membran depolarizasyonuna ve bu da sitozolde asir1 ROS birikimine neden
olur (Bakowska ve Joshi, 2011). Bu durum apoptotik sinyallerin tetiklenmesine yol acar.
Bu nedenle mitokondriyal membran depolarizasyonu, mitokondriyal fonksiyonun 6nemli
bir parametresi ve hiicrelerde ROS olusumunun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir.
Burada MET kaynakli toksisite mitokondriyal depolarizasyon markeri olan JC-1
miktarlarmin artisina (Sekil.1b) ve membran depolarizasyonu sonrasi sitozolde artan
reaktif oksijen tiirleri markeri olan DCFH-DA (Sekil.1a) seviyelerinin yliksek bulunmasina
neden olmustur. Kurkumin muamelesi bu durumlar tersine ¢evirmistir. Hiicrelerdeki JC-1
ve DCFH-DA seviyeleri MET grubunda Kontrol ve KUR gruplarina gére daha yiiksekti (p
< 0.001). Ancak, JC-1 ve DCFH-DA seviyeleri MET+KUR grubunda MET grubuna gore
daha disiiktii (p < 0.001).
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Sekil 1. Metotreksat uygulanan mpkCCD¢y4 hiicrelerinde mitokondriyal membran depolarizasyonu ve
sitozolik ROS degerlerine kurkumin’in etkisi (Degerler ortalama = SD olarak sunuldu ve n=6).

MpKCCDyy4 hiicrelerinin tiim gruplari, hiicre kiiltiirii kosullarinda JC-1 ve DCFH-DA boyalari ile ayr1
ayr inkiibe edildi. Daha sonra mikroplaka okuyucuda analiz edildi (Infinite pro200). JC-1 ve DCFH-DA
degerleri kontroliin % si olarak ifade edildi. (%p < 0.001, °p < 0.005, °p < 0.01 Kontrol grubu ile karsilastirma.
dp < 0.001 vs. MET grubu ile karsilastirma. °p < 0.005, 'p < 0.001 vs. MET+KUR grubu ile karsilastirma).
Gruplar arasindaki iliskiler tek yonlit ANOVA ile degerlendirilmistir.

Kurkumin mpkCCD,y, hiicrelerinde MET kaynakh apoptoz, kaspaz -3 ve -9 degerlerini
diizenleyerek hiicre canlih@ina katki sagladi

Asint sitozolik ROS iiretimine ek olarak, mitokondriyal membran potansiyel kaybi, kaspaz-
3, -9 aktivasyonlarinin artmasiyla hiicreyi apoptoza siiriikkler (Keil vd., 2011; Ureshino vd., 2019).
Bu nedenle mitokondriyal membran depolarizasyonu, mitokondriyal fonksiyonlarinin énemli bir
gostergesi ve hiicrelerde kaspaz aktivitelerinin ve apoptozun bir belirteci olarak kullanilmistir.
MTT (Sekil.2c), apoptoz (Sekil.2d), kaspaz -3 (Sekil.2e) ve kaspaz -9 (Sekil.2f) degerlerinin
mikroplaka okuyucu analizlerinin sonuglari Sekil.2'de gosterilmektedir. Hiicrelerdeki apoptoz
seviyesi, kaspaz -3 ve kaspaz -9 aktiviteleri MET grubunda kontrol ve KUR gruplarina gore daha
yiiksekti, ancak MTT seviyesi MET grubunda kontrol ve KUR gruplarina gére daha diisiiktii (p <
0.001). Bununla birlikte, apoptoz seviyesi, kaspaz -3 ve kaspaz -9 aktiviteleri MET+KUR
grubunda MET grubuna gore daha disiiktii (p < 0.001), ancak MET+KUR grubunda MTT seviyesi
KUR tedavisi ile artirildi (p < 0.005).
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Sekil 2. Metotreksat uygulanan MPKCCD,y4 hiicrelerinde MTT, apoptos diizeyleri ve kaspaz -3, -9
aktiviteleri tizerine kurkuminin etkisi (Degerler ortalama + SD olarak sunuldu ve n=6).

MPKCCDcy4 hiicrelerinin tiim gruplari, hiicre kiiltiirii kosullarinda MTT, Cell-
APOPercentage apoptosis kit, kaspaz -3 (AC-DEVD-AMC) ve kaspaz -9 (ACDEVD-
AMC) substratlar1 ile ayr1 ayri inkiibe edildi. Daha sonra mikroplaka okuyucuda analiz
edildi (Infinite pro200). Tiim gruplarin degerleri kontroliin % si olarak ifade edildi. (°p <
0.001, bp < 0.005, °p < 0.01 kontrol grubu ile karsilagtirma. dp < 0.001 vs. MET grubu ile
karsilastirma. °p < 0.005, fp < 0.001 vs. MET+KUR grubu ile karsilastirma). Gruplar
arasindaki iliskiler tek yonliit ANOVA ile degerlendirilmistir.

TARTISMA

Kemoterapide kullanilan antineoplastik kanser ilaglarindan bircogunun doz
smirlayici toksik etkilere yol agtigi, tedavinin yarida kesilmesine varan aksakliklara neden
oldugu belirtilmistir (Antunes, Bianchi, Francescato ve Mora, 2003; Weijl vd., 2004).
Ayrica, bircok antikanser ilaglarla yapilan g¢aligmalarda mutajenik, teratojenik etkiler
ortaya ¢ikmistir (Atessahin, Ceribasi, Karahan, Karaoglu ve Yilmaz, 2005). Kanserle
miicadelede birincil hedef saglikli hiicreleri kanserlesmeden korumakla birlikte,
kemoterapi sirasinda olusabilecek uzun siireli hasari 6nlemektir. Bugiine kadar yapilan
cesitli caligmalar, dogal diyet antioksidanlarinin kemoterapiye yanit1 ve antikanser ilaglara
bagli gelisen yan etkilerin ve kromozomal hasarlarin gelisimini azaltabilecegini ve hatta
anti-ttimor etkilerini artirabilecegini ifade etmektedir (Fan, Jiang, Tian, Zhang, 2012; Mora
vd., 2002; Norris, Premalatha ve Sriganth, 1999). Nefrotoksisite, MET'in en onemli yan
etkilerinden biridir. MET'in neden oldugu bdbrek toksisitesinin en sik goriilen sekli akut
bobrek yetmezligi ve MET'in bobreklerde ¢okmesidir. MET'in neden oldugu bobrek
patofizyolojisinde asidik idrarda metabolitleri genel olarak belirlenir (Asvadi vd., 2011).

MET kaynakli sitotoksisite oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz gibi ¢esitli faktorlerden
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kaynaklanabilir (EI-Sheikh vd., 2015). Raporlarla uyumlu olarak, MET kaynakli
mitokondriyal oksidatif stres ile mpkCCDc4 hiicrelerinde asir1 ROS iiretimi gozlemledik.

Metotreksat kaynakli gelisen toksisiteye karsi etkili tedavi bulunmamaktadir. Son
zamanlarda yapilan calismalarda, anti-kanser etkilerine ek olarak sitotoksisite lizerine
koruyucu etkilerinden dolay1r kurkumin, potansiyel antioksidan veya anti-apoptotik
Ozelliklerinden dolay1 dikkat ¢ekmistir (Noshy, Said ve Said Salem, 2017). Bu ¢alismada,
kurkumin’in hiicre i¢i homeostazin yeniden saglanmasinda, mitokondriyal oksidatif stresin
onemli Olciide ortadan kaldirilmasinda, hiicre canlilifi ve apoptoz yolaklarimin modiile
edilmesi ve MET kaynakli zararli etkilerin detoksifikasyonunda Onemli katkilar
sagladiginm1 gozlemledik. Sonuglarimiza dayanarak, metotreksatin klinikte kullanimina
bagli gelisen mitokondriyal oksidatif stress sonrasi gelisebilecek renal disfonksiyonlarda
kurkumin’in fayda saglayabilecegini, artan sitozolik reaktif oksijen tiirlerini ortadan
kaldirabilecegini tahmin ediyoruz. Kurkumin, anti-enflamatuar, antikarsinojenik ve
antioksidan etkilere sahip oldugu bildirilen bir diyet polifenoliidiir (Menon ve Sudheer,
2007). Literatiirde antioksidan etkilerinin arastirildigi bircok calismada kurkumin'in bazi
antikanser ilaglarin yan etkilerini hafiflettigi bildirilmistir (Biswas, Jimenez, McClure,
Megson ve Rahman, 2005; Corona-Rivera vd., 2007).

Calismamizda, mMpKCCD¢4 hiicrelerinde MET kaynakli toksisiteyi in-vitro
caligabilmek i¢in uygun bir doz olarak 5 pM metotreksat, 24 saat siireyle uygulanmigtir
(Iwona vd., 2020). Calisma sonuglarimiz, MET’in mpkCCD¢4 bobrek hiicrelerinde
apoptoz ve ROS’u indiikledigini gostermistir. Bu sonuglar, MET kaynakli sitotoksik ve
oksidatif stres gibi zarar verici etkilerini bildiren daha onceki ¢alismalarla uyumludur
(Said Salem vd., 2017; Serpeloni vd., 2013). Ayrica burada MET kaynakli artan ROS,
mitokondriyal membran depolarizasyonu ve apoptoz diizeylerini KUR uygulanmasi
baskilamigtir. Mitokondri hiicresel enerji homeostazinin devam ettirilmesinde etkin rol
oynarken ayni zamanda oksidatif stres ve apoptotik yolaklarin tetiklenmesinde ¢ok 6nemli
katkilar saglar (Keil vd., 2011).

Kurkumin’in mitokondriyal biyogenezi modiile ettigi bildirilmistir (Said Salem vd.,
2017). KUR ile muamele sonrasinda apoptoz, kaspaz-3, kaspaz-9, PARP-1, MMP ve hiicre
ici ROS azalirken, tedavilerle hiicre canliligi ve antioksidan seviyelerinin arttigi ifade
edilmistir (Mandil vd., 2020). Burada ilk kez bobrek toplayici kanal hiicrelerinin MET
kaynakli apoptoz, kaspaz-3, kaspaz-9, MMD ve hiicre i¢i ROS artisinin kurkumin
muamelesi ile zayiflatildigint gosterdik. Bu veriler KUR’in mitokondriyal homeostazi

modiile ederek hiicresel fonksiyonu koruyabildigini gostermektedir. Genel olarak
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kemoprotektif ajanlar antigenotoksik etkilerini, reaktif kanserojen metabolitlerin
olusumunu inhibe etme, kanserojenleri detoksifiye eden enzimleri indiikleme, reaktif
oksijen tiirlerini temizleme, hiicre proliferasyonunu inhibe etme gibi mekanizma
kombinasyonu ile uygulanabilirler. Kemoprotektif bir ajan olarak KUR’in koruyucu
etkisinin altinda yatan kesin mekanizma hala tam olarak arastirilmamis olsa da, bu
bilesigin antioksidan aktivitesinin 6ne ¢ikmasi muhtemeldir (Surh ve Chun, 2007).

Sonuglarimiz KUR ile muamelenin, MET kaynakli apoptoz ve mitokondriyal
membran depolarizasyonunu 6nemli Olglide azalttigi gibi kaspaz-3, -9 seviyelerinde de
onemli 6l¢iide azalmaya neden oldugunu gosterdi. Sonuglarimizla tutarli olarak (Adaikala,
Balasubramanayam, Finny Monickarac, Sampath ve Uma Maheswari, 2003), kurkuminin
hiicresel ROS olusumunun inhibisyonunda &nemli rolii oldugu bildirilmistir. Ayrica
(Fiorillo vd., 2008), KUR’in ROS'u temizledigini ve farkli hayvan modellerinde lipid
peroksidasyonu inhibe ettigini, DNA dahil hiicresel makromolekiillerin oksidatif hasardan
korunmasinda ¢ok Onemli katkilar sagladigi bildirilmistir. KUR’in serbest radikal
siipiiriici  olarak  etkinliginin  yapisal  ozelliklerine dogrudan atfedilebilecegi
distiniilmektedir. Kurkumin benzen halkalar1 ve 1,3-diketon sistemi iizerindeki fenolik ve
metoksi gruplarmin, etkili oksijensiz radikal siliplirme i¢in Onemli yapilar oldugu
diistiniilmektedir (Rao ve Sreejayan, 1996).

Bu ¢alismada, mitokondriyal ROS iiretiminin de mpkCCDei4 hiicrelerinde MET in
zararl etkisine dahil oldugunu gosterdik. Ayrica, hiicre zarlarina entegre olan kurkumin'in,
hiicre i¢i kaspaz aktivasyonlar1 ve ROS iiretimi gibi MET ile uyarilmis sitotoksik etkileri
etkili bir sekilde azalttigin1 gosterdik. Bildigimiz kadariyla, kortikal toplama kanali hiicre
fonksiyonu {iizerine kurkumin etkileri bildirilmemistir. Bununla birlikte, kurkumin'in
biyolojik etkileri birkac hiicre hattinda arastirilmistir. Ornegin, sican bobrek tiibiillerinin
apoptoz seviyesi ve kaspaz aktivitesi, nitrik oksit sentazin inhibisyonu yoluyla kurkumin
tedavisi ile inhibe edilmistir (Giaisi, Kliem, Kohler, Krammer ve Merling, 2012). SH-
SYS5Y noroblastom hiicrelerinde oksidatif strese bagli GSH konsantrasyonu ve GPx
aktivitesinde azalma kurkumin tedavisi ile azaldig: bildirilmistir (Li, Liu, Ren, Wang ve
Zhang, 2017). Bobrek toplama kanal hiicrelerinde albumin kaynakli apoptoz ve
mitokondriyal oxidative stress ve kaspaz diizeylerindeki artisin KUR’in antioksidan
ozelligi ile azaldig bildirilmistir (Mandil vd., 2020).

Literatiir sonuglar1 ile uyumlu olarak, mpkCCDc4 hiicrelerinde kaspaz -3 ve -9
aktivasyonlarinin inhibisyonu yoluyla KUR’in apoptoz ve inflamasyon iizerindeki modiilator

rollinii gozlemledik. Mevcut bulgulara gore metotreksat ile tedavi sirasinda gelisen bobrek
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toksisitesini azaltmak i¢cin KUR’in koruyucu terapotik bir ajan olarak etki ettigi

goriilmektedir. Ozetle sonuglar, kurkumin ile tedavinin, bébrek toplama kanal hiicrelerinde

MET kaynakli oksidatif stresi ve hiicre 6liimiinii azalttigin1 géstermektedir. Tiim bu bulgular

kurkuminin MET kaynakli hepatorenal toksisiteye karsi koruyucu bir etkisi olabilecegini ve
antikanser tedavisine iyi bir yardimci bilesik olabilecegini diislindiirmektedir. MET ig¢in,

KUR’in antitiimor aktivitesi iizerindeki etkisini aydinlatmak i¢in ileri caligmalar 6neriyoruz.
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