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Giris ve Amagc: Klasik bir antifolat olan metotreksat (MTX), ¢esitli kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
ve yan etkilerinden dolay1 iizerinde ¢aligilan antikanser ajanlardan biridir. Ne yazik ki, MTX'in hiicre iizerine toksik
etkisi, sadece tiimor hiicreleri ile sinirli olmayip diger hayati organlari da etkilemektedir. Bu durum MTX’in antikanser
etkinligini azaltmadan, hiicresel toksik etkilerini azaltabilecek bagka ajanlarla birlikte kullanimini zorunlu kilmaktadir.
Antikanser ilaglarin istenmeyen yan etkilerini azaltabilecek dogal antioksidanlarin kullanimiyla ilgili kapsaml
aragtirmalar yapilmaktadir. Yapilan g¢aligmalarda, kurkuminin (KUR) gesitli dokularda meydana gelen hiicresel
toksisite iizerindeki koruyucu etkileri, onun antioksidan, antienflamatuar ve antikanser etkilerinin olmasina
atfedilebilir. Bu ¢alisma, MTX’in neden oldugu hiicresel toksisitenin, KUR ile azaltilabilecegi varsayilarak yapildi.
MTX’e maruz birakilan insan embriyo bobrek (HEK-293) hiicre serisinde, antioksidan bir ajan olan KUR’un
diizenleyici rolii aragtirildi.
Gerec ve Yontemler: HEK-293 hiicreleri, Kontrol, KUR, MTX ve MTX+KUR olarak dort gruba ayrildi. Kontrol
grubundaki hiicrelere herhangi bir uygulama yapilmadan, kiiltiir ortaminda 48 saat boyunca tutuldu. Diger gruplardaki
hiicreler kiiltlir ortaminda 24 saat tutulduktan sonra, KUR grubundaki hiicrelere 10 uM KUR, MTX grubundaki
hiicrelere 5 uM MTX ve MTX+KUR grubundaki hiicrelere ise 5 pM MTX ve 10 uM KUR uygulandi. Uygulamalari
takiben hiicreler 24 saat boyunca kiiltiir ortaminda tutuldu.
Bulgular: HEK-293 hiicrelerindeki MTX kaynakli lipit peroksidasyon (Lip-Px) aktivitesi Placer ve arkadaslarinin
yontemine gore, glutatyon (GSH) seviyeleri Sedlak ve Lindsay yontemine gore ve glutatyon peroksidaz (GSH-PX)
seviyeleri Lawrence ve Burk yontemine gore spektrofotometrik (UV-1800) olarak 6lgiildii. MTX ile inkiibe edilen
hiicrelerde Lip-Px aktivitesinin arttigi, GSH ve GSH-Px aktivitelerinin ise 6nemli 6l¢iide azaldig: belirlendi. KUR
uygulamasinin ise Lip-Px aktivitesini 6nemli dl¢iide azaltirken, GSH ve GSH-Px aktivitelerini 6nemli dlgiide artirdi.
Sonu¢: Bu sonuglar, KUR uygulamasinin MTX kaynakli hiicresel stres ve toksisiteyi, antioksidan mekanizmalarla
diizenleyerek, MTX kemoterapisine etkili bir yardimci ajan olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Glutatyon peroksidaz, Kurkumin, Lipit peroksidasyon, Metotreksat.

Abstract

Objective: Methotrexate (MTX), a conventional anti-folate, is an anti-cancer agent that is widely used for treatment
of various types of cancers and it has been researched due to its side effects. Unfortunately, toxic effects of MTX is
not limited just with tumour cells. It has also a toxic effect on healthy cells and organs. That is why it is an
indispensability that MTX should be combined with other agents which can reduce the cellular toxicity of it at the
same time not reducing its anti-cancer effectiveness. Exhaustive investigations have been performed to reveal the
usage of natural antioxidants that can be reduce the unwanted side effects of anti-cancer drugs. It is postulated that
Curcumin (CUR) has a protective effect on cellular toxicity in various types of cells due to its antioxidant, anti-
inflammatory and anti-cancer effects. This study was designed presuming that cellular toxicity induced by MTX can
be reduced by Curcumin. In this study the regulatory role of curcumin, an antioxidant agent, was investigated on MTX
treated Human Embryonic Kidney Cell lines (HEK-293).




Materials and Methods: HEK-293 cells were divided into four groups as Control, CUR, MTX and MTX+CUR.
Cells in the control group were incubated in cell culture medium for 48 hours without any application. After the cells
in the other groups were incubated in cell culture medium for 24 hours cells in CUR group was treated with 10 uM
CUR, cells in MTX group treated with 5 uM MTX and cells in the MTX+CUR group were incubated with 5 pM MTX
+ 10 uM CUR. After the treatments, the cells were kept incubated 24 hours in cell culture medium.

Results: MTX-induced lipid peroxidation (Lip-Px) activity (according to method of Placer et al.,), glutathione (GSH-
according to Sedlak and Lindsay method) and glutathione peroxidase (GSH-Px - according to the Lawrence and Burk
method) levels were measured spectrophotometrically (UV-1800) in HEK-293 cells. It has been determined that Lip-
Px activity increased and GSH and GSH-Px activities decreased significantly in cells incubated with MTX. It is
established that CUR treatment caused a significant decrease on the Lip-Px activity while causing a significant

increment on GSH and GSH-Px activities.

Conclusion: Consequently, these findings showed that curcumin (CUR) administration, triggering the antioxidant
mechanisms, can be an effective adjuvant therapy for MTX chemotherapy by regulating MTX-induced cellular stress

and toxicity.

Keywords: Curcumin, Glutathione peroxidase, Methotrexate, Lipid peroxidation.

1. Giris
Metotreksat (MTX), klasik bir antifolat bilesigidir.
Cesitli  kanserlerin  tedavisinde  yaygm  olarak

kullanilmaktadir, ancak ciddi yan etkilerinden dolayi
lizerinde calisilan antikanser ajanlardan biridir [1,2].
MTX'in hiicreler lizerindeki toksik etkisi sadece timor
hiicreleri ile sinirli olmayip, diger hayati organlari da
etkilemektedir [3]. Yiiksek dozlarla tedavi, bobrek
tiibiillerinde kristal ¢Okelmesi ve tiibiiler hasarin
indiiksiyonu nedeniyle akut bdbrek hasarma neden
olabilmektedir. Ayrica afferent arteriyolleri daraltmasi
nedeniyle glomeriiler filtrasyon hizin1 diisiirebilir.
Pemetrexed, kiiciik hiicreli dig1 akciger kanserini tedavi
etmek i¢in kullanilan bir MTX tiirevidir ve nefrotoksik
etkileri arasinda; akut tlibiiler nekroz, interstisyel 6dem,
tiibiiler asidoz ve diyabet insipidus bulundugu rapor
edilmistir [4,5,6]. MTX'm idrardaki ¢O6ziintrligini
arttirmak ic¢in hasta kuvvetli bir sekilde hidratize /
alkalize edilir ve MTX’in oliimciil olabilen toksik
etkisini 6nlemek igin folik asit veya Lokovorin kullanilir
[7]. Bu onleyici tedbirlere ragmen, MTX kaynakli
nefrotoksisite meydana gelmeye devam etmektedir.

MTX'in hiicresel toksik etkileri lipid peroksidasyonu
(Lip-Px), oksidatif stres ve inflamasyon gibi cesitli
faktorlerden kaynaklanabilir [2,8]. Bu yan etkilerinden
dolayi, MTX’m antikanser etkinligini azaltmadan,
hiicresel toksik etkilerini azaltabilecek baska ajanlarla
birlestirmesini zorunlu kilmaktadir. MTX kaynakl
bobrek toksisitesi mekanizmalar1 arasinda, dogrudan
toksik etkisi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasi
sayilabilir [5,6,9]. ROS seviyelerindeki artig viicuttaki
oksidan/antioksidan sistemler arasindaki dengenin
bozulmasma neden olmaktadir. Antikanser ilaclarin
oksidatif stres artist ve ROS olusumu gibi toksik
etkilerinden sorumlu oldugu birgok ¢alismada rapor
edilmistir [1,2,6]. Bu ilaglarin ¢ogu hedefe 6zgii olmadigi
i¢in tiimor hiicreleri ile saglikli hiicreler ve o6zellikle
proliferatif hiicreler arasinda ayrim yapamaz. Bu
aciklananlar 1513inda MTX in toksik etkilerini 6nlemek
icin  antioksidan  ajanlarla  birlikte  kullanimi
onerilmektedir. Antikanser etkinligi yiiksek ancak daha
az toksik ilaclar gelistirmek veya mevcut antikanser
ilaclarin istenmeyen yan etkilerini azaltmak i¢in dogal
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antioksidanlarla birlikte kullanimi ile ilgili kapsamli
aragtirmalar yapilmaktadir [10,11,12].

Zerdegalin ana aktif bileseni olan kurkumin (KUR)
Curcuma longa Linn'nin  (Zingiberaceae) kuru
rizomundan ¢ikarilir. Curcuma longa c¢ok yillik bir bitki
olup Asyanin tropikal bdlgelerinde yaygin olarak
yetistirilmektedir [11,12]. Zerdegalin en 6nemli kimyasal
bilesenleri, kurkumin (diferuloilmetan),
dimetoksikurumin  ve  bismetoksikiiriimini  i¢eren
kurkuminoit adi verilen bir bilesikler grubudur. KUR,
giiclt antioksidan ve antienflamatuar etkiye sahip dogal
bir polifenoldiir [12]. KUR'un hem in vitro hem de in
vivo modellerde antioksidan ve antikanser etkileri
sergiledigi  gosterilmigtir [12,13,14,15]. KUR
uygulamasinin, MTX kaynakli bobrek hasarini ve
oksidatif stresi azalttig1 rapor edilmistir [6]. KUR un
hiicrede olusan stresi azalttigi, Lip-Px engelledigi,
oksidatif hasardan korudugu ve antikanser ilaglarin
genotoksisitesini inhibe ettigi glncel ¢aligmalarda
bildirilmistir [2,6,14,16].

Fenol gruplari ve biyofiziksel ozellikleri bakimidan
zengin bir molekiiler yapiya sahip olan KUR, antioksidan
ve antikanser etkilerini agiklayabilen farkli asamalarda
birgok farkl hiicresel proteinle etkilesime girebilir [17].
Enzimlerin  diizenlenmesi,  bilylime  yollarinin
aktivasyonu/deaktivasyonu ve programlanmis hiicre
6liimii, KUR'u genis bir kanser yelpazesi i¢in potansiyel
bir terap6tik ajan haline getirir [6,18]. KUR'daki fenolik
analoglarin  ROS temizleme aktivitesinde Onemli
oldugunu gosteren deneysel modeller vardir [13,19,20].
KUR’un, O2-, OHe ve singlet oksijen de dahil olmak
iizere ROS'un giiglii bir temizleyicisi oldugu ve bir
diketon KUR grubunun OH ¢ ve H202 ile reaksiyona
girebilecegi one siiriilmektedir [17]. KUR, hiicresel
yolaklarla etkilesime girerek oksidatif stresi ve
inflamasyon yaniti azaltir. Bu sekilde bir¢ok kronik
hastaligin geligimini etkiler ve hem koruyucu hem de
tedavi edici etkiler gdsterme potansiyeli tasir [11,20].
ROS artis1, hiicreye ve hiicre zarma verdigi zararla Lip-
Px neden olur ve hiicresel yikima ve ardindan hiicre
Olimiine yol agabilir [21]. Yiiksek ROS seviyeleri
hiicrede oksidatif strese sebep olur, lipitlere, proteinlere
ve DNA'ya zarar verir [22]. Hiicresel savunma sistemine
0zgii antioksidan enzim sistemi ROS'a kars1 en 6nemli



savunma mekanizmasidir. [23]. Bu sistemin onemli
elemanlart olan Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
Glutatyon (GSH), hidro ve organik peroksitlerin
azaltilmasidan sorumludur [24]. GSH-Px, hiicrelerdeki
oksidatif hasarlar1 ortadan kaldiran en &nemli dogal
antioksidan enzimlerden biridir [23,25]. Bu nedenle,
ROS dolayli olarak GSH-Px ve GSH gibi ¢esitli
antioksidanlarin 6l¢timii ile degerlendirilebilir. Hiicresel
modiilasyon yoluyla hiicredeki GSH ve GSH-Px
degerleri tlizerinde KUR’un koruyucu bir rol oynadig1
bir¢cok calismada bildirilmistir [23,26]. Bu nedenle bu
calisma ile, MTX tedavisinin Lip-Px aktivitesi, GSH-Px
ve GSH diizeyleri tizerindeki etkisinin belirlenmesi ve
ayrica KUR’un bu parametreler iizerindeki diizenleyici
etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmuistir.

MTX’in ve bir ¢ok antikanser ilacin viicuttaki saglikli
hiicrelerde de oksidatif stres ve ROS artisina neden
olarak toksik etkiler olusturdugu bir¢ok ¢aligmada rapor
edilmistir [2,6,20]. Ozellikle, MTX’in ciddi nefrotoksik
etkisi artik bilinmektedir [1,2,6] Antioksidan savunma
sisteminin giiclii bir diizenleyicisi oldugu belirlenen
KUR’un [11,17,19], MTX kaynakli hasar1 tedavi etmek
icin kullanim1 6nerilebilir. Ayrica antikanser etkileri de
oldugu belirlenen KUR’un [17,18] MTX’in antikanser
etkilerini de gii¢lendirebilecegi kabul edilebilir. Bu
baglamda bu calisma, Insan embriyo bobrek hiicreleri
(HEK-293) kullanilarak olusturulan in-vitro deneysel
arastirma modeliyle; MTX’in antikanser tedavisi
siirecinde olusabilecek nefrotoksisitede, antioksidan bir
ajan olarak KUR uygulamasmin olasi etkilerini
aragtirmak icin yapilmustir.

2. Materyal ve Metot

KUR, dimetil siilfoksit (DMSO), L-glutamin, Tripsin-
EDTA, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD'den satin
alindi. HEK-293 hiicreleri, Isparta Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim dalindan
temin edildi.

2.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu ¢alismada HEK-293 hiicre hatti kullanildi. Hiicreler,
% 90 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), %
10 Fetal Bovine Serum (FBS, sigir serumu) ve %l
penisilin-streptomisin  kombinasyonu i¢eren medium
icine kondu. Hiicreler 37° C’de ve % 5 CO; igeren
inkiibatérde 25 cm? Kkiiltiir flasklarmda tutuldu.
Inkiibatorde bulunan hiicreler % 80-85 yogunluga
ulastiktan sonra, taze 1 x Fosfat Tamponlu Tuzlu Su
(PBS, Biochrom, Berlin, Almanya) ile yikandiktan sonra,
% 0.25 Tripsin-EDTA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
ile flasktan ayrildi. Bu hiicrelerin gruplara gore
inkiibasyonlar1 yapildi ve Spektrofotometre cihazinda
(UV-1800, Shimadzu, Kyoto, Japonya) tiim gruplara ait
numuneler okundu.

2.2 Gruplar

Deneydeki HEK-293 hiicreleri asagidaki gibi dort gruba
ayrilds;

Kontrol grubu: Hiicreler, KUR ve MTX uygulamasi
yapilmadan 48 saat boyunca kiiltiir ortaminda
tutuldu.

KUR grubu: Hiicreler kiiltiir ortaminda 24 saat
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tutulduktan sonra, bu gruptaki hiicrelere 10 uM KUR
uygulandi, ve hiicreler 24 saat boyunca Kkiiltiir
ortaminda tutuldu [27,28,29].

MTX grubu: Hiicreler kiiltiir ortaminda 24 saat
tutulduktan sonra, bu gruptaki hiicrelere 5 pM MTX
uygulandi, ve hiicreler 24 saat boyunca kiiltiir
ortaminda tutuldu [20,30].

MTX+KUR grubu: Hiicreler kiiltiir ortaminda 24
saat tutulduktan sonra, bu gruptaki hiicrelere 5 uM
MTX uygulandi. Sonra hiicreler 24 saat boyunca
kiltiir ortaminda tutuldu ve ardindan 10 pM KUR
uygulandiktan sonra hiicreler 24 saat boyunca kiiltiir
ortaminda tutuldu. Uygulanan dozlar literatiir 151nda
belirlendi

2.3 Analizler

Bu c¢alisjmada KUR uygulamasinin MTX'in toksik
etkileri {izerindeki etkisini degerlendirmek ve test edilen
antikanser ilacin neden oldugu toksititeye karst koruyucu
roliinii degerlendirmek i¢in bazi analizler yapildi. Bu
analizler, HEK-293 hiicrelerinde Lip-Px, GSH ve GSH-
Px degisiklikleridir. HEK-293 hiicrelerindeki (mL basina
10 hiicre) Lip-Px aktivitesi, Placer ve ark. [31]
yontemleri kullanilarak 532 nm'de spektrofotometrik
olarak olgiildii. GSH aktivite 6lglimii Sedlak ve Lindsay
(1968) yontemine gore, GSH-Px aktiviteleri Lawrence ve
Burk yontemine (1976) gore 412 nm'de ol¢iildii [32,33].
2.3.1 Lipid Peroksidasyon Analizleri

HEK-293 hiicrelerinde MTX kaynakli nefrotoksisitede
MDA salinimi olarak bilinen Lip-Px aktivitesinin
belirlenmesi i¢in Placer ve arkadaglarinin ydntemine
gore, tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonu ile son
derece hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV-
1800, Japonya) yapildi. Tiim hiicre gruplar1 1/9 (2.25 ml)
oraninda TBARS soliisyonu ile sulandirildi. Kor olarak
ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda TBARS
karisimi kullanildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresince
100 °C’lik kaynar suda, su banyosunda tutuldu [31].
Daha sonra buz lizerinde sogutuldu ve 1000 g devirde 5
dk santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli sivi otomatik
pipetle hassas bir sekilde alinarak 1 cm 1s1k gegisine
sahip  kiivette 532 nm  dalga  boyundaki
spektrofotometrede kore karsi okundu. Standart olarak
ise yine ayni oranlarda hazirlanmis 1, 1, 3, 3 tetracthoxy
propane soliisyonu kullanildi. Degerler pmol/gram
protein olarak belirlendi.

2.3.2 Indirgenmis Glutatyon ve Glutatyon Peroksidaz
Analizleri

HEK-293 hiicrelerinin GSH seviyeleri, Sedlak ve
Lindsay yontemi kullanilarak 412 nm'de
spektrofotometrik olarak belirlendi. [32]. Her mL basma
10° hiicre, % 10 trikloroasetik asit ile karistirildi ve
proteinleri ayirmak i¢in santrifiij edildi. Bu siipernatanin
0.1 mL'sine, bir cam tiipe 2 mL fosfat tamponu (pH 8.4),
0.5 mL 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoik asit) ve 0.4 mL
distile su ilave edildi. Elde edilen numune
spektrofotometrede 412 nm'de okundu. GSH seviyesi
pumol / g protein olarak ifade edildi. HEK-293
hiicrelerinin GSH-Px seviyeleri, Lawrence ve Burk'un
[33] yontemi ile 412 nm'de spektrofotometrik olarak
belirlendi. GSH-Px'in aktivitesi, oksitlenmis glutatyon /



g proteinin uluslararasi birimi (IU) olarak ifade edildi.
Hiicrelerdeki toplam protein spektrofotometrik olarak
595 nm'de Bradford reaktifi kullanilarak degerlendirildi.
2.3.3 Istatistiksel Analiz

Tim veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak
belirtildi. Gruplar1 arasindaki farklar1 degerlendirmek
icin tek yonli ANOVA kullanildi. Istatistiksel olarak
anlamli bir farkin oldugu tiim verilerde Post-hoc testi
kullanild1. p < 0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1 Bulgular

3.1.1 Lipid Peroksidasyon Sonuglar
Tim gruplardaki Lip-Px degerleri

Tablo 1'de

gosterilmigti. MTX ile tedavi edilen HEK-293
hiicrelerindeki Lip-Px diizeyleri MTX grubunda Kontrol
ve KUR gruplarina gore daha yiiksekti (p <0.005 ve p
<0.001), ancak MTX + KUR grubunda Lip-Px diizeyleri
KUR uygulamasi ile 6nemli diizeyde azalmist1 (p <0.01)
(Tablo 1).

3.1.2 Indirgenmis Glutatyon ve Glutatyon Peroksidaz
Sonuclart

Tiim gruplardaki GSH ve GSH-Px seviyeleri Tablo 1'de
gosterilmigtir.  MTX ile tedavi edilen HEK-293
hiicrelerdeki GSH ve GSH-Px seviyeleri MTX grubunda
Kontrol ve KUR gruplarina goére daha disikti (p <
0.001), ancak MTX + KUR grubunda GSH ve GSH-Px
seviyeleri KUR uygulamast ile 6nemli 6l¢iide artmisti (p
<0.01) (Tablo 1).

Tablo 1. MTX ve KUR'un HEK-293 hiicrelerinde Lip-Px, GSH seviyesi ve GSH-Px aktivitesi iizerindeki etkisi.

(Degerler ortalama + SD olarak verildi, n=6).

Degerler Kontrol MTX KUR MTX+KUR
Lip-Px 16.89 + 1.54 20.77 + 0.43bde 13.25 + 0.44°f 17.43 + 0.94
(mmol/ g protein)
GSH 12.28 £0.32 10.83 £ 0.15%de 13.56 = 0.38P9 11.77+0.26
(mmol/ g protein)
GSH-Px 18.19+1.23 11.21 + 1.6434F 22.78 +£0.72b9 15.52 + 0.24°¢

(1U/ g protein)

3 < 0.001, °p < 0.005, °p < 0.05 Kontrol grubu ile karsilastirma. 9p < 0.001 KUR grubu ile karsilagtirma. ¢p < 0.01, p
< 0.005 ve 9 < 0.001 MTX+KUR grubu ile karsilastirma. Gruplar arasindaki iligkiler tek yonli ANOVA ile

degerlendirilmisgtir.

3.2 Tartisma

Giincel galigmalarda birgok antikanser ilacin istenmeyen
yan etkilere ve bir dizi toksisiteye neden oldugu
bildirilmistir [2,6,28,34]. Antikanser olarak kullanilan
MTX'in toksik etkisine karsi etkili bir koruyucu madde
bulunmamaktadir. KUR’un antikanser etkilerine ek
olarak, giicli antioksidan etkileri nedeniyle potansiyel bir
terapOtik ajan olarak dikkat c¢ekmistir ve antikanser
tedavinin toksik etkilerini azaltmak tizere kullanimi
aragtirilmaktadir [11,35]. Insan embriyo bobrek hiicreleri
(HEK-293) kullanilarak in-vitro deneysel arastirma
modeli olusturulan bu ¢alismada; MTX’in antikanser
tedavisi  siirecinde  olusabilecek  nefrotoksisitede,
antioksidan bir ajan olarak KUR uygulamasinin olasi
etkileri arastirildi. MTX kaynakli bobrek toksisitesi
mekanizmalar1 arasinda, dogrudan toksik etkisi ve
oksidatif strese yol agmasi literatiirde gosterilmistir
[5,6,8]. Bu calismanin sonuglari, literatiirle uyumlu
olarak HEK-293 hiicrelerinde MTX ile indiiklenen
oksidatif stres artisina bagh Lip-Px artisi, GSH ve GSH-
Px enzim aktivitelerinde azalma oldugu belirlenmistir.
KUR'un antioksidan etkilerinin aragtirtldig1 ¢aligmalarda
antikanser ilaglarin yan etkilerini diizenledigi bildirmistir
[2,36,37]. KUR'un, hiicresel modiilasyon yoluyla
hiicredeki GSH ve GSH-Px degerleri {izerinde koruyucu
bir rol oynadig1 birgok calismada bildirilmistir
[11,14,38,39]. Tiyol gruplar1 bakimindan zengin GSH
seviyelerini artirdigi [40] rapor edilmistir. Calismamda,
HEK-293 hiicrelerinde toksisiteyi indiiklemek i¢in 5 pM
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doz ile [20,30] hiicreler 24 saat MTX inkiibasyona
birakilmigtir. Bu ¢alismada, KUR inkiibasyonunun Lip-
Px’e bagl oksidatif stresi ve hiicre i¢i homeostazi modiile
etmesiyle MTX kaynakli zararli etkileri diizenledigi
gozlenmigtir. Boylece bu g¢alisma sonuglari, MTX’in
sitotoksik etki ve oksidatif stres artis1 gibi zarar verici
durumlart bildiren daha onceki ¢aligmalarla uyumludur
[2,20,35].

KUR'un hem in-vitro hem de in-vivo modellerde
antioksidan ve antikanser etkileri sergiledigi, hiicrede
olugan stresi azaltarak, Lip-PXx engelledigi, oksidatif
hasardan ~ korudugu ve  antikanser ilaglarin
genotoksisitesini  inhibe ettigi glncel ¢aligmalarda
bildirilmistir [2,11,12,16,28]. Literatiirde, insan embriyo
bobrek hiicresi olan HEK-293 hiicrelerinde MTX
kaynakli oksidatif stres aktivasyonu hakkinda rapor
yoktur. Bu c¢alismada ilk kez HEK-293 bobrek
hiicrelerinin MTX kaynakli oksidatif stres artiginin KUR
muamelesi ile zayiflatildig1 gosterildi. Mevcut bulgularla
uyumlu olarak caligmamda, MTX'e maruz birakilan
hiicrelerde Lip-Px aktivitesi artmis, tiyol redoks dongiisii
antioksidan enzimi GSH-Px seviyesi azalmis ve bu
durum KUR uygulamasi ile tamamen tersine donmiistiir.
Bu veriler, KUR'un hiicre homeostazin1 modiile edereck
hiicresel fonksiyonu koruyabildigini gosterebilir. Genel
olarak kemoprotektif ajanlar, antigenotoksik etkilerini,
reaktif kanserojen metabolitlerin olusumunu inhibe etme,
kanserojenleri detoksifiye eden enzimleri indiikleme,
reaktif  oksijen tiirlerini temizleme, hiicre



proliferasyonunu inhibe etme gibi bir mekanizma
kombinasyonu ile uygulayabilir. KUR'un bu ilaglarin
toksisitelerini diizeltici etkisinin altinda yatan kesin
mekanizma hala tam olarak anlagilmamis olsa da, bu
bilesigin antioksidan aktivitesinin buna dahil olmasi
muhtemeldir [41].

Sonuglar, KUR ile muamelenin, MTX ile tedavi edilen
gruplara kiyasla Lip-Px diizeylerinde dnemli bir azalma
oldugunu gosterdi. Sonuglarla uyumlu olarak
Balasubramanayam ve ark. [42], KUR kaynakl1 hiicresel
ROS olugumunun inhibisyonunun oldugunu bildirmistir.
Ayrica Fiorillo ve ark. [43], KUR'un ROS'u temizledigini
ve Lip-Px’i inhibe ettigini ve DNA yapisini oksidatif
hasardan korudugunu bildirmistir. KUR benzen halkalari
ve 1,3-diketon sistemi lizerindeki fenolik ve metoksi
gruplarmnin, serbest radikal temizleyici olarak rol aliyor
olabilecegi diisiiniilmektedir [44]. Bu g¢alismada HEK-
293 hiicrelerinde, MTX’in zararli etkisine, Lip-PX
aktivitesi artisina bagl hiicresel toksisitenin de dahil
oldugu gosterildi. Bu c¢alismada, KUR uygulamasi
yapilan HEK-293 hiicre hattinda oksidatif stres azalmus,
GSH seviyeleri ve GSH-Px aktivitesi artmistir. Benzer
sekilde, Biswas ve ark. [26], KUR uygulamasi yapilan
alveoler epitel hiicrelerinde oksidatif stres seviyelerinin,
antioksidan sistem ve GSH seviyelerini destekleyerek
azaldigini bildirmislerdir. Ayrica RAW264.7
hiicrelerinde oksidatif strese baglh GSH ve GSH-Px
aktivitesinde azalmanin KUR uygulamasi ile diizeldigi
bildirilmistir [45] Ayrica bir fare modelinde, KUR 6n
uygulamasi kadmiyum’un neden oldugu hepatik Lip-PX’i
aktivite artisim1 hafifletmis, ve GSH, GSH-Px hepatik
aktivitesini arttirmigtir [23].

Bu c¢alismada, HEK-293 hiicrelerinde, MTX
uygulamasiyla indiiklenen oksidatif stres; Lip-Px, GSH
ve GSH-Px seviyeleri belirlenerek degerlendirildi. KUR
muamelesinin MTX’in neden oldugu hasar1 azalttig
gosterildi. Caligma bulgularim, KUR’un MTX kaynakli
renal toksisiteye karsi tedavi edici bir etkisi olabilecegini
ve antikanser tedavisine iyi bir yardimci bilesik
olabilecegini 6nermektedir.

4. Sonug

Bu calismada, MTX uygulanan HEK-293 hiicre hattinda
Lip-Px aktivitesinin arttig1, bununla birlikte GSH-Px ve
GSH degerlerinin azaldig1 belirlendi. Bununla birlikte,
MTX tedavisi uygulanan HEK-293 hiicre hattinda, Lip-
Px aktivitesinin KUR uygulamasi ile azaltildig1 ve GSH,
GSH-Px degerlerinin arttig1 gozlendi. Bu bulgular, MTX
kemoterapisi siirecinde olusacak hasarin, KUR’un
kemoterapiye ek olarak kullanim1  durumunda,
azaltilabilecegi tezini dogrular niteliktedir. MTX ile
kemoterapi sirasinda oksidatif stres kaynakli bobrek
toksisitesinin KUR uygulamasiyla azaltilabilecegini
gdstermesi bakimmdan bu sonuglar 6nemlidir. Insan
embriyo bdbrek hiicreleri kullanilarak olusturulan bu in-
vitro deneysel arastirma modelinin sonuglar;, HEK-293
hiicrelerinde MTX kaynakli oksidatif hasara kars1 KUR
uygulamasinin bobrekte koruyucu roliinii gostermesi
bakimindan 6nemlidir. Ancak KUR takviyesinin, MTX
kemoterapisi etkinligi {lizerindeki roliinii aydinlatmak

i¢in ileri diizey ¢aligmalar Onerilebilir.
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