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OZET

RATLARDA SIKLOFOSFAMID iLE INDUKLENEN HEPATOTOKSISITEYE
KARSI ENGINAR (Cynara sqolyrpgs_ L_.) YAPRAK EKSTRELERININ KORUYUCU
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI
Karaciger, metabolizmada detoksifikasyon merkezi toksik metabolitlerin hasarina en ¢ok
maruz kalan organdir. Geleneksel tipta, biyoaktif maddeler igeren enginar (Cynara scolymus
L.) ve yapraklarmin karacigerdeki terapotik ilaglarin  toksik  metabolitlerinin
olumsuzluklarini ortadan kaldirmak i¢in kullanimi oldukg¢a yaygindir. Bu bilgiler 1s1ginda
caligmamizda C. scolymus bitkisinin yapraklarinin ratlarda siklofosfamid (CP) nedenli
olusan akut hepatotoksisiteye kars1 koruyucu etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir.
Bu baglamda, C. scolymus bitkisinin yapraklari toz haline getirilmis ve sirasiyla n-hekzan,
etil asetat (EtOAc) ve metanol (MeOH) ekstraktlari hazirlanmistir. Ratlarda CP ile
indiiklenen hepatotoksisiteye karsi hazirlanan ekstrelerin koruyucu etkinligi rutin
biyokimyasal parametreler (AST, ALT, ALP, total protein (TP), total bilirubin (TB)),
karaciger histopatolojisi, oksidan-antioksidanlari (MDA, GSH, GPx, SOD) ve sitokin (IL-
1B, IL-10, TNF-a) olgtimleri ile belirlenmistir. Ayrica ii¢ ekstrenin toplam fenolik madde
miktarlari, DPPH radikali siipriicii aktiviteleri, siiperoksit radikali siipiiriicii aktiviteleri ve
metal baglama aktiviteleri dahil olmak tiizere g¢esitli in vitro deneylerle antioksidan
aktiviteleri Ol¢ilmistiir. Ekstraktlarin  fenolik igeriklerini  belirlemek i¢in  Sivi
Kromatografisi - Kuadrupol Ugus Zamanl Kiitle Spektrometrisi (Liquid Chromatography -
Quadrupole Time of Flight Mass Spectrometry (LC-QTOF-MS) yontemi kullanilmigtir.
Buna gore LC-QTOF-MS analizi sonucunda luteolin-7-O-glikozit, apigenin 7-glikozit,
apigenin ve okso oktadekatrienoik asit, hidroksi oktadekatrienoik asit, hidroksi
oktadekadienoik asit bilesikleri EtOAc ekstresinde MeOH ekstresinden daha yiiksek
bulunurken, apigenin-7-O-rutinozit ise sadece EtOAc ekstresinde bulunarak tanimlanmustir.
In vitro antioksidan aktivite tayinlerinde MeOH, EtOAc, n-hekzan ekstrelerin toplam fenolik
madde miktar sirastyla 5,735 mg; 0,917 mg; 0,167 mg gallik asit (GAE)/g ekstre diizeyinde
bulunmustur. DPPH radikal siipiiriici aktivite MeOH ekstresinde (%87,73), siiperoksit
radikal siipiiriicii aktivitesi EtOAc ekstresinde (%49,02) ve metal baglama aktivitesi (289,32

uM Fe) ise n-hekzan ekstresinde en yiiksek olarak ol¢tilmiistiir.



Calismanin in vivo deneylerinde CP uygulanmasinin plazma transaminazlari, TP, MDA,
TNF-a ve IL-1f seviyesini artirdigi, GSH, GPx, SOD ve IL-10’u azaltig1 belirlenmistir. CP
grubuna gore tiim ekstre gruplarinda AST, ALT ve ALP diizeyleri istatistiki olarak azalirken
TP diizeyi sadece EtOAc grubunda azalmistir. Total bilirubin seviyesindeki degisimler ise
kontrole gore tiim deneme gruplarinda 6nemsiz bulunmustur. Calismada CP grubuna gore
MeOH grubunda plazma ve KC dokusu MDA, TNF-a ve IL-1p diizeyleri azalirken; GSH
(KC dokusu hari¢), GPx, SOD ve IL-10 diizeyleri ise istatistiksel olarak artis gostermistir.
EtOAc grubunda ise sadece KC dokusu MDA diizeyi diisiik ve plazma GSH diizeyi yiiksek
bulunmus olup tiim sitokin diizeyleri 6nemsiz bulunmustur. Ayn1 zamanda n-hekzan

grubunda tiim oksidan-antioksidan parametreler ve sitokin diizeyleri 6nemsiz bulunmustur.

Calismanin histopatolojik sonuglar1 temel alindiginda, CP grubunda KC dokusunda
siniizoidal dilatasyon, vena sentralislerde hiperemi, vakuoler dejenerasyon ve Kupferr hiicre
aktivasyonunda anormal degisimler belirlenirken, EtOAc grubunda ise tam tersine KC
dokusundaki bu anormal degisimlerin anlamli olarak diistiigli ve dokuda iyilesme saglandig
goriilmektedir. Bu iyilesme MeOH grubunda vena sentralislerde hiperemi ve vakuoler
dejenerasyonda azalma ile seklinde goriiliirken n-hekzan grubunda ise doku iyilesmesinin

cok sinirl kaldig1 belirlenmistir.

Yiiksek diizeyde fenolik madde igeren MeOH ekstraktinin, CP'nin neden oldugu akut
hepatotoksisiteye, artan inflamasyona ve oksidatif strese karsi daha etkili oldugu
bulunmustur. Ayn1 zamanda, daha genis bir yelpazede fenolik madde igeren EtOAc
ekstraktinin doku iyilesmesinde daha etkili oldugu bulunmustur. Buna karsin, n-hekzan
ekstrakti antioksidanlar, sitokinler ve histopatolojik incelemeler agisindan diger ekstraktlara

gore en etkisiz ekstrakt olarak bulunmustur.

Sonug olarak, mevcut bulgular, enginar yapraginin 6zellikle MeOH ekstraktinin, antioksidan
ve antiinflamatuar 6zelliklerinden dolay1 sicanlarda CP'nin neden oldugu hepatotoksisite

hasarina kars1 iyilestirici etkiler sundugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Akut hepatotoksisite, Antioksidan aktivite, Enginar, Histopatoloji,
Sitokin



SUMMARY

INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFICIACY OF ARTICHOKE (Cynara
scolymus L.) LEAF EXTRACTS AGAINST HEPATOTOXICITY INDUCED BY
CYCLOPHOSPHAMIDE IN RATS

As the liver is the detoxification center in metabolism, it is the organ most exposed to damage
by toxic metabolites. In traditional medicine, the use of artichoke (Cynara scolymus L.) and
leaves, which contain bioactive substances, to eliminate the negative effects of toxic
metabolites of therapeutic drugs in the liver is quite common. In the light of this information,
it was aimed to evaluate the protective efficacy of C. scolymus leaves against
cyclophosphamide (CP)-induced acute hepatotoxicity in rats. The protective efficacy of
extracts prepared against CP-induced hepatotoxicity in rats was determined using routine
biochemical parameters (AST, ALT, ALP, total protein (TP), and total bilirubin (TB)), liver
histopathology, oxidant-antioxidant levels (MDA, GSH, GPx, and SOD), and levels of
cytokines (IL-1pB, IL-10, and TNF-a). In addition, antioxidant activities of the three extracts
were measured by various in vitro experiments, including total phenolic content, DPPH
radical scavenging activities, superoxide radical scavenging activities and metal binding
activities. To determine the phenolic contents of the extracts, Liquid Chromatography -
Quadrupole Time of Flight Mass Spectrometry (LC-QTOF-MS) method was utilized. The
findings of the LC-QTOF-MS analysis revealed that the EtOAc extract had higher
concentrations  of  luteolin-7-O-glycoside,  apigenin  7-glycoside,  apigenin,
oxooctadecatrienoic acid, hydroxy octadecatrienoic acid, and hydroxy octadecadienoic acid
compounds compared to the MeOH extract. On the other hand, only the EtOAc extract had
higher concentrations of apigenin-7-O-rutinoic acid compounds. In the in vitro antioxidant
activity assays, the total phenolic content of the MeOH, EtOAc, and n-hexane extracts were
5,735 mg, 0.917mg, and 0.167 mg gallic acid (GAE)/g extract, respectively. The MeOH
extract showed the highest DPPH radical scavenging activity (87.73%), the EtOAC extract
showed the highest superoxide radical scavenging activity (49.02%), and the n-hexane
extract showed the highest metal binding activity (289.32 uM Fe).

In the in vivo experiments of the study, it was determined that the administration of CP
increased the levels of plasma transaminases, T. protein, MDA, TNF-o and IL-1p, and
decreased GSH, GPx, SOD and IL-10. While AST, ALT and ALP levels were statistically

decreased in all extract groups compared to the CP group, T. protein level decreased only in



the EtOAc group. Changes in T. bilirubin levels were found to be insignificant in all
experimental groups compared to the control. In the study, plasma and liver tissue MDA,
TNF-a and IL-1B levels decreased in MeOH group compared to CP group, while GSH
(except liver tissue), GPx, SOD and IL-10 levels increased statistically. In the EtOAc group,
only liver tissue MDA levels were low and plasma GSH levels were high, and all cytokine
levels were found to be insignificant. At the same time, all oxidant-antioxidant parameters
and cytokine levels were found to be insignificant in the n-hexane group. Based on the
histopathological results of the study, sinusoidal dilatation in the liver tissue, hyperemia in
the vena centralis, vacuolar degeneration and abnormal changes in Kupferr cell activation
were determined in the CP group, whereas in the EtOAc group, on the contrary, these
abnormal changes in the liver tissue decreased significantly and tissue healing was achieved.
While this improvement was seen in the form of hyperemia in the vena centralis and a
decrease in vacuolar degeneration in the MeOH group, it was determined that tissue healing

was very limited in the n-hexane group.

The MeOH extract with high levels of phenolic substances has been found to be more
effective against acute hepatotoxicity, increased inflammation, and oxidative stress caused
by CP. In addition, the EtOACc extract, which contains a wider variety of phenolic substances,
has been found to be more effective in tissue healing. On the other hand, n-hexane extract
was found to be the most ineffective extract compared to other extracts in terms of

antioxidants, cytokines and histopathological examinations.

In conclusion, the present findings showed that especially MeOH extract of artichoke leaf
offered curative effects against CP-induced hepatotoxicity damage in rats due to its

antioxidant and anti-inflammatory properties.

Keywords: Acute hepatotoxicity, Antioxidant activity, Artichoke, Histopathology,
Cytokine



TESEKKUR

Doktora tezi olarak sundugum bu calismada tez konusunu secen, planlanmasinda,
yiirlitiilmesinde her konuda yardimci olan, ¢alismalar sirasinda ilgi ve destegini gordiiglim,
bilgi birikiminden, tecriibe ve hosgoriisiinden yararlandigim Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali 6gretim iiyesi degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Giilcan AVCI’ya
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Doktora egitimimde emegi gecen degerli Veteriner Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali 6gretim {iyelerine ayri ayri tesekkiir ederim. Bitki orneginin
teshisi ve bitki materyali ile ger¢eklesen deneysel caligsmalar i¢in laboratuvarini1 acan Gazi
Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali Bagkam Saym Prof. Dr. Esra
KUPELI AKKOL’a ve yardimlarmni esirgemeyen doktora dgrencisi Biisra KARPUZ’a,
hosgoriisii ve destegi i¢in Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali égretim iiyesi Sayin Prof. Dr. Yavuz Osman BIRDANE’ye
tesekkiirlerimi sunarim. Histopatolojik incelemeleri nedeniyle Afyon Kocatepe Universitesi
Bayat Meslek Yiiksekokulu Saym Dr. Ogr. Uyesi Hasan Hiiseyin DEMIREL’e, deney
hayvanlar1 ¢aligmalar1 sirasinda yardimlarini esirgemeyen Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji
ve Toksikoloji Anabilim Dal1 Saym Ars. Gér. Orkun ATIK e, laboratuvar ¢alismalarinda
destegini gordiigiim Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Saymn Dr. Ogr. Uyesi
Baris DENK e ve verilerin istatistiki analizleri i¢in Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
ogretim iiyesi Saym Dog. Dr. ilkay DOGAN’a ve Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Zootekni Anabilim Dali 6gretim iiyesi Sayin Dog¢. Dr. Serdar Kocgak’a
tesekkiirlerimi sunarim. Tezin olusum siirecinde kolaylik saglayan, motive eden Tiirkiye lag
ve Tibbi Cihaz Kurumu TGL birimi mesai arkadaslarima tesekkiir ederim. Egitim hayatim
boyunca maddi manevi desteklerini esirgemeyen, tezi bitirmemi en ¢ok isteyen canim anne
ve babama, tezin her asamasini benimle birlikte yasayan, en ¢ok motivasyonu destek ve
paylasimlarimizin iistiinde bir emekle saglayan canim esime, tezi yazarken biiylik fedakarlik

ve olgunluk gosteren canim oglum Alptug’uma tesekkiirii borg bilirim.

Stimeyra ALBAYRAK
Afyonkarahisar
2023
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1. GIRIS

Kanser diinyada ve tilkemizde gittikge biiyliyen bir saglik sorunu olup, kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra en sik karsilasilan 6liim nedenleri arasindadir (Jiang vd., 2017).
Diinyada 2000°li yillarin basinda yilda 6 milyon kisi kanser hastaligi ile karsilasmisken,
yakalanma hizi1 bu sekilde devam ettigi takdirde 2030 yilina kadar yi1lda 24 milyon insanin
kansere yakalanacagi varsayillmaktadir. Kanser cesitleri arasinda ise hem diinyada hem
de iilkemizde en ¢ok goriilen kanser tiirii akciger kanseridir. Diinya Saglik Orgiitii'niin
(DSO) 2014 Diinya Kanser Raporuna gore ise 2012 yilinda 8,2 milyon insan kanser
nedeniyle hayatini kaybetmis, 14 milyon yeni kanser vakasi kayit altina alinmistir. (de
Francisco vd., 2019).

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina bagl olarak hiicre kiitlesinin anormal artig1 ve
normal hiicre 6liimiiniin de gergeklesememesi sonucu bu dengenin kaybolmasiyla olusan
timoral olusumdur (Pérez-Herrero ve Fernandez-Medarde, 2015). Kanser vakalarinda
cerrahi miidahele ve radyoterapi gibi tedavi secgeneklerinin yanisira uygulanan
kemoterapi ile de kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin durdurulmasi ve diger dokulara
metastazin Onlenmesi amaglanmaktadir (Pérez-Herrero ve Fernandez-Medarde, 2015;
Torrano vd., 2016). Bu nedenle CP gibi kemoterapide kullanilan ilaglarin 2003 yilinda
pazar pay1 % 3.8 iken 2010 yilinda % 7.2'yi bulmugstur (Pinar, 2012).

Nitekim kemoterapétik ajanlar kanser hiicrelerinin DNA’s1 ile etkilesime giren ve
apoptozis yolu ile hiicre 6liimiinii uyaran sitotoksik ajanlardir (Famurewa vd., 2021). Bu
ajanlardan biri olan siklofosfamid (CP), pek ¢ok malignant ve otoimmiin hastaliklarin
tedavi protokollerinde yer alan ve genis spektrumlu klinik kullanimi bulunan sitotoksik
alkilleyici bir ajandir (Chen vd., 2019; Gupta vd., 2021). Kemoterapide kullanilan CP
gibi ajanlarin kanser hiicrelerinin gosterdigi direnci kirabilmesi icin yliksek dozda
kullanim1 6nemlidir (Cavalletti vd., 1986). Ancak sitotoksik ajanlarin yiiksek dozda
kullanim1 ¢oklu organ yetmezligi gibi istenmeyen yan etkilere neden olmaktadir. Nitekim
CP’nin kalp, bobrek, testis ve idrar kesesi gibi organlarda toksisiteye neden olmasi ilacin
klinik kullanimini kisitlayan bir faktordiir (Nagi vd., 2011). Bu ilacin istenmeyen yan

etkilerinin ¢ogu karacigerde hidroksillenerek akrolein ve fosforamid hardal



metabolitlerine doniismesinden kaynaklanmaktadir (Kawabata vd., 1990; Fahmy vd.,
2016).

Kimyasal ve biyolojik ajanlar ile fiziksel etmenler hiicre yapisinda farkli oranlarda
degisiklik yaparak sitotoksisiteye neden olabilir (Tokur ve Aksoy, 2017). Kimyasal
ajanlar reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 liretimi, DNA ve/ya antioksidanlarin hatali
onarim mekanizmalar1 yoluyla oksidatif hasara ve dokularda fonksiyon bozukluklarina
neden olurlar (Klaunig vd., 2010; Di Meo ve Venditti, 2020). ROS'un olusturdugu
oksidatif hasar kanserin baslangi¢, gelisme ve ilerleme olan ti¢ asamali siirecine istedigi
noktadan katilma ihtimaline sahiptir (Klaunig vd., 2011). ROS oksitleme 6zelligi ile
reaktivite gosteren, oksijen igeren serbest radikallerdir (Kunwar ve Priyadarsini, 2011).
Serbest radikaller protein, hiicre duvarlar1 ve DNA gibi makromolekiillerle etkilesime
girerek oksidatif strese yol agmaktadir (Oboh ve Ogunruku, 2010).Serbest radikallerin
ekzojen kaynaklari iginde bulunan ilaglar arasinda CP’de bulunmaktadir. CP'nin toksik

etkisi de serbest radikaller {izerinden ortaya ¢ikmaktadir.

CP'nin iki aktif metabolitinden biri olan fosforamid hardali (PAM) antineoplastik etki
gosterirken akrolein metaboliti toksik yan etki gosterir (Kern ve Kehrer, 2002). Akrolein
doku antioksidan savunma sisteminde degisiklikler yaratirken yiiksek seviyede ROS
uretir, bu sebeple memeliler i¢in mutajenik 6zellik ve karsinojenik o6zellik gosterir
(Senthilkumar vd., 2006b; Emadi vd., 2009). Serbest radikaller viicuttaki savunma
sistemleri tarafindan nétralize edilmediginde veya aralarindaki denge serbest radikaller
lehine bozuldugunda pekgok patolojik durum gergeklesir. Bu dengeye Redox
Homeostazisi de denir (Salekzamani vd., 2019). Oksidatif hasar ve doku disfonksiyonu
da bunlardan birkagidir (Di Meo ve Venditti, 2020). Hipertansiyon, diyabet, kanser ve
norodejeneratif bozukluklar ve daha farkli hastaliklarin patogenezine neden olur (Rao vd.,
2011).

Insanhik tarihi boyunca hastaliklarin ve yaralanmalarin tedavisinde bitkilerden
faydalanilmistir (Tekel, 2020). Fitokimyasal bilesiklerin en dnemli kaynaklari arasinda
Asteraceae familyas: bitkileri yer almaktadir (Anvari ve Jamei, 2018). Ulkemizin cesitli
yorelerinde yetisen Asteraceae familyasina ait bitkilerden biri olan enginarin fitokimyasal
iceriginde sinarin, klorojenik asit, dikaffeoilkinik asit, monokafeoilkinik asit, luteolin ve

apigenin gibi temel bilesenler bulunmaktadir (Azzini vd., 2007; Sengopur, 2021). Enginar



koleretik, hepatoprotektif, antikarsinojenik, antibakteriyel, antifungal, antimikrobiyal,
kolesterol diistiriicti ve idrar soktiiriicti olarak tibbi 6zellikler gosterdigi icin geleneksel

tipta tercih edilen bir bitkidir (Yildirim vd., 2020).



2. GENEL BILGILER
2.1. Kemoterapi

Kemoterapi, kanser hiicrelerini hedefleyerek bertaraf etmek veya en azindan
bliylimelerini yavaglatmak i¢in tasarlanmis diisiik molekiil agirhikli ilaglarinin
kullanilmasidir (Nussbaumer vd., 2011). Kemoterapi ajanlari, bu hiicrelerdeki belirli
yapilar1 veya metabolik yollari etkileyerek kanser hiicreleriyle savasir (Weijl vd., 1997).
Kemoterapi 19401 yillarda azot hardali ve antifolatlarin kullanimi ile baslamisken
giiniimiizde ilag gelistirme siiregleriyle birlikte milyarlarca dolarlik bir endiistriye

doniismiistiir (Chabner ve Roberts Jr, 2005) (Sekil 2.1).
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Sekil 2. 1: Kemoterapinin tarihgesi (Chabner ve Roberts Jr, 2005)

Kanser tiirlerinin sagaltiminda kullanilan antineoplastik ilaglarin etki mekanizmalarina

ve ilag etken madde tiirline gore siniflandirmasi Cizelge 2.1. ile agiklanabilir.



Cizelge 2. 1: Kemoterapi ilaglar1 ve siiflandirmasi (Thurston ve Pysz, 2021)

Antineoplastik ] Etki
) Etki Etken Madde ve
Ilag Mekanizmas1 Alt )
Mekanizmasi Ticari Ad1
Grubu Siniflar
Dihidrofolat
Metotreksat (MTX)
Rediiktaz
Pralatreksat
(DHFR)
) (Folotyn ™)
Inhibitorleri
Raltitrexed

Timidilat Sentaz

Inhibitorleri

Piirin

Antimetabolitleri

Pirimidin

Antimetabolitleri

(Tomudex ™)
Pemetrexed
(Alimta ™)
Nolatrexed
(Thymitaq ™)
Merkaptopiirin
(Puri-Nethol ™)
Tioguanin
(Lanvis ™)
Fludorabin
Fludara™
Cladribine
(Leustat™, Litak™)
Clofarabine
(Evoltra ™)
Nelarabine
(Atriance ™)
5-Fluorourasil
(5-FU ™)
Tegafur (Uftoral ™)
Gemcitabine

(Gemzar ™)




Cizelge 2.1. Kemoterapi ilaglar1 ve siniflandirmasi (Devamni)

Capecitabine
(Xeloda ™)
Cytarabine,
(Cytosar™ ve
Alexan™)
Azacitidine
(Vidaza ™)
Decitabine
(Dacogen ™)

Trifluridin&Tipiacil

(Lonsurf ™)
Adenozin _
' Pentostatin
Deaminaz '
' (Nipent ™)
Inhibitorleri
. . Hidroksikarbamid
Riboniikleotid
(Hydrea™)
Rediiktaz .
i Triapin
Inhibitorleri o
Tezasitabin
Vinblastin
(Velbe ™)
Vinkristin
(Oncovin ™)
Vinka Vindesin
Antitiibilin Alkoloitleri (Eldisin™)
Ajanlari Vinorelbin
(Navelbine ™)
Vinflunin
(Javlor ™)
Halikondrin 3 Eribulin mesilat
Analogu (Halaven™)




Cizelge 2.1. Kemoterapi ilaglar1 ve siniflandirmasi (Devamni)

Taksanlar

Epotilonlar

Alkilleyici

Ajanlar

Terapotik
Ajanlar Olarak
Niikleik Asitler

Cross-Linking

Ajanlar

Paklitaksel
(Taxol™ |
Abraxane™)
Dosetaksel
(Taxotere™,
Docecad™)

Karbazitaksel

(Jevtana™)
Larotaksel
TPI 287
MAC-321
Iksabepilon
(Ixempra™)

Metilleme

Ajanlar

Dakarbazin

(DTIC-Dome ™)

Temozolomid

Prokarbazin

CP

Alkilleme

Ajanlar

Trabektedin

(Yondelis™)

Azot Hardallar1

(Alifatik,

Aromatik,

Konjuge Azot

Hardallar)

Aziridinler Tiyotepa
(Tepadina™)




Cizelge 2.1. Kemoterapi ilaglar1 ve siniflandirmasi (Devamni)

Benzokinon
Analoglari
Treosiilfan
(Ovastat™)
(Myrelan™

Busilvex™)

Epoksitler

Metanstilfonatlar

Lomustin (CCNU)

Karmustin
(BiCNU™™)

Nitrozotreler

Streptozotosin
(Zanosar™)
) Sisplatin
Platin ]
) Karboplatin
Kompleksleri -
Oksaliplatin
Karbinolaminler
Siklopropanlar
Mitomisin-C
Doksorubisin
Daunorubisin
o Aklarubisin
Antrasiklinler o
Epirubisin
Idarubisin
Pirarubisin
Interkalasyon Mitoksantron
Ajanlar (Onkotrone™,
Antrasenler Novantrone™ )
Piksantrone
(Pixuvri™ )
Dactinomisin
Fenoksazinler (Cosmegen

Lyovac™)




Cizelge 2.1. Kemoterapi ilaglar1 ve siniflandirmasi (Devamni)

Topoizomeraz Topoizomeraz | Topotekan
Inhibitorleri Inhibitorleri (Hycamtin ™)
Irinotekan
Etopozid
Topoizomeraz Il Tenipozid
Inhibitorleri Amsakrin
Elliptisin
Bleomisin

Neokarzinostatin
DNA-Parcalayici ] o
) ) Kalikeamisin
Ajanlar Enediyne o
Esperamisin

Dinemisin A

Degisik kategorilerdeki kemoterapi ajanlarinin in vivo ortamlarda serbest radikal
olusumunu ve lipid peroksidasyonunu artirdigi yoniinde ¢aligsmalar vardir (Sangeetha vd.,
1990; Weijl vd., 1997; Crohns vd., 2009).

Kanser tedavisi sirasinda basvurulan CP, metabolitleri akrolein ve fosforamid hardali
sebebiyle viicutta antioksidan enzimlerin, SOD (Siiperoksit dismutaz), CAT (Katalaz),
Glutatyon peroksidaz (GPx), Glutatyon Rediiktaz (GR), Glutatyon-S-Transferaz (GST)
aktivasyonunu azaltan ajanlardandir (Bhattacharya, 2015). CP’nin akcigerde
metabolizmasi sonucu olusan alkilleyici metabolitler ve bir reaktif aldehit olan akrolein,

ilacin yan etkisi olarak pulmoner toksisiteye neden olabilir (Patel, 1990).

2.2.  AlkKilleyici Ajanlar

Alkilleyici ajanlar, ¢esitli kanser tiirlerinde DNA’ya kanser hiicrelerinin boliinmesini ve
bliylimesini durduran bir alkil grubu ekleyerek tedavi etmek i¢in kullanlan kemoterapi
ilaglar1 smifidir (Fu vd., 2012). Azotlu hardallar, nitroziireler ve alkil siilfonatlar olmak
tizere birkag alkilleyici bilesik vardir (Shah vd., 2016). CP gibi azotlu hardallar, lenfoma,
16semi ve meme kanseri gibi ¢esitli kanserlerin tedavisinde (Santos vd., 1983; Matar vd.,
2002; Ge vd., 2012); karmustin gibi nitroziireler, beyin tiimérleri ve lenfomay1, busulfan

gibi alkil siilfonatlar, kronik miyeloid 16semi tedavisinde kullanilir (Honeycombe, 1981;



Zackheim vd., 1990; Belanich vd., 1996). Tiim kemoterapi ilaglar1 gibi, alkilleyici ajanlar
da cesitli yan etkilere neden olabilir. En yaygin yan etkilerden bazilar1 mide bulantisi,
kusma, sa¢ dokiilmesi ve yorgunluktur (Diggavi ve Parveen, 2021). Alkilleyici ajanlar
ayrica kemik iligine zarar verebilir ve bu da viicuttaki kirmizi kan hiicrelerinin, beyaz kan
hiicrelerinin ve trombositlerin sayisinda azalmaya yol acabilir (Shulman, 1993). Bu

anemi, enfeksiyonlara ve kanamaya neden olabilir.
2.3.  Siklofosfamid (CP)

CP hiicrenin DNA’sma bir alkil grup (CnHzn+1) baglayarak etki gésteren alkilleyici
ajanlarin azotlu hardal grubuna ait sentezlenmis bir antikanser ilacidir (Khorwal vd.,
2017). CP’ye ait kimyasal yap1 Sekil 2.2’de, bazi fiziksel ve kimyasal ozellikleri ise
Cizelge 2.2°de verilmistir.

C

|
Cl
o N
/P'M.
0" “NH

N

Sekil 2. 2: CP’nin kimyasal yapis1

Kemik iligi veya kordon kani naklinde en ¢ok tercih edilen ilagtir (Emadi vd., 2009).
Klinik olarak hepatotoksisite, kardiyotoksisite, nefrotoksisite, iirotoksisite ve testis
toksisitesi gibi olumsuzluklara yol agmasi sebebiyle kisitli uygulanmaktadir (Elangovan
vd., 2006; Kim vd., 2015; Mansour ve Hasan, 2015; Sherif, 2018; Ayza vd., 2020; Cengiz
vd., 2020; Komolafe vd., 2020; Patwa vd., 2020; Abd El-Ghafar vd., 2021; Hassanein
vd., 2021; Kamel vd., 2022; Salama vd., 2022). Gelisen bu tekil ya da ¢oklu organ
toksisitelerinin yanisira immiinosupresyon, mutajenite ve/veya genotoksisite ile
siirlayan bir kullanim gostermektedir (Hales, 1982; Chamorro-Cevallos vd., 2008; de
Oliveira vd., 2020; Berk6z vd., 2021). Bu nedenle CP'nin giiglii antioksidanlarla, ilag
etken maddeleriyle, geleneksel veya geleneksel olmayan bitkilerle birlikte hastaya

verilmesinin bu toksik etkileri azaltmada yardimci olacagina dair pek c¢ok calisma
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mevcuttur (Oliveira vd., 2014; Kim vd., 2015; Mansour ve Hasan, 2015; Nair vd., 2016;
de Oliveira vd., 2020; Komolafe vd., 2020; Patwa vd., 2020; Refaie vd., 2020; Berkoz
vd., 2021; Kamel vd., 2022; Salama vd., 2022). Ayn1 amagla bazi biyolojik ajanlarin da

CP'nin terapotik indeksini artirmak i¢in kullanilabilecegine dair ¢alismalar vardir (Ray

vd., 1985; Ayhanci vd., 2009; Conklin vd., 2015).

Cizelge 2. 2: CP’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (int. Kay. 2)

Molekiil Formiili
IUPAC Adi

Molekiil Agirlig
GOruints
Tat/koku

Erime Noktasi
Kaynama Noktas1
Yogunluk

pH

Suda ¢oziiniirligi

C7H15Ci2N20O2P
N,N-bis(2-kloroetil)-2-okzo-1,3,215-
oksazafosfinan-2-amin

261,08 g/mol

Beyaz kristal toz

Hafif ac1 bir tada sahip, kokusuz
41-45°C

336 °C

1,48 g/cm?®

4-6 (%2’1ik ¢ozelti)

40 g/L

Coziiniirlik Tam: Kloroform, dioksan ve glikoller
Yar1: karbon tetrakloriir (CCls), Benzene
Az: Eter, Aseton

Stabilite 30°C iizerinde hidrolize olur, Cl atomlar

ayrilir. Oksidasyona, neme ve 1s18a
duyarhdir.

Oda 1si1sinda muhafaza edilmisse 24 s
iginde, buzdolabinda muhafaza

edilmigse 6 giin i¢inde kullanilmalidir.

2.3.1. Farmakolojik Ozellikleri

Emilim: Wagner ve Fenneberg (1984)’e gére CP’nin %80’inden fazlas1 karaciger (KC)
dokusunda metabolize edilirken gastrointestinal kanaldan tam olarak absorbe edilir
(Lavigne vd., 1975). Uygulamadan sonraki ilk giinlerde CP’nin yarilanma 6mrii 5 saat

iken 6nceden ilaca maruz kalmamis iv uygulama yapilan hastalarin plazmasinda CP’nin
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yarilanma omriiniin 6,5 saat oldugu belirlenmistir (Bagley vd., 1973; Busse vd., 1997).
Oral doz ile 3,93 saat olan yarilanma Omrii oral dozdan 2-3 kat fazla olarak i.v.
uygulandiginda 7.98 saate ¢ikmaktadir. Dolayisiyla ilacin oral veya intravendz

uygulanmasina gore degisen 3-12 saatlik yar1 6mrii vardir (Wagner ve Fenneberg, 1984).

Dagilim: intravendz yolla verildiginde aktif metabolitlerin plazma konsantrasyon pikine
ulagmasi 2-3 saat siirer (Int. Kay. 3). Ana madde CP’nin plazma proteinlerine baglanma
orant zayif olmasina ragmen aktif metabolitleri onemli oranda plazma proteinlerine
baglanir (Bagley vd., 1973). Dagilimi yaygin oldugu i¢in kan—beyin bariyeri ve plasenta
ve karmn boslugu sivilari i¢ine gecer (Edwards vd., 1983; Pacifici ve Nottoli, 1995; Fortin
vd., 1999; Kummar vd., 2015; Rezaei vd., 2017).

Biyotransformasyon: KC sitokrom P450 enzimleri ile metabolize olarak sitotoksik

metabolitlerine doniistir (Roy ve Waxman, 2006).

Eliminasyon: CP dozunun %20’sinden azi ise idrar yoluyla degismeden atilir. (Bagley
vd., 1973; Fleming, 1997). CP’nin viicuttaki ana fraksiyonu hepatik metabolizmaya
ugrar, ancak kii¢iik bir kismi idrarda degismemis CP’nin renal atilimi yoluyla elimine

edilir. Uriner atilim CP dozunun yaklasik %13 iinii olusturur (Hedmer vd., 2008).

2.3.2. CP Metabolizmasi ve Yan Etkileri

CP’nin maksimum mutajenik ve teratojenik etki gostermesi ic¢in aktivasyonu gerekir
(Hales, 1982). insan KC mikrozomlarinda CP katalizasyonu iizerine yapilan ¢aligmalar
sitokrom P450 enzimlerinin etkili oldugunu gostermektedir. CP sitokrom P450 enzim
ailesinin tiyeleri olan CYP3A4, CYP2B6 ve CYP2C9 enzimleri tarafindan faz I
metabolizmasimna ve ardindan esas olarak glutatyon S-transferazlar araciligiyla
konjugasyon yoluyla faz II inaktivasyonuna maruz kalmas: gerekir (Zhang vd., 2006;
Calatroni vd., 2015). 4-hidroksilasyon yoluyla 6nce 4-hidroksi metabolitine yani 4-
hidroksisiklofosfamid, (4-OH-CP) metabolize edilir. Metabolit kana karisip, eritrositler
tarafindan tiimorlii hiicrelere taginir. Bu bilesik tautomeri olan aldofosfamid (ALDO) ile
ALDO’nun eliminasyon yoluyla sitotoksik fosforamid hardali ve yan {iriin akrolein
olusturmak tizere dengededir (Fleming, 1997; Zhang vd., 2006; Abraham ve Sugumar,
2008) (Sekil 2.3). KC’de olusan akrolein ve PAM olarak adlandirilan sitotoksik
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metabolitler sistemik dolagimla farkli dokulara dagilarak oksidatif stres kaynakli doku
hasarma neden olurlar (Gedikli ve Sengiil, 2019).
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Sekil 2. 3: CP’nin metabolik yolu (Ciftei, 2021 )

KC’de hidroksilleme sonucu olusan akroleinin bobrekten atilmasiyla yan etkiler ortaya
cikmaktadir. Hemorajik sistit, CP’nin en 6nemli potansiyel toksisitesi ve doz sinirlayan
yan etkisidir (Yilmaz ve Kaya, 2018). Akrolein GSH (indirgenmis glutatyon) ile
konjugasyon yoluyla detoksifiye edilir. Elde edilen fosforamid hardali DNA molekiilleri
arasinda DNA replikasyonunu engelleyebilen ve nihayetinde apoptoz yoluyla hiicre

oliimiine yol agabilen ¢apraz baglarin olusumuna neden olabilir (Zhang vd., 2006).

Alternatif olarak, 4-OH-CP, karboksifosfamid olusturmak iizere temelde aldehit
dehidrojenaz (ALDH1A1) ile daha az 6l¢iide ALDH3A1 ve ALDHS5AL ile detoksifiye
edilir. Ayrica 4-OH-CP alkol dehidrojenaz (ADH) tarafindan iiriinii 4-ketosiklofosfamid
olacak sekilde oksitlenmesi de miimkiindiir. 4-OH-CP bilesigi daha sonra 4-

glutatyonilsiklofosamid olusturmak iizere GSH ile konjuge edilen iminosiklofosfamide

13



tersinir bir dehidrasyon ile déniistiigii de bilinmektedir. Iminosiklofosfamid ¢oklu ilag

direngi ile iliskili protein 2 igin bir substrattir (Zhang vd., 2006).

Ek olarak CP CYP3A4/3A5 enzimi tarafindan yan iiriin kloroasetaldehit (CAA) ve 3-
dekloroetilifosfamide (3-dekloroetil-IFO) doniisecek bir reaksiyon verebilir. Bu
reaksiyon CP’nin inaktivasyon yoludur ve sadece %10 kadar1 bir yan zincir oksidasyonu
olan bu yolla metabolize olur (Zhang vd., 2006; El-Serafi vd., 2015). Akrolein hemorajik

sistit olustururken, CAA nefrotoksisite ve norotoksisiteye neden olur (Zhang vd., 2006).

Lipid peroksidasyonu sonucu o-f doymamis akrolein gibi ve malondialdehit (MDA) ve-
hidroksinonenal (HNE) gibi reaktif aldehitler ortaya ¢ikar (Horton vd., 1997; Pocernich
vd., 2001). Akrolein de DNA’y1 alkilleyici bir ajandir (Colvin ve Quong, 2002). Sigara
dumani dahil her tiir dumanda, egzozda, asir1 1sinmis yemeklik yag buharinda
bulunurken, kirli havada fotokimyasal reaksiyon iriinii olarak olusur (Beauchamp vd.,
1985; Kehrer ve Biswal, 2000). Akrolein, hiicresel GSH ile metabolize edilir ve bu
mekanizma sonucunda GSH tiikenirken hiicresel oksidatif stres artist meydana gelmis
olur (Horton vd., 1997). Akroleinin diisiik dozlarda uygulanmasi hiicre 6liimii olmaksizin
hiicre ¢ogalmasini 6nlerken yiiksek dozlarda uygulanmasi tiimoér olusumuna neden olur

(Kehrer ve Biswal, 2000).

Kanser ve otoimmiin hastaliklar1 tedavi etmek i¢in 40 yil1 agkin bir siiredir kullanilan
alkilleyici bir madde olan CP, antimitotik ve antireplikatif etkilerine ek olarak,
immiinosupresif ve immiinomodiilator 6zelliklere sahiptir (Ahlmann ve Hempel, 2016).
CP’e Hodgkin-dis1 lenfomalar, akut ve kronik lenfositik 16semi, kiigiik hiicreli akciger
kanseri, Hodgkin hastaligi, pediatrik solid tiimorler, meme, over, testis, endometriyum,
serviks, bas-boyun kanserleri, yumusak doku sarkomlari, multiple myeloma ve
koriokarsinoma gibi hastaliklarin tedavisinde bagvurulmaktadir (Kayaalp, 2012; Mansour
ve Hasan, 2015). CP’nin KC’de metabolize olmasi nedeniyle oral veya intravendz

uygulamalar tercih edilir (Khan vd., 2014).

Onerilen oral CP dozu, hastanin durumuna ve tedavi edilen kanser tiiriine bagl olarak
degisir. Genel olarak CP'nin insanlar i¢in giinliik oral terapotik dozu bir veya boliinmiis
dozlar halinde alinan 1-5 mg/kg viicut agirligidir. iv yolla ise baslangi¢c dozu 40-50 mg/kg
(2-5 giinde) idame doz olarak ise 10-15 mg/kg verilir (Kayaalp, 2012).
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CP'nin dozaj1 ve dolayistyla toksisite profili biiyiik 6l¢iide klinik endikasyona bagli olarak
degisir. Diisiik doz oral olarak giinliik 1-3 mg/kg (40-120 mg/ m?), ara veya nabiz dozu
3-4 haftada bir iv 15-40 mg/kg (600-1500 mg/ m?) genellikle intravendz olarak; yiiksek
doz ise >120 mg/kg (>5000 mg/ m?) en yaygin olarak kemik iligi nakline hazirlik
asamasinda 2-4 giin boyunca uygulanir. Diisiik ile orta dozlar daha az akut toksik etkiye
sahip olma egilimindeyken; uzun siireli (>6 ay) kullanim ciddi kronik toksisiteye neden
olabilir. Tersine yiiksek dozlarda CP daha akut toksik etkilerle iligkilidir, ancak kronik
toksik etki riskini azalttigi goriillmektedir (Emadi vd., 2009).

Doz semalari preparatin tedarik edildigi ilag prospektiislerinde genellikle; klasik dozlama
i¢in giinde tek bir iv doz ya da béliinmiis oral dozlar halinde 80-300 mg/m?; haftada tek
bir iv doz halinde 300-600 mg/m?; yiiksek dozlama igin 10-20 giin aralarla tek bir iv doz
ya da boliinmiis oral dozlar halinde 600-1500 mg/m? seklinde verilmektedir.

Firsat¢1 enfeksiyonlarla kemik iligi toksisitesi, hemarojik sistit, gecici kisirlik, mide
bulantisi, kusma ve sa¢ dokiilmesi siklikla goriiliirken pnomoni, KC ve kardiyak toksisite
nadirdir. Vaskulit, proliferatif lupus nefriti veya diger bobrek hastaliklarinin tedavisi igin
kullanilan hastalarda diisiik doz nedeniyle diisiik insidans ve siddette karsilastirilabilir bir
yan etki spektrumu olusur. Bu hasta gruplarindaki temel endise, hastalarin yasi arttik¢a
insidans1 6nemli Ol¢tlide artiran ciddi enfeksiyon ortaya ¢ikmasidir. Enfeksiyon spektrumu
sadece pnomoni, endokardit gibi bakteriyel enfeksiyonlar dahil olmak {izere mantar ve

viral enfeksiyonlari da igerir (Haubitz, 2007).

Organa 6zgii toksisiteler ve ikincil tiimorler normal dozlarda oldukg¢a nadirdir. Dozlar
yiiksek seviyelere g¢ekildikce birgok durumda doz smirlayici ve yasami tehdit eden
toksisiteler ortaya ¢ikar. Kemik iligi depresyonu, mide bulantisi ve kusma, alopesi yaygin
komplikasyonlar ve toksisiteler iken CP bobrekten atilimi sirasinda iirotelyumla temasi
sonucu triner sistem ve renal toksisite, kardiyotoksisite, pulmoner toksisite, sekonder
malign gelisimi, veno-okliizif KC hastaligi (KC toplardamarinin tikanmasi) ve
genotoksisite de goriilebilmektedir (Ogino ve Tadi, 2020). Klinik olarak hemorojik sistit,
immunosupresyon ve alopesi CP ile iligkili en 6nemli toksisitelerdir. Cok yiiksek dozlar

verildiginde kardiyotoksisite de bir olasiliktir (Fraiser vd., 1991).
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Albino ratlarin toksikasyonu i¢in yapilan ¢alismada CP’nin KC’de yag infiltrasyonu ve
merkezi damar tikaniklig1 gibi histopatolojik degisiklikleri indiikledigi belirlenmistir. Bu
degisiklikler daha uzun siireler i¢in verilen diisiik dozlarda (0,5 mg/100 g albino sigan
agirligi)'dir. Daha yiiksek dozlarda (0,7 mg/100 g albino sigan agirligi) daha erken ortaya
¢ikar (Khan vd., 2014).

CP mesane duvarindaki kanama ile endike hemarojik sistite neden olur. Goriilme siklig1
hayvanda doza bagl iken insanda %78 iken %4 6liim ile sonug¢lanmaktadir (Lawrence
vd., 1975; Grinberg-Funes vd., 1990). Klinik olarak hematiiri, disiiri, idrar yanmasi,

pollakiiri, inkontinans ve noktiiri gibi belirtiler gosterir (Fraiser vd., 1991).

CP'nin metaboliti akroleine idrar yolunun uzun siireli maruz kalmas: durumunda
toksisiteye en duyarli doku mesanedir. Buna ragmen akroleini inaktive eden sodyum-2-
merkaptoethan siilfonat (MESNA) kullanilmayan nefroloji hastalarinda hemorajik sistit
nispeten nadir goriiliir. Bununla birlikte CP kaynakli sistit ile mesane kanseri gelisimi
arasinda bir iligki tanimlanmamis ve bugiine kadar oldugunu gosteren hicbir veri yoktur.

Mesane karsinomu riski MESNA kullanimiyla azaltilabilir (Haubitz, 2007).

CP kaynakli pulmoner toksisite hemarojik sistitten daha az goriiliir ve tedavi edilen
hastalarin %1’ini kapsar (Cooper Jr vd., 1986a). Doz sinirlayict etkisi vardir ve bazen
yasami tehdit eder. Intersitisyel pndmoni ve pulmoner fibroz en yaygin CP kaynakli
akciger hastaliklaridir. Dispne, oksiiriik, ates, kardiyojenik olmayan pulmoner 6dem ve

anormal akciger sesleri en belirgin klinik belirtileridir (Cooper Jr vd., 1986b).

CP metabolizmasi sonucunda agiga ¢ikan akrolein akut kardiyotoksisiteye sebep olur
(Komolafe vd., 2020). CP kaynakli kardiyak toksisite yiiksek dozlara bagli olarak ortaya
cikar. Klinik olarak serofibrindz perikardit, akut konjestif kalp yetmezligi, anormal EKG,

sik nefes alma ile belirtiler verir (Mazzotta vd., 2004).

Kronik toksisitede CP'nin malignite insidansin1 artirdigin1 géstermistir. Ornegin mesane,
hematopoetik sistem ve cilt malignitelerde toplam CP dozu ve takip siiresine bagli olarak
1,6 ile 2,4 kat arasi bir artis vardir. Cilt i¢in kanser riski 10,4 kat, lenfoma igin 11 kat,
16semi i¢in 5,7 kat artmistir (Haubitz, 2007).
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Uzun siireli CP tedavisinden sonra azospermi ve yumurtalik yetmezligi bildirilmistir. CP
diger ajanlarla beraber kullanildiginda (Vinkristin ve prednizon) geri doniisimlii
azospermi olarak raporlanmustir (Fraiser vd., 1991). Calismalar kemirgenlerde ilkel ve
antral folikiilleri i¢in oldukga toksik oldugunu gosterir (Plowchalk ve Mattison, 1991).
Azospermi geri donligiimlii olabilir ama iyilesme yavastir. Diizensiz adet gorme ve

amenore ¢ogu hastada kalicidir (Fraiser vd., 1991).

Kadinlarda CP'nin neden oldugu diizensiz baslangiclar veya seyrek periyotlar, amenoreye
ilerleyen siireg, yiiksek gonadotropin seviyesi ve diisiik 0stradiol seviyesi ile kalic1 kisirlik

gibi yumurtalik toksisitesi bildirilmistir (Haubitz, 2007).

CP en iyi bilinen embriyo toksinidir (Chaube, 1967). Birkag ¢alisma teratojenik etkisini
ciiriitityor olsa da CP’nin alkilleyici ajan olmasi sebebiyle hamilelik sirasinda kullanimi

kesinlikle 6nerilmemektedir (Fraiser vd., 1991).

2.4. Sitokinler

Sitokinler, cesitli bagisiklik hiicreleri tarafindan salgilanan ve bagisiklik sisteminin
iletisiminde ve koordinasyonunda c¢ok ©onemli bir rol oynayan kiiciik proteinlerdir
(Arango Duque ve Descoteaux, 2014). Bu sinyal molekiilleri, enflamasyonun
diizenlenmesinde, bagisiklik hiicrelerinin  farklilasmasi  ve ¢ogalmasinda ve
enfeksiyonlara ve hastaliklara karsi bagisiklik tepkisinde rol oynar (Waldmann ve
Tagaya, 1999; Wagner ve Eferl, 2005).

Her biri bagisiklik sistemi iizerinde belirli islevlere ve etkilere sahip ¢esitli sitokin tiirleri
vardir. En iyi bilinen sitokinlerden bazilar1 IL’ler (interlokinler), INF’lar (interferonlar)

ve TNF’iinii (tiimor nekroz faktorii) igerir (Ramadori ve Armbrust, 2001).

Interlokinler T ve B hiicrelerinin aktivasyonu ve farklililasmasi dahil olmak iizere
bagisiklik hiicreleri arasindaki iletisimde yer alir (Linsley vd., 1991). INF’lar viral
enfeksiyonlara yanit olarak tiretilir ve viriislere kars1 bagisiklik yanitinin aktivasyonunda
rol oynar (Koyama vd., 2008). Tiimor nekroz faktorii, enflamasyonun diizenlenmesinde

ve kanser hiicrelerinin yok edilmesinde rol oynar (Balkwill, 2002).
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Ek olarak, sitokinler, enflamatuvar yanitin diizenlenmesinde rol oynar (O'Shea ve
Murray, 2008). Bagisiklik yanitinin tiiriine ve baglamina bagli olarak iltihab1 tesvik
edebilir ve baskilayabilirler (Yoshimura, 2006). IL-1 ve TNF gibi enflamatuvar
sitokinler, enfeksiyonlara veya doku hasarina yanit olarak {iretilir ve ates, agr1 ve sismeye
neden olabilir (Lenz vd., 2007; Contassot vd., 2012). IL-10 gibi anti-enflamatuvar
sitokinler, agir1 iltihaplanmaya karsi koymak ve doku onarimini desteklemek igin iiretilir

(Miller vd., 2002).

CP’nin farkli mekanizmalarla sitokinlerin iiretimini ve salinimini etkiledigi gosterilmistir
(Salem vd., 2007). Birincisi, bu ilag sitokin iiretenler de dahil olmak tizere bagisiklik
hiicrelerinin sayisin1 dogrudan oldiirerek veya ¢ogalmalarini engelleyerek azaltabilir
(Geller ve Miller, 2011). ikinci olarak, CP iiretilen sitokinlerin dengesinde daha anti-
enflamatuvar bir profile dogru bir kaymay indiikleyebilir. Ornegin, bir anti-enflamatuvar
sitokin olan IL-10 iretinini artirabilir ve IL-6, IL-1p ve TNF-a gibi proenflamatuvar
sitokinlerin tiretimini azaltabilir (EI-Akhras vd., 2023). Son olarak, CP sitokinlerin
iiretimini baskilayabilen diizenleyici T hiicrelerinin islevini modiile ederek bagisiklik

tepkisini etkileyebilir (Bazewicz vd., 2019).

CP kaynakli olusturulan hepatotoksisiteye karsi ganoderik asitin koruyucu etkisinin
aragtirildigr bir ¢alismada fare serumunda IL-1 1L-6 ve TNF-o gibi sitokinlerin
seviyelerinin incelenen birkag KC enzimleri ile beraber arttig1, KC’in histolojik yapisinda

onemli degisikliklere neden oldugu belirtilmistir (Lixin vd., 2019).

CP ile indiiklenen toksisiteye karsi deve siitlinlin albino ratlar iizerindeki etkisinin
arastirildigi bir calismada IL-6 ve TNF-a ekspresyonununda 6nemli artisa neden olurken
deve siitii ile tedavi sonrasi sitokin degerlerinin normallestigi gosterilmistir (Ibrahim vd.,

2019).
2.5. Karaciger Fonksiyon Belirtecleri

Karaciger, viicuttaki endojen ve ekzojen maddelerin detoksifikasyonu ve
transformasyonu ile biyomolekiillerin sentezi, salgilanmasi ve depolamasi gibi
metabolizmanin diizenlenmesinde gorevli hayati organlardan biridir. (Ozougwu, 2017).

Bu nedenle birbirinden bagimsiz olarak pek ¢ok biyokimyasal islevi yerine getiren
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karacigerin fonksiyonlarmi degerlendirmede farkli testlerden faydanilmaktadir.
Karaciger fonksiyon belirtegleri, karacigerin normal islevini, kapasitesini ve sagligini
degerlendirmek igin kullanilan bir grup kan testidir (Ahmed vd., 2018). Karacigerin
detoksifikasyon kapasitesini, biyosentez fonksiyonunu, hiicre harabiyetini, safra ve
bunun akist ile ilgili anormallikleri belirlemede faydali olan bu testler sadece karacigere
spesifik olmadigindan klinik bulgular ve goriintilleme testleri ile birlikte

degerlendirilmelidir.

Alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST), alkalin fosfataz (ALP), gama-
glutamil transferaz (GGT), keratin kinaz (CK) ve bilirubin testleri KC fonksiyon testleri
arasinda yer alir (Lippi vd., 2011).

AST en fazla kalp kasi, karaciger ve iskelet kasinda bulunurken ALT ise baslica karaciger
olmak lizere bobrek, iskelet ve kalp kasinda bulunur. ALT sadece hiicre sitoplazmasinda
bulunurken, AST ‘nin ise %20’si sitoplazma ve %80°’1 mitokondri i¢inde yer alir. Hiicre
igindeki bu enzimler iskemi ve toksikasyon gibi durumlarda karaciger hiicre harabiyetine

bagli olarak kan dolagimina salinan enzimlerdir (Nagel vd., 1990).

ALP karaciger ve safra kanali epitelleri ile kemik, bobrek, plasenta ve barsak epitellerinde
bulunurken plazmadaki aktivitesi karaciger ve kemik dokudan kaynaklanmaktadir. GGT
karaciger, bobrek, dalak, kalp, beyin ve barsak gibi pekcok dokuda bulunur ve
plazmadaki aktivitesinin artist genel olarak hepatobiliyer hastaliklardan dolayidir
(Roderick, 2004).

Bilirubin, baslica biyolojik 6mriinii tamamlamis olan eritrositler ile bir kistm miyoglobin,
sitokrom ve olgunlagsmamis eritrositlerin retikiiloendoteliyal sistem hiicrelerinde

yikimlanmasi ile olusur (Casey, 2013).

CP- kaynakli KC toksisitesine kars1 Origanum vulgare L. bitkisinin koruyucu etkinliginin
arastirilmasina iliskin bir ¢alismada CP uygulamasi sonrasi serum ALT, AST ve ALP
degerlerinin artig gosterdigi, O. vulgare tedavisi ile serum ALT, AST ve ALP degerlerinin
onemli Ol¢iide diistiigii bildirilmistir (Habibi vd., 2015).
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CP ile rat karacigerinde olusturulan toksisite i¢in birkag KC fonksiyon enzimleri
incelenmis, CP grubundaki degerlerde ALT, AST ve ALP seviyelerinin arttig1, borik asit

+ CP grubunda ise bu enzimlerin diisiis gosterdigi gozlenmistir (Cengiz vd., 2019)

2.5.1. CP’nin Akut Toksikasyonu ve Yaygin Komplikasyonlari

CP ¢esitli kanser tiirlerini tedavi etmek i¢in kullanilirken viicutta cesitli toksik etkilere
neden olabilir. CP’nin akut toksikasyonunda en yaygin klinik belirtilerinden biri mide
bulantis1 ve kusmadir (Solomon vd., 1963). Bu belirti ilacin gastrointestinal sistem

tizerindeki tahris edici etkisinden kaynaklanir (Fraiser vd., 1991).

CP’nin akut toksikasyonunda diger bir yaygin klinik belirti hemorajik sistittir (Fraiser
vd., 1991). Bu mesanenin iltihaplanmas1 ve kanamasi ile karakterize bir durumdur. Hasta
idrar aciliyeti, siklig1 ve agr1 gibi semptomlar yasayabilir (Stillwell ve Benson Jr, 1988).
Siddetli vakalarda idrarda kan pihtilar1 goriilebilir (Liang vd., 2017).

CP ayrica kemik iligi baskilanmasina neden olarak kan hiicrelerinin iiretiminde azalmaya
yol acabilir (Han vd., 2019). Bu anemi, trombositopeni ve 16kopeni ile sonuglanabilir
(Giang vd., 1996; Burgess vd., 2000). Hastalarda yorgunluk ve enfeksiyonlara kars1 artan
duyarlilik gibi semptomlar yasanabilir (Kaneko vd., 1999; Petri, 2004).

CP etkili bir kemoterapi ilact olmakla birlikte organa 06zgii toksikasyona neden
olabilmektedir. Urotoksisite, pulmoner toksisite, kardiyak toksisite basta olmak iizere pek
cok organa 0zgii toksisite olusturulmus, olusturulan bu toksisitelere karsi koruyucu

etkisini arastiran ¢alisma mevcuttur.

Patwa vd. (2020), Sprague-Dawley si¢anlaria 10 giin siiresince (30 mg/kg/giin) dozda i.p.
(intraperitoneal) yolla CP uygulayarak yaptiklar1 calismada CP kaynakli hepatotoksisite
olusturulmus ve Nikotinamidin olusturulan hepatotoksisiteye kars1 antioksidan sistemini
tyilestirmek suretiyle DNA hasarin1 azaltici ve bdylece hepatik hasart iyilestirdigi

saptanmuistir.

Kim vd. (2015), Sprague-Dawley si¢anlarinda CP nedenli iirotoksisiteye dialil distilfit
(DADS) ile 6n tedavi uygulanmis ve oksidatif stresi azaltarak mesane toksisitesinde

koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
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Ray vd. (1985), yiiksek dozda CP ile iliskilendirilen akut CP toksisitesine karsi
Staphylococcus aureus'dan saflastirilan protein A’nin  Sprague-Dawley siganlarda
olusturulan timorlerde belirgin bir azalmaya neden oldugunu belirlemislerdir.

Abd-El-Ghafar vd. (2021), Wistar siganlarda CP maruziyeti sonucunda olusan akut
akciger hasarina kars1 asetovanillon oral yolla verilerek koruyucu etkisini arastirmis ve

asetovanillonun oksidatif stresi azaltmak suretiyle koruyucu etkisini saptamiglardir.

Komolafe vd. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada Wistar siganlar i.p. yolla CP'e
maruz birakilmistir. Olusan akut Kkardiyotoksisiteye karsi zerdagalin etanol ile
ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrakt Wistar sicanlara oral yolla verilmistir.

Ekstrenin kardiyak hasart iyilestirici etkisi gozlenmistir.

De Oliveira vd. (2020) tarafindan Swiss Albino farelerde CP kaynakli genotoksisite
olusturulmus ve Pilosocereus gounellei (kaktiis) sapinin salin ekstraktinin bu toksisiteye

kars1 verdigi cevap arastirilmis ve DNA hasarina kars1 koruyucu etkisi bulunmustur.

Refaie vd. (2020) tarafindan Wistar Albino si¢anlara CP'nin i.p. enjeksiyonu ile gelisen
kardiyotoksisitede oral verilen nikorandilin koruyucu etkisine bakilmasi amaglanmis ve
nikorandilin kardiyak hasar parametrelerini degistirerek koruyucu 6zellik gosterdigi

gorilmiistiir.

Salama vd. (2022)'nin ¢aligmasinda Wistar si¢anlarda CP kaynakli nefrotoksisiteye karsi

alogliptinin bobrek dokusundaki hasari azaltarak iyilestirme gosterdigi belirlenmistir.

Berkoz vd. (2021) ¢alismasinda mirisetin, apigenin ve hesperidin gibi antioksidanlarin
Wistar Albino siganlarda CP ile akut toksisite amaciyla olusturulan immunosupresyonda
bagisiklig1 desteklemeye yonelik etkileri arastirmis ve bu antioksidanlarin kanserli hiicre
hasarmi azalttifi ve immunomodulatdr ajanlar olarak kullanilabilecegi sonucuna

varmiglardir.

Kamel vd. (2022), Wistar Albino siganlarda CP nedenli akut kardiyak toksisite
olusturmus ve astaksantinin bu toksisiteye kars1 verdigi cevap aldehit dehidrogenaz ve
Klotho proteini genlerinin ekspresyonu iizerinden arastirmis ve bu genlerin ekspresyonu

azaltilarak kalp dokusundaki hasar1 hafiflettigi yoniinde kayda gecirmistir.
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Chamorro-Cevallos vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada, CF1 farelerinde CP'nin i.p.
enjeksiyonuyla mutajenite olusturulmus ve bu mutajeniteye karsi Spirulina (Arthrospira)
ile germ hiicrelerinde koruyucu etkileri oldugu, kromozom hasarini iyilestirdigi sonucuna

varilmstir.

Yapilan bir ¢alismada farelere CP kaynakli olusan oksidatif stres ve DNA hasarina kars1
ebselen adli organoselenyum ilag molekiiliine maruz birakilarak 6n tedavi uygulanmis,
beyinde ve kemik iliginde olusan DNA hasarini oksidatif stresi de azaltarak iyilesme

gosterdigi belirtmislerdir (Tripathi ve Jena, 2008).

Mansour vd (2015) calismalarinda Wistar Albino siganlarda CP nedenli siddetli
kardiyotoksisite olusturmus ve buna kars1 N-asetilsisteinin olusan oksidatif ve nitrozatif

stresi azaltmak suretiyle kardiyak hasar parametrelerini iyilestirdigi goriilmiistiir.

2.5.2. CP’nin Kronik Toksikasyonu

CP’nin uzun siireli komplikasyonlari ve toksisitesi ireme, teratojenik ve onkojenik etkiler

ile kendini gostermektedir.

Elangowan vd. (2006) tarafindan ICR farelerine yapilan akut ve kronik CP enjeksiyonu
sonucunda olusan testis toksisitesi aragtirilmig, akut durumda testis ve fonksiyon
parametrelerinde kalict olmayan hasara neden oldugu, kronik durumda ise kalic1 testis

toksistesine neden oldugu belirtilmistir.

15 erkek hastada CP ile olusturulan azospermiye karsi testesteron ile tedavi amaglanmis
ve testesteron alan hastalarin 6 ay sonra sperm sayilari ve folikiil uyarict hormon

seviyeleri normale donmiistiir (Masala vd., 1997).

Yener vd., Wistar Albino siganlarda CP nedenli yumurtalik toksisitesi olusturularak
Spirulina ile CP’nin toksik etkilerini tersine ¢evirdigini belirtmislerdir (Yener vd., 2013).

CP kaynakli embriyo-fetal gelisimsel toksisiteye karst cam kabugu 06ziitiiniin koruyucu
etkisi arastirilmis ve olusan teratojenik etkilere kars1 6ziitlin koruyucu bir ajan olabilecegi

goriilmistiir (Kim vd., 2012).
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Ratlara CP uygulamasindan sonra olusan teratojeniteye karsi tiyol bilesiklerinin yiiksek

konsantrasyonlari toksik etkiyi azaltarak koruyucu yarari saglamistir (Hales, 1981)

Lupus nefriti i¢in CP ile tedavi goren ¢ocuklarda CP’nin onkojenik ve gonadal toksisitesi
sebebiyle kullanimi arastirilmis ve CP ile tedavi edilen hastalarda kayda deger bir

iyilesme gosterdigi bildirilmistir (Barbano vd., 2002).

2.5.3. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Oksijen enerji iiretimi igin mitokondride kullanilan yasamsal 6neme sahip bir elementtir.
Aerobik metabolizmada ATP lretiminin yanisira hiicreye giren oksijenin yaklagik %2-3
kadar1 yan tiriin olarak serbest radikallere doniisiir (Wickens, 2001; Pham-Huy vd., 2008).
Serbest radikaller dig orbitalinde bir veya daha fazla eslesmemis elektronu bulunan,
kararsiz, oldukca reaktif kimyasal molekiiller veya bilesiklerdir (Halliwell, 1987;
Abdollahi vd., 2004). Bir kimyasal bagin kirilmasi, bir radikalin par¢alanmasi veya
redoks reaksiyonlart yoluyla olusurlar (Bahorun vd., 2006). Radikaller pozitif, negatif
veya notr elektrik yiikii tagiyabilir.

ROS ve ayrica reaktif nitrojen tiirleri (RNS) hiicresel metabolizmanin tiriinleridir (Valko
vd., 2007). Bu reaktif tiirler kolaylikla serbest radikal reaksiyonlarin olusumuna yol

acabilen radikalleri igerir. Bu radikallere serbest radikal denir (Bahorun vd., 2006).

ROS ve RNS hem zararli hem de faydali tiirler olarak bilinir (Valko vd., 2007). Cizelge
2.3 ve Cizelge 2.4’de organizmada yer alan 6nemli ROS ve RNS kaynakli serbest
radikaller ve radikal olmayanlar kimyasal yapilar listelenmistir. Organizmada diisiik veya
orta konsantrasyon ROS/RNS varlig1 gen ekspresyonu, biiylime, bagisiklik gibi hiicrenin
fizyolojik temel siireclerinde yararli etki gosterir. ROS hiicrenin gelisimsel siireglerini
uyaran tiroksin ve prostaglandin gibi molekiillerin biyosentezinde de yer alir. Bagisiklik
sisteminde fagositoz yoluyla dldiiriilecek bakteriler igin makrofaj ve nétrofiller de ROS
tiretir. Uzun siireli maruziyet ve yliksek konsantrasyon ROS/RNS varlig lipidlere lipid
peroksidasyonu tiizerinden, proteinlere yapisal degisiklik ve enzim aktivitesinde azalma
yapacak sekilde, DNA’ya da zincir kirilmasi ve akabinde hiicre mutasyonu yaratacak
sekilde tiim hiicre komponentlerine zarar vererek etki eder (Young ve Woodside, 2001;
Chen vd., 2012; Shinde vd., 2012). Normal bilesiklerden zincirleme reaksiyon ile devami

gelecek baska serbest radikal iiretme yetenegine sahiptirler. Hiicre bu olusan formu
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yeterince bertaraf edemediginde oksidatif stres olusur ve oncelikle lipid peroksidasyonu
denilen hiicre membraninin ve lipoproteinlerin hasar aldig: bir siire¢ baslar (Shinde vd.,

2012).

Cizelge 2. 3: ROS kaynakl1 serbest radikaller ve serbest radikal olmayanlar (int. Kay. 4)

Radikaller Radikal Olmayanlar

(OH*) Hidroksil Hidrojen peroksit (H.0.)

(O2 *) Siiperoksit Ozon (Og),

(HOO*) Hidroperoksil (protonlanmis Hipoklorik asit (HOCI)
stiperoksit)

(ROO*) Peroksil Organik peroksitler (ROOH)
(RO*) Alkoksil Hidrobromoz asit (HOBr)
(CO2*") Karbondioksit radikali Peroksomonokarbonat (HOOCO;)
(1>.g + Oy) singlet oksijen (sigma) (1Ag Oy) singlet oksijen (delta)
(RSO*) Siilfenil Peroksinitrit (ONOO-)
(RSO2*) Tiyil peroksil Peroksinitrat (O.NOO")
(LOO*) Lipid peroksil Peroksinitréz asit (ONOOH)

Lipid peroksit (LOOH)

Cizelge 2. 4: RNS kaynakli serbest radikaller ve serbest radikal olmayanlar (Int. Kay. 4)

Radikaller Radikal Olmayanlar
(NO¥*) Nitrik oksit Nitroz asit (HNO»),
(NO2*) Azot dioksit Nitrozil katyonu (NO")
(NOs*) Nitrat radikali Nitroksil anyonu (NO)

Nitronyum katyonu (NO,")

Diazot trioksit (N20s)

Diazot tetroksit (N20.)

Peroksinitrit (ONOO")

Peroksinitrat (O.NOO")

Peroksinitréz asit (ONOOH)

Alkil peroksinitritler (ROONO)

Alkil peroksinitratlar (ROONO:>)
Nitril kloriir (NO2CI)

Peroksiasetil nitrat (CH3:C(O)OONO,)
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Serbest radikal olmayan bilesikler de canli organizmada kolayca serbest radikal

olusumuna yol agabilir (Bahorun vd., 2006; Pham-Huy vd., 2008).

Insanda ve aerob organizmalarda ROS/RNS olusumunu engellemek, olusani temizlemek
ve olusturduklar1 hasar1 gidermek i¢in pek ¢ok savunma mekanizmasi vardir (Hogg,

1998; Bahorun vd., 2006)

Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin hiicre zarlarinda veya lipoproteinlerde bulunan
¢oklu doymamus yag asitlerine (PUFA) saldirarak lipid peroksitlerin olusumuna yol agtigi
bir stirectir. Olusan bu lipid peroksitler kararsizdir ve diger molekiillerle daha fazla
reaksiyona girerek hiicrelerde ve dokularda 6nemli hasara neden olabilecek bir zincirleme
reaksiyona yol agabilir (Wadhwa vd., 2012). Lipid peroksidasyonu hiicre membranina
zarar vererek, zarmm Dbitiinliigiiniin bozulmasina, akiskanlik ve gecirgenlikte
degisikliklere, iyon tasinmasi gibi islevlerinin kaybina yol agabilir ve sonugcta siire¢ hiicre
olimiine kadar gidebilir (Hennig ve Chow, 1988; Adibhatla ve Hatcher, 2008). Lipid
peroksidasyonunun neden oldugu mitokondri hasari, oksidatif stresi daha da
siddetlendirebilen ve hiicre/dokulara zarar verebilen ROS’larin olusumuna neden olabilir
(Adibhatla ve Hatcher, 2008). Hiicresel hasara neden olan serbest radikallerin zararl

etkisi oksidatif stres veya nitrozatif stres olarak adlandirilir (Valko vd., 2007).

ROS’un kardiyovaskiiler, kanser, solunum, artrit, yiiksek tansiyon, Alzheimer ve
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklar, dis eti ¢ekilmesi, erkeklerde infertilite,
yaslanma gibi hastaliklarin patogenezindeki rolii pek ¢ok bilim insanmin dikkatini
¢ekmistir (Harman, 1998; Dhalla vd., 2000; Waddington vd., 2000; Ramirez-Prieto vd.,
2006; Puddu vd., 2008; Klaunig vd., 2010; Mateen vd., 2016; Wagner vd., 2018; Pratiwi
vd., 2021).

Mitokondriyal solunum zinciri ve enzimatik reaksiyonlart ROS un endojen kaynaklaridir
(Chen vd., 2012). Hem ROS hem de RNS yi iceren serbest radikaller endojen
(endoplazmik retikulum, mitokondri, peroksizomlar, fagositik hiicreler gibi) hem de
ekzojen (agir metaller, gecis metalleri, alkol, sigara, cevresel kirlilikler, endiistriyel
coziiciiler, pestisitler, radyasyon ve bazi ilaglar) kaynaklardan ortaya g¢ikmaktadir

(Phaniendra vd., 2015) Bu kaynaklar serbest radikal iretimini uyarma, lipid
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peroksidasyonunu indiikleme ve viicudun toplam antioksidan kapasitesini bozma
yetenekleri nedeniyle toksiktir (Abdollahi vd., 2004).

Oksidatif stres en basit sekliyle hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden
olabilen serbest radikallerin iiretimi ile viicudun antioksidan savunmasi arasindaki
dengesizlik olarak tanimlanabilir ve bu dengesizlik oksidatif strese neden oldugu gibi

kronik hasara da yol agabilir (Abdollahi vd., 2004; Shinde vd., 2012).

Serbest radikalleri siiptirerek lipid peroksitlerin olusumunu onleyen bir dizi antioksidan
sistemi vardir. Bu sistem enzimatik ve enzimatik olmayan diye iki ana gruba ayrilir. SOD,
CAT, GPx, GSH enzimatik antioksidanlar iken, vitamin C, vitamin E, karotenoidler,
flavonoidler polifenoller ve digerleri) enzimatik olmayan antioksidanlardandir
(Brzeziﬁska-Slebodziﬁska vd., 1995; Tsuchihashi vd., 1995; Huang vd., 2002;
Salekzamani vd., 2019). Ek olarak antioksidan bakimindan yiiksek olan meyve ve sebze
acisindan zengin bir diyet tiiketmek de lipid peroksidasyonunu onlemeye yardimei
olabilir. Sonug olarak antioksidanlar ROS’u nétralize edebilen, bu tiirlerin neden oldugu
hasar1 Onleyen veya azaltan molekiillerdir (Gupta vd., 2014). Viicut GSH gibi kendi
antioksidanlarini tiretir; ancak bu antioksidanlar asirt ROS iiretimi karsisinda yetersiz
kalabilir (Halliwell vd., 1997). Bu durumda da ROS’un neden oldugu hasari detoksifiye
etme veya onarma yetenegi arasinda bir dengesizlik ile tamamen fizyolojik bir durum
olan oksidatif stres ortaya ¢ikar (Bhattacharya, 2015). Antioksidanlar agisindan zengin
bir diyetin tiikketilmesi viicudu hasardan korumaya ve saglikli bir yasam tarz: siirdiirmek

icin 6nemlidir.
2.6. Botanik Bilgiler

2.6.1. Asteraceae Familyasi

Asteraceae familyasi, simdiye kadar tanimlanmig 1600°den fazla cins ve 23.000°den fazla
tiir ile diinyanin en biiyiik ¢igekli bitki ailelerinden biridir (Gao vd., 2010). Familyanin
marul, hindiba, enginar, papatya ve karahindiba gibi taninmis ve 6nemli cinsleri vardir
(Rolnik ve Olas, 2021). Tiirkiye Florasinda toplam 1345 tiir ve 136 cins ile temsil
edilmekte olup hem tiir hem de cins bakimindan floranin en zengin familyasidir (Abak ve
Akan, 2013). Asteraceae familyasi, yeryiiziiniin hemen hemen her yerinde yayilis

gosterir. Ozellikle Amerika’nin giiney batis1 ve Meksika, Brezilya'nin giineyi, And
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Daglar1 boyunca, Akdeniz bolgesi, Glineybati, Orta Asya, Giiney Afrika ve Avustralya’da
yogun olarak bulunmaktadir (Abak ve Akan, 2013)

Genis cesitliliklerine ragmen, bu familyanin ¢ogu iiyesi benzer kimyasal bilesime
sahiptir. Ornegin tiim tiirleri gii¢lii prebiyotik 6zelliklere sahip bir polisakkarit olan
iniilinin iyi birer kaynagidir. Ek olarak bu familyada yer alana bitkilerin biiyiik bir kism1
giiclii antioksidan, anti-enflamatuvar, antimikrobiyal, idrar soktiiriicti ve yara iyilestirici
ozellik gosterir (Rolnik ve Olas, 2021).

Cynara scolymus L., Akdeniz, Kuzey Afrika, Giiney Avrupa ve Brezilya dahil olmak
lizere yaygin olarak yetistirilen iilkemizde halk arasinda enginar olarak bilinen yerli bir
bitkidir. Subtropikal iklim bolgelerine has orijini gézetilmeksizin besleyici yararlari ve
tibbi 6zellikleri nedeniyle diinya ¢apinda yetistirilmektedir (Oliveira vd., 2014). Enginar
bitkisinin sistematikteki yeri asagida Cizelge 2.5’de goriilmektedir.

Cizelge 2. 5: Enginar (Cynara scolymus L.) sistematigi

Alem Plantae

Bo6lim Spermatophyta
Altbolim  Angiospermae
Siif Dicotyledonae
Alt simif Sympetale

Takim Asterales

Familya Asteraceae

Cins Cynara L.

Tiir Cynara scolymus L.

Resim 2. 1:Kiire enginarin (Cynara scolymus L.)
dogadaki goriintisii (Int. Kay. 5)

C. scolymus, Akdeniz bélgesinden bir devedikeni tiiriidiir (Resim 2.1). Biiyiik dikenli
yapraklar1 ve 1,5m’ye kadar uzayan bir gdvdesi vardir. Yapraklar1 tibbi amach olup, 30-
35 cm boyunda, sap kismi tam olugsmadan toplanmalidir. Yilda 4-5 kere hasat alinabilir
(Vamanu vd., 2011). Antik caglardan beri tip, gida, yem ve diger endiistrilerde
kullanilmaktadir (Biel vd., 2020). Giiniimiizde Ingiliz ve Avrupa Farmakopesine, ingiliz

Bitki Farmakopesine ve Alman Komisyonu E Monograflarinin tamamina dahil edilmistir
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(Nasser, 2012). Enginarin da i¢inde oldugu Cynara cinsi iginde birka¢ yabani tiir daha
bulunur. Cynara cardunculus L. Akdeniz’in kiyilarinda daha yaygindir (Resim 2.2).

Resim 2. 2: Yabani enginarin (Cynara cardunculus L.) dogadaki goriiniisii (Int. Kay. 6)

Yapraklari en yiiksek besin ve biyoaktif madde konsantrasyonlarini igerir (Luca vd.,
2022). Diisiik kalorili ve yiiksek lifli olmasinin yanisira vitamin C, vitamin K, folat,
magnezyum ve potasyum dahil olmak iizere iyi bir vitamin ve mineral kaynagidir.
Enginarin antioksidan, anti-enflamatuvar ve kolesterol diisiiriicii 6zelliklere sahip olmasi

nedeniyle enginar lizerine yapilan ¢ok ¢aligsma vardir.

Enginar yapraklarinin koleretik, hipokolesterolemik ve hepatoprotektif aktivitesi aci
fenolik bilesiklerinin bilesimi ve yiiksek icerigi ile karakterize edilir (Nasser, 2012).
Enginar yapraklarinin, safra salgisini, idrar ¢ikigint artirdig i¢in kolesterolii ve kan
glukozunu diizenleyerek KC ve bobrek rahatsizliklarina karsi etkili oldugu
diistiniilmektedir (Vamanu vd., 2011).

2.6.2. Enginar Bitkisinin Bazi Biyolojik Etkileri

Sinarin 1,3-O-dikafeoilkinik asit, enginarda yiiksek oranda bulunan bir bilesiktir (Nasser,
2012). Bu bilesik hepatoprotektif 6zelligi ile bilinir (Adzet vd., 1987). Ayrica kolesterol
diisiiriici etkisi de vardir. Enginarda giiclii antioksidan ozelliklere sahip bilesikler
flavonoitlerdir (Sekil 2.4). Flavonoitler, hiicresel hasara neden olan serbest radikalleri

notralize etmeye yardimci olur. Enginardaki flavonoitlerin kan basincini diistirerek ve kan
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dolasimini iyilestirerek kardiyovaskiiler problemleri iyilestirdigi gosterilmistir (Luca vd.,

“E i

a)Klorojenik asit

2022).

OH

/ aH

b)Sinarin
aH
HE o
oH
c)Luteolin
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HG

oH

d) Apigenin

Sekil 2. 4: Enginardaki bazi fenolik bilesiklerinin yapilar1 (Salem vd., 2015)

Antioksidatif Etkileri

Enginarin en 6nemli faydalarindan biri, viicuttaki oksidatif hasar1 dnlemeye yardimci
olabilecek yiiksek antioksidan icerigidir (Sharma vd., 2021). [n vitro antioksidan aktivite
deneyleri, enginar da dahil olmak {izere cesitli gidalarin ve bitki 6zlerinin antioksidan

potansiyelini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Pietta vd., 1998).

Enginar ekstraktlarinin ve fraksiyonlarinin toplam fenolik igerigini ve antioksidan
kapasitesini belirlemek i¢in Folin-Ciocalteu ayiraci (FCR) ile toplam fenolik, demir (I11)
iyonu indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) ve Cu (II) iyonu indirgeyici antioksidan
kapasite (CUPRAC) tayini yontemleri dahil olmak {izere gesitli in vitro testler
kullanilmistir (Kayahan ve Saloglu, 2021). Bu analizler, bitkilerin potansiyel saglik
yararlar1 ve kronik hastaliklar1 dnlemedeki rolii hakkinda degerli bilgiler saglayabilir

(Fratianni vd., 2014).

Yapilan bir ¢alisma, enginar 6zlerinin hem DPPH (2,2-Difenil-1-pikril hidrazil) radikali
stiptirme aktivitesi tayini hem de FRAP testlerinde Onemli antioksidan aktivite
sergiledigini, bunun da serbest radikalleri temizleme ve viicuttaki oksidatif stresi azaltma

potansiyellerini gosterdigini bildirmektedir (Jimenez-Moreno vd., 2019).
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Enginarin antioksidan aktivitesi, klorojenik asit, sinarin ve luteolin dahil olmak iizere
yiiksek fenolik bilesik igerigine baglanir. Bu bilesikler, hiicre ve dokulardaki oksidatif
hasar1 onleyerek serbest radikal temizleyiciler ve metal iyon selatorleri olarak islev

gormektedir (Lattanzio vd., 2009; Jimenez-Moreno vd., 2019).

Enginarin antioksidan aktivitesi, SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin tiretimini
artirma kabiliyetine baglanmistir (Salekzamani vd., 2019). Ayrica enginarin askorbik asit
ve tokoferoller gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin seviyelerini artirdigi
gosterilmistir (Vamanu vd., 2011; Ruiz-Cano vd., 2014). Enginar yapraklarinin
antioksidan etkileri, kanser (Abdel-Moneim vd., 2021), kardiyovaskiiler hastaliklar (Ben
Salem vd., 2022) ve norodejeneratif bozukluklar (Cicek vd., 2022) dahil olmak iizere
kronik hastalik eklenecek riskini azaltmak gibi ¢ok sayida saglik yarariyla
iliskilendirilmistir (Mileo vd., 2015; Ardalani vd., 2020; Wauquier vd., 2021). Enginarin
ayrica kronik hastaliklarin gelisiminde kilit faktorler olan oksidatif stresi ve
enflamasyonu azalttigi gosterilmistir (Majeed vd., 2015). Antioksidan etki agisindan
zengin bir sebze olan enginarin sagligi gelistirme ve kronik hastaliklart 6nleme
konusundaki potansiyelini tam olarak kesfetmek i¢cin daha fazla arastirmaya ihtiyac

vardir.

Anti-enflamatuvar Etkileri

Enginar, anti-enflamatuvar 6zelliklere sahip oldugu gosterilen flavonoitler, fenolik asitler
ve seksiterpen laktonlar dahil olmak tizere birgok biyoaktif bilesik igerir (Rouphael vd.,
2016).

Flavonoitler, bir¢ok bitkisel gidada bulunan bir grup polifenoliktir. Anti-enflamatuvar
ozelliklere sahip olduklar1 gosterilmistir ve kronik hastaliklarin 6nlenmesinde rol
oynamaktadir (Mohamed vd., 2013). Enginar, luteolin ve apigenin dahil olmak iizere
flavonoitler agisindan zengindir (Schiitz vd., 2004; Azzini vd., 2007). Bu bilesiklerin,
TNF-a, IL-6 ve IL-1p gibi proenflamatuvar sitokilerin {iretimini inhibe ettigi
gosterilmistir (Ruiz ve Haller, 2006; Rezai-Zadeh vd., 2008).

Fenolik asitler, enginarda bulunan oksidatif stresi azaltarak anti-enflamatuvar 6zellik

gosteren baska bir bilesik grubudur. Enginar ayrica giiclii anti-enflamatuvar etkilere sahip
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oldugu gosterilen klorojenik asit agisindan 6zellikle zengindir (Mileo vd., 2015; Rolnik
ve Olas, 2021).

Seskiterpen laktonlar, enginar dahil olmak {izere bir¢ok bitkide bulunan bir bilesik
grubudur (Rong vd., 2009; Matsumoto vd., 2021). Anti-enflamatuvar 6zellikler de dahil
olmak tizere cok ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip olduklar1 gosterilmistir. Enginar,
sinaropikrin ve grosheimin dahil birkag seskiterpen lakton igerir. Bu bilesiklerin,
proenflamatuvar sitokinlerin {iretimini engelledigi ve enflamatuvar medyatorlerin
tiretiminde yer alan bir enzim olan siklooksijenaz-2 (COX-2)’nin aktivitesini azalttig1

belirtilmektedir (Matsumoto vd., 2021).

Sonug olarak, enginarin biitiin bu biyoaktif bilesikler sayesinde enflamatuvar durumlarin

tedavisi i¢in umut verici bir terapotik ajan haline geldigi ifade edilebilir.

Antikanserojenik Etkileri

Enginar antikanserojenik 6zelliklere sahip oldugu gosterilen kafeik asit, klorojenik asit,
luteolin, apigenin ve silimarin igerir (lonescu vd., 2014; Al-Radadi, 2018). Bitkinin
meme, KC ve prostat hiicreleri dahil olmak iizere ¢esitli kanser hiicrelerinin biiylimesini
engelledigi bulunmustur (Miccadei vd., 2008; Erdogan vd., 2019; Khedr vd., 2022).
Enginarin  antikanser etkileri, hiicre dongiisiinii durmasini tetikleme, hiicre
proliferasyonunu inhibe etme ve kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleme yetenegine
atfedilir (Seelinger vd., 2008; Erdogan vd., 2019). Bu bilesiklerden fenolik igerige sahip
olanlarn ayrica antioksidan, anti-enflamatuvar ve antiproliferatif etkileri de vardir
(Trouillas vd., 2003; Noriega-Rodriguez vd., 2020).

Sonug olarak, enginar onu yeni antikanser ilaglarin gelistirilmesi i¢in potansiyel aday

yapan antikanser 6zelliklere sahiptir.

Hepatoprotektif ve Koleretik Etkileri

Enginarin KC’i ¢esitli kaynaklarin neden oldugu hasarlardan korumaya yardimeci
olabilecegini gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Enginar yaprag: ekstresinin KC hiicrelerini
oksidatif stresin neden oldugu hasarlardan koruyabildigi belirlenmistir (EI Morsy ve
Kamel, 2015). Ek olarak, enginar ekstresinin alkole bagli olmayan yagli KC hastalig1
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riskini azaltmaya yardimci olabilecek kolesterol diisiiriicii bir etkiye sahip oldugu

gosterilmistir (Deng vd., 2022).

Enginarin 6nemli bir koleretik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu, bitkide safra
iretimini ve salgilanmasin1 uyaran sinarin gibi bazi bilesiklerin varligindan
kaynaklanmaktadir (Lattanzio vd., 2009). Calismalar, enginar ekstresi kullaniminin
KC’de safra hacminde ve akisinda artisa yol actifini gostermistir. Boylece besinlerin
sindirimi ve emilimi i¢in onemli olan safranin iiretimini ve salgilanmasini uyarmasi
sebebiyle enginar, KC sagligin1 destekleme yetenegi agisindan umut verici bir bitkidir

(Salem vd., 2015).

Antiateroskloretik Etkileri

Son yillarda yapilan caligmalar bu bitkinin anti-aterosklerotik etkileri oldugunu
gostermistir. Ik olarak, kandaki kolesterol seviyelerini diisiirdiigii gosterilmistir. Bu
onemlidir, ¢linkii yiiksek kolesterol seviyeleri arterlerde plak olusumuna neden olabilir.
Ikincisi, enginarin antioksidan ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Bu, viicudu,
hiicrelere zarar verebilen ve ateroskleroz gibi hastaliklarin gelisiminden koruyabilecegi
anlamina gelir (Li vd., 2004). Son olarak, enginarin anti-enflamatuvar 6zelliklere sahip
oldugu gosterilmistir. Enflamasyon, ateroskleroz gelisiminde 6nemli bir faktordiir, bu
nedenle enflamasyonu azaltmak hastaligi 6nlemenin ve tedavi etmenin etkili bir yolu
olabilir (Mocelin vd., 2016).

2.7. Amacg

Bu tez calismasinda ratlarda akut CP toksikasyonunun yol actifi hepatotoksisitenin
azaltilmasinda enginar yapraklarindan hazirlanan n-hekzan, etil asetat (EtOAc) ve
metanol (MeOH) ekstrelerinin koruyucu etkinliginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
baglamda plazma rutin biyokimyasal parametreleri (AST, ALT, ALP, total protein (TP),
total bilirubin (TB), plazma ve karaciger dokusu oksidan-antioksidan (MDA, GSH, GPx,
SOD) parametreleri ve sitokin (IL-1B, IL-10, TNF-a) seviyeleri ile karaciger dokusu
histopatolojik incelemeleri yapilmistir. Ayni zamanda ti¢ ekstrenin toplam fenolik madde
miktarlari, DPPH radikali siipiiriicii aktiviteleri, siiperoksit radikali siipiiriicii aktiviteleri

ve metal baglama aktiviteleri in vitro deneylerle belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Cynara scolymus yapraklar1 Ankara ili, Cankaya il¢esindeki bir semt pazarindan 2021 yili
Aralik aymnda temin edilmistir. Bitki 6rnegi Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Esra Akkol tarafindan tasdik

edilmistir.

3.1.2. Deney Hayvam

Calisma Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden (DHUAM) temin edilen genel muayenesi yapilmis 8-12 haftalik 250-300 g
canli agirliga sahip 30 adet Sprague Dawley disi saglikli rat kullanilmistir. Ratlar
DHUAM’da 12 saat 1s1k/karanlik siklusunda ve uygun 1s1 ve nem ortaminda bakilmistir.
Ratlara 10 giin boyunca standart beslenme yapilmig ve igtikleri su serbest birakilmistir (ad
libitum).

3.1.3. Analizlerde Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Cizelge 3. 1: Fitokimyasal analizler i¢in yararlanilan solvanlar

Kimyasal Adi Firma Katalog No
n-Hekzan Merck 203-777-6
Etil asetat Merck 205-500-4
Metanol Merck 200-659-6

34



3.1.4. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Cizelge 3. 2: Analizler i¢in kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1

Distile Su Cihaz1
Hassas Terazi

Etiv

Mekanik Karistirici
Calkalayict
Rotavapor

Vakum Pompast
Endiiktif Eslesmis
Kiitle Spektrometresi (ICP-MS)
Mikrodalga Firmn

Plazma-

Likit Kromatografi
Kiitle Spektrometresi

Iyon Kaynag1

Derin Dondurucu (-20°C)
Vorteks
Santrifiij

Hassas Terazi

Homojenizator

Ultrasonik homojenizator

Isik Mikroskop
Dijital Mikroskop Kamera

Marka/Model

GFL 2012

Radwag AS 220.R2
Heraeus

IKA Labor technik Rw20
Heidolph Promax 2020
Biichi /R-200

Heidolph

Perkin EImer/ NEXlon 300

CEM Mars
Agilent 1260
Agilent 6550 iFunnel Q-TOF

Agilent Jet Stream
Elektrosprey
Siemens

VELP Scienticica, F202A0171
Ortoalsera, Digicen21 R
OHAUS
AV264C
IKA-T18 Ultra Turrax
Bandelin Sonopuls, 20 kHz

Adventurer  Pro,

power
Olympus Bx51
Olympus DP20
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Cizelge 3. 3: Yapilan analizler igin kullanilan kimyasal maddeler ve kitler

Kimyasal Adi Firma Katalog No
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich 200-664-3
2,2-Difenil-1-pikril hidrazil Sigma-Aldrich 217-591-8
(DPPH)
Folin  Ciocalteu  Fenol Supelco 1009001
Reaktifi (FCR)
Gallik asit Merck 205-749-9
Nikotinamid adenine Sigma Aldrich 210-123-3
diniikleotid (NaDH)
Fenazin metasiilfat (PMS) Sigma- Aldrich 206-072-1
Nitro Mavi tetrazolyum Sigma- Aldrich 206-067-4
Kloriir (NBT)
EDTA (Etilendiamin Merck 200-449-4
tetraasetik asit)
FeCl2.4H,O  (Demir  (II) Sigma- Aldrich 231-843-4
kloriir)
Na,COs (Sodyum karbonat)  Sigma- Aldrich 207-838-8
NasPO4 (Sodyum fosfat) Sigma- Aldrich 231-509-8
Endoxan Preparati Eczacibasi Baxter Oncology GmbH
NaCl Sigma-Aldrich S7653
SOD ELISA kit Bioassay Technology E0168Ra
GSH ELISA kit Bioassay Technology EAO113Ra
GPx ELISA kit Bioassay Technology E1172Ra
MDA ELISA kit Bioassay Technology E0156Ra
TNF-o ELISA kit Bioassay Technology E0764Ra
IL-1B ELISA kit Bioassay Technology E0119Ra
IL-10 ELISA kit Bioassay Technology E0108Ra
3.2.  Metot

3.2.1. n-Hekzan Ekstresinin Hazirlanmasi

Fitokimyasal calismalar ve in vivo calismalarin yiiriitiilebilmesi amaciyla C. scolymus

bitkisinin yapraklari agamali olarak ekstraksiyona tabi tutulmustur. Yapraklar (500g) oda
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sicakliginda kurutulmus (Resim 3.1) ve toz edildikten sonra 3 L n-hekzan ile oda 1sisinda
mekanik karistirict ile farkli glinlerde karigtirilarak 4 kez ekstraksiyona tabi tutulmustur. n-
Hekzanli fazlar birlestirilerek vakum altinda 40°C’lik su banyosunda rotavaporda
yogunlastirilmistir (Resim 3.2). Elde edilen n-hekzan ekstresi kurutularak tartilmis ve verim

hesaplanmistir [Verim: %0,73 a/a].

=

% -

Resim 3. 1: Cynara scolymus yapraklarinin oda sicakliginda kurutulmasi islemi

3.2.2. EtOAc Ekstresinin Hazirlanmasi

n-Hekzan ile ekstraksiyon sonrasi kalan bakiye 3 L EtOAc ile oda isisinda mekanik
karistirici ile karistirllarak 4 kere ekstraksiyona tabi tutulmustur. EtOAc’li fazlar
birlestirilerek vakum altinda 40°C sicaklikta rotavaporda EtOAc buharlastirilmistir. Elde
edilen EtOAc ekstresi kurutularak tartilmistir [Verim: %0.88 a/a].

3.2.3. MeOH Ekstresinin Hazirlanmasi

EtOAc ile ekstraksiyon sonrasi kalan bakiye 3 L MeOH ¢oziiciisii ile oda 1s1sinda mekanik
karistirict ile arkli glinlerde karistirilarak 4 kere ekstraksiyona tabi tutulmustur. Metanolli
fazlar birlestirilerek vakum altinda 40°C sicaklikta rotavaporda MeOH buharlastiriimastir.
Elde edilen MeOH ekstresi kurutularak tartilmistir [Verim: %9.60 a/a].
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Resim 3. 2: Rotavaporda ekstre solventinin buharlastirilmasi islemi

3.2.4. Toplam Fenolik Madde Tayini

Enginar yapragi ekstraktlarinin toplam fenolik maddeleri, tarafindan agiklanan prosediire
gore FC fenol reaktifi kullanilarak 6l¢iilmiistiir (Singleton ve Rossi, 1965). Yontem fenolik
bilesiklerin indirgeyici molekiiller olarak hareket ettigi FCR ile mavi renkli bir kompleks
olusturmak tiizere girdigi redoks reaksiyonu prensibine dayanir. Mavi rengin yogunlugu

numunedeki fenolik bilesiklerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Calismada standart madde olarak Gallik asit kullanilmistir. Spesifik olarak, her bir ekstre
¢ozeltisinin 0,5 mL’si, 0,5 mL FCR ile karigtiritlmis ve 3 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Daha sonra %2 Na>COz ilave edilerek karisim oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir.
Inkiibasyondan sonra, reaksiyon karisiminin absorbansi, distile suya (kor) karst 760 nm'de

Olciilmiistiir. Tiim deneyler ti¢ tekrarli yapilmustir.
Sonuglar, hazirlanan standart bir gallik asit grafiginden (0-1000 mg/L) hesaplanmis olup
sonuglar mg gallik asit esdegeri (GAE)/g ekstre olarak ifade edilmistir.

3.2.5. DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

Enginar yaprag: ekstraktlarmin kararli bir serbest radikal olan DPPH siipiiriicii aktivitesi
Blois (1958) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu metoda gore koyu mor renge sahip olan
DPPH radikali ekstraktlardaki antioksidanlar tarafindan stipiiriildigiinde, reaksiyon
¢ozeltisinin rengi mor renkten sariya donmektedir. Buna gére 0,1mM konstantrasyona sahip
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DPPH’in 2 mL’si 0,5 mL enginar yaprag: ekstrakti ¢ozeltisine eklenmistir. Her karisim 30
dakika boyunca karanlikta bekletilmi ve 517 nm’de etanole kars1 6l¢iilmiistiir. Tiim deneyler

ti¢ tekrarla ¢alisilmis olup askorbik asit standard1 pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

. e e e .. Kor Absorb —Ornek Absorb
% DPPH radikal siipiiriicii aktivite = ———— T2 225078 %100

Kor Absorbansi

3.2.6. Siiperoksit Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

Enginar yapragi ekstrelerinin siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi yonteminde
NADH/PMS/O2 kompleksi ile olusturulan siiperoksit radikali NBTyi sar1 renkten mavi-mor
renkli formazon tiirevine indirger. Diisiik absorbans degerleri bilesiklerin siiperoksit radikali

slipiirme aktivitesinin oldugunu gosterir (Nishikimi vd., 1972).

20 mM ve 7,4 pH’a sahip NasPO4 tamponunda ¢oziinmiis 156 uM NBT ¢ozeltisinin 0,5
mL’si ve ayni konsantrasyondaki tampon ¢ozeltide ¢ozlinmiis 468 uM NADH ¢o6zeltisinin
0,5 mL’sine enginar yapraginin n-hekzan, EtOAc ve MeOH ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlarindan (100-250-500-1000 pg/mL) 0,5 mL eklenmistir. Bu karisimlara 50
uL, 60 uM PMS c¢ozeltisi ilave edildikten sonra elde edilen yeni ¢ozeltiler oda sartlarinda 5
dakika bekletilmistir. Orneklerin absorbansi 560 nm’de Sl¢iilmiistiir. Kontrol ¢dzeltisi olarak
0,5 mL distile su kullanilmistir. Siiperoksit radikali siipiiriicli aktivitesi % olarak asagida
verilen esitlik ile hesaplanmistir.
Kontrol Absorbasi—Ornek Absorbanst

% Stiperoksit Radikali Stipiirticii Aktivite= x100

Kontrol Absorbanst

3.2.7. Metal Baglama Aktivite Tayini

Enginar yapraklarinin n-hekzan, EtOAc ve MeOH ekstrelerinin metal baglama aktivitesi
Carter (1971) ve Dinis vd. (1994) metodu kullanilarak belirlenmistir. Yontem giiglii demir
baglayicist olan ferrozin reaktifi ile ortamdaki demiri baglayan bilesiklerin rekabetine
dayanmaktadir. Metal baglama giicii yiiksekse kirmizi renkli Fe*2 /ferrrozin kompleksinin

olusumu engellenmektedir.

100-250-500-1000 pg/mL konsantrasyonda hazirlanmis enginar yapraklarinin MeOH,
EtOAcC ve n-hekzan ekstresinin 1 ml’sine 3,7 mL distile su ve 100 pL 2mM FeClz ¢ozeltisi
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eklenmistir. Oda kosullarinda inkiibasyon i¢in 30 dakika beklendikten sonra 100 pL. SmM
ferrozin ¢ozeltisi eklendikten sonra vortekslenmistir. Karigimlarin absorbanst 10 dakika
beklendikten sonra 562 nm’de &lciilmiistiir. Orneklere kars: kor olarak 0,5 mL distile su

kullanilmistir. Standart olarak 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda EDTA kullanilmistir.

Ferrozin-Fe*? kompleksinin inhibisyon yiizdesi;

Metal Baglama Aktivitesi (uM Fe) =1 — Ornek Absorbansi—Kor Absorbansi_ 16 formiilii

Standart Absorbansi—Kor Absorbanst

ile hesaplanmistir.
3.2.8. Fitokimyasal icerigin Belirlenmesi

C. scolymus yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin fenolik igeriklerinin belirlenmesi
amactyla otomatik ornekleyici, pompa, kolon firin1 ve bir UV dedektoriine sahip YBSK
sistemi (Agilent 1260 serisi), ¢ift sprey Agilent Jet Stream Elektosprey iyonizasyon
kaynagina sahip bir iFunnel Quadrupole Time-of-Flight LC-MS sistemi (Agilent 6550) ile
birlestirilmistir. Bilesiklerin belirlenmesi ve tanimlanmasi i¢in Metlin Metabolit, PubChem,
FooDB gibi veri bankalar1 ve literatiir veri kiitiiphaneleri ile karsilastirmasi i¢in Agilent
Mass Hunter B.06.00 yazilimina bagvurulmustur. Elde edilen ana iyon degeri ile Ortiisen
madde olasiliklar1 da par¢alanma iyonlari ile degerlendirilerek tanimlama, Cizelge 3.4° de

yer alan sistem parametreleri ile calisiimak suretiyle yapilmistir.

Cizelge 3. 4: LC-QTOF-MS sistem parametreleri

Kolon Agilent TC-C18(2) (4.6 mm x 150 mm x 5 pm)
Kolon Firint Sicakligi 30°C
Enjeksiyon Hacmi 10 uL
Analiz siiresi 30 dk
Mobil Faz A 10 mM Amonyum asetat (suda)
Mobil Faz B Metanol
Akis Hizi 0.65 mL/dk
0 dk- 10% B
2 dk- 10% B
Gradient program 6 dk- 30% B

14 dk- 70% B
16 dk- 90% B
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Cizelge 3.4. LC-QTOF-MS sistem parametreleri (Devam)
24 dk- 90% B
24.1 dk- 10% B
30 dk- 10% B

Iyonlastirma modu Negatif
Kurutma gazi sicakligi 200 °C
Kurutma gazi N akis hizi 14 L/dak
Nebulizer 40 psi
Sheath gaz sicakligi 375°C
Sheat gaz N2 akis hiz1 12 L/dk
Kapiler voltaj 2000 V
Nozzle voltaj 2000 V
Kiitle okuma araligt 50-1700 amu
Referans iyonlar 966.000725

3.2.9. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Deney protokolii

Aragtirma, T.C Afyon Kocatepe Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 15.02.2021 tarihli ve 49533702/15 sayih AKUHADYEK 11-21 referans

numarasti ile onaylanmistir.

Caligma genel muayenesi yapilmis 8-12 haftalik 250-300 g canli agirliga sahip toplam 30
adet disi Wistar Albino rati iizerinde gerceklestirilmistir. Ratlarin bakim ve beslemesi,
calisma siiresince 21+2°C oda sicakligi, %55-60 nem ve 12:12 saatlik aydinlik-karanlik
siklusunda yapilmistir. Ratlarin ad libitum bir sekilde standart pelet yem ve su tiiketmeleri

saglanmis ve herhangi bir katki ilavesi yapilmamustir.

Calisma her bir grupta rastgele olacak sekilde 6 adet ratin bulundugu biri kontrol grubu
olmak iizere toplam 5 grup ile ayrt kafeslerde Cizelge 3.5°te belirtildigi sekilde

yiirtitilmistiir.

Calisma her gruba sabah saatlerinde gastrik gavaj ile oral yoldan; %10’luk Dimetilstilfoksit
(DMSO) verilen kontrol grubu, DMSO’da ¢6ziinmiis EtOAc ekstresi verilen grup,
DMSO’da ¢oziinmiis MeOH ekstresi verilen grup, DMSO’da ¢6ziinmiis n-hekzan ekstresi
verilen grup olmak iizere 4 grup ve 7. giin tek doz CP i.p. yoldan verilen grup ile beraber 5

grupta 10 glin boyunca ylriitilmiistiir. CP kaynagi olarak Endoxan (1 g damar igi
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infiizyonluk ¢6zelti tozu iceren flakon, Eczacibasi, Tiirkiye) kullanilmistir. CP, preparatta

bulunan ¢6ziicii ampuldeki izotonik sodyum kloriirde ¢ozdiirtilmiistiir.

Cizelge 3. 5: Deney gruplar1 ve uygulanan iglemler

Kontrol grubu

10 giin

n=6

Gastrik gavaj ile
oral yoldan sadece
DMSO diger
gruplarla esit

hacimde verildi.

CP grubu
10 giin

n=6

Gastrik gavaj ile
oral yoldan DMSO
ve

7. glin tek doz i.p.
2000 mg CP/kg
canli agirliga (CA)

n-Hekzan+CP
grubu
10 giin

n=6

Gastrik gavaj ile
oral
DMSO’da

yoldan

¢Oziinmiis n-
hekzan ekstresi

1g/kg CA ve 7. giin

EtOACc+CP grubu

10 giin

n=6

Gastrik gavaj ile
oral yoldan
DMSO’da
¢Oziinmiis EtOAC

ekstresi 1g/kg CA
ve 7. giin tek doz

MeOH+CP
grubu
10 giin

n=6

Gastrik gavaj ile
oral
DMSO’da

yoldan

¢Oziinmiis MeOH
ekstresi 1g/kg CA
ve 7. giin tek doz

uygulandi tek doz i.p.200mg i.p 200 mg CP/kg i.p. 200 mg CP/kg
CP/kg CA CA uyguland:. CA uygulandi.
uygulandi.

On giinliik uygulama siiresi sonunda 12 saat oncesinden ag birakilan ratlar 11. giin izofluran

anestezisi altinda sakrifiye edilmistir.

3.2.10. Plazma ve Doku Homojenizat Eldesi

Calismanin 11. giinlinde tiim hayvanlardan plazma ic¢in heparinli tiiplere kan Grnekleri
alinmigtir. Ornekler 3000 rpm'de 10 dakika 4°C'de santrifiijlenerek iistteki plazma kismi
ayrilmistir. Elde edilen plazmalar biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -20°C'de

saklanmustir.

Uygun sekilde alinan KC dokularinin biyokimyasal analiz yapilacak olan kismi ayrilip buz
soguklugundaki izotonik sodyum kloriirde [1:10 (w/v)] once mekanik (IKA-T18 Ultra
Turrax) ve sonra ultrasonik (Bandelin Sonopuls; 20 kHz gii¢c) homojenizatérde homojenize
edilmistir. Bu islemden sonra 5000 rpm'de 15 dakika 4°C'de santrifiijlenerek iist kisimdaki
stipernatant ayrilmistir. Elde edilen homojenizatlar biyokimyasal analizleri yapilincaya
kadar -20°C'de saklanmustir.
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3.2.11. Biyokimyasal Analizler

Plazmada AST, ALT, ALP, TP, TB diizeyleri Abbott kitleri kullanilarak Abbott Architect
¢8000 cihazinda Ol¢iilmiistiir. Plazma ve KC homojenizatlarindaki oksidan-antioksidan
parametreler ve sitokin diizeyleri protokoliine uygun olarak ticari ELISA kitler (Bioassay
Technology Laboratory, Cin) kullanilarak absorbanslar1 ELISA okuyucuda (Multiskan FC,
Thermo Fisher Scientific) belirlenmistir. Her bir testin standart kalibrasyon grafigi
olusturulup numune degerleri hesaplanmistir. Buna gore plazmadaki diizeyleri MDA ve
GSH; nmol/ml, GPx ve SOD; ng/ml, TNF-a, IL-1p (interlokin-1-beta) ve IL-10 (interlokin-
10); pg/ml cinsinden verilmistir. KC homojenizatlarinda MDA; nmol/mg yas doku, GSH;
umol/g yas doku, SOD; ng/mg yas doku GPx; ng/mg yas doku, TNF-a; ng/g, yas doku, IL-
1B; pg/g yas doku ve IL-10; pg/g yas doku olarak hesaplanmistir. Analizler Afyon Kocatepe
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya ve Farmakoloji laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.
3.2.12. Histopatolojik inceleme

Deneme siiresi sonunda sakrifiye edilen ratlarin diseksiyonu yapilarak her hayvanin KC
dokusu biyokimyasal analizler ve histopatolojik incelemeler i¢in uygun sekilde alinmistir.
Histopatolojik inceleme i¢in ayrilan dokular %10 formalin ¢dzeltisinde 48 saat boyunca
sabitlenmistir. Ardindan dereceli alkol serileri (%70-100) ile dehidre edilip, ksilen iginde
seffaflastirilmig ve parafine gomilmiistiir. Mikrotomla 5-6 pm kalinliginda parafin kesitleri
alinarak hematoksilen-eozin (H&E) ile boyanmistir. Isik mikroskobu altinda histopatolojik
incelemesi yapilarak goriintiileri kaydedilmistir. Histopatolojik incelemeler Afyon Kocatepe

Universitesi’nde gérevli uzman bir patolog tarafindan yapilmistir.

3.2.13. istatistiki Analiz

Caligmadaki biyokimyasal degerler normallik yoniinden parametrik test varsayimlarindan
Shapiro Wilk ile incelenmistir. Normal dagilima uymadig1 belirlenmistir. Biyokimyasal
verilerin deneme gruplarina gore karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanilmastir.
Gruplar arasindaki farkliligi belirlemek amaciyla ¢oklu karsilastirma testlerinden Dunn’s

testi uygulanmistir. Histopatolojik verilerin analizinde ise tek yonlii varyans analizi
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kullanilmistir. Gruplar arasindaki farkliligi belirlemek amaciyla Duncan testi yapilmustir.

p<0.05 anlamlilik seviyesi se¢ilmistir. Analizler SPSS 22.0 programu ile gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. In vitro Deney Bulgulari

C. scolymus bitkisinin yapraklarindan hazirlanan n-hekzan, EtOAc ve MeOH ekstrelerinin
icerigi Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde (Ankara, Tiirkiye) kromatografik ydntem
olan LC-QTOF-MS ile analiz edilmistir. Fenolik profilin belirlenmesi i¢in toplam fenolik
madde tayini, antioksidan aktivite tayini icin DPPH ile siiperoksit radikalleri siipiiriicii

aktiviteleri ve metal baglama aktivitesi tayinleri spektroskopik olarak gergeklestirilmistir.

41.1. Kromatografik Yontem Bulgulari

Fenolik bilesiklerin analizi Boliim 3.2.8.” de belirtilen kosullarda gerceklestirildi. Cizelge
4.1°’de enginar yapragi ekstrelerinde belirlenen fenolik bilesiklerin karakterizasyonu,
Cizelge 4.2°de enginar yapragi ekstrelerinde tespit edilen fenolik bilesiklerin, Sekil 4.1°de
enginar yapraginin n-hekzan, EtOAC ve MeOH ekstrelerindeki fenolik bilesiklerin LC-
QTOF-MS kromatogramlari sirasiyla (A), (B) ve (C) olarak verilmistir.
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Sekil 4. 1: Enginar yapraklarindan hazirlanan ekstrelerdeki bilesiklerin toplam iyon kromatograma.

(A: n-Hekzan ekstresi; B: EtOACc ekstresi; C: MeOH ekstresi)

Toplam on dort bilesik tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Kromatogramlarda gosterilen

molekiiller sayilariyla (1-14) Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4. 1 :Enginar yapraginda LC-QTOF-MS ile belirlenen fenolik bilesikler, alikonma

zamanlari
Alikonma MS sinyal yogunluklar: (1/1000)

Bilesik zamani n-Hekzan EtOAC MeOH

(k) ekstresi ekstresi ekstresi
Kafeoil hekzosit 3.12 Tespit Edilemedi 4374 33150
Kinik asit 3.39 Tespit Edilemedi 302 8334
Siringik asit O-hekzosit 10.48 Tespit Edilemedi 2773 8990
Kafeoilkinik asit izomer 12.09 Tespit Edilemedi 1473 16813
Pinorezinol 4-O-B-D-glikozit 14.63 Tespit Edilemedi 1380 5344
Dikafeoilkinik asit izomer 1 15.04 96 6656 65170
Luteolin-7-O-glikozit 15.30 21 7602 3299
Dikafeoilkinik asit izomer 2 15.66 Tespit Edilemedi 755 75388
Apigenin-7-O-rutinozit 15.95 Tespit Edilemedi 2267 Tespit Edilemedi
Apigenin 7-glikozit 16.15 Tespit Edilemedi 8318 272
Apigenin 19.02 47 9452 21
Okso oktadekatrienoik asit 21.40 15701 2451 1238
Hidroksi oktadekatrienoik asit 21.80 22687 10005 3227
Hidroksi oktadekadienoik asit 21.95 12266 7440 5471
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Cizelge 4. 2: Enginar yapraginda tespit edilen bilesiklerin LC-QTOF-MS molekiil iyon kiitleleri [M-H] ve alikonma zamanlar1

Pik Bilesik Molekiil [M-H]" deneyset  [M-H]™ hesaplanan Kiitle hatas Alikonma Dogrulama

No formiilii [m/z] [m/z] (ppm) zamam (dK)  potoransiar

1 Kafeoil heksozit CisH1/0s  341.0878 341.0885 181 2.99 (Abu-Reidah vd., 2013)

2 Kinik asit C/HuOs  191.0561 191.0561 0.00 3.32 (Yang vd., 2020)

3 Sirinjik asit O-hekzosit CisH19010  359.0984 350.0968 4.46 10.55 (Abu-Reidah vd., 2013)

4 Kafeoilkinik asit izomer C1H1709  353.0878 353.0876 0.57 12.09 (Abu-Reidah vd., 2013)

5 Pinorezinol 4-O-B-D-glikozit CosHazOn  519.1872 519.1864 1.87 14.57 (Abu-Reidah vd., 2013)

6 Dikafeoilkinik asit izomer 1~ C2sH23012  515.1195 515.1172 4.46 14.97 (Luca vd., 2022)

7 Luteolin-7-O-glikozit CoH1011  447.0933 447.0922 2.86 15.39 \(/'3?“2'526(;?3" vd., 2013; Yang
8 Dikafeoilkinik asit izomer 2 CosHzsO12  515.1195 515.1167 5.62 15.66 (Abu-Reidah vd., 2013)

9 Apigenin-7-O-rutinozit Co1H29014  577.1563 577.1553 1.99 15.95 (Yang vd., 2020)

10 Apigenin 7-glikozit CnH19010  431.0984 431.098 0.93 16.15 (Abu-Reidah vd., 2013)

11 Apigenin CisHoOs  269.0455 269.0454 0.78 18.94 \(2?“2'526(;;’3“ vd., 2013; Yang
12 Okso oktadekatrienoik asit CigH2703  291.1966 291.1966 0.00 214 (Luca vd., 2022)

13 aHSii‘:mkSi oktadekatrienoik ¢ 11005 2032122 293.2119 1.02 218 (Luca vd., 2022)

14 Hidroksi oktadekadienoik ¢ 6, 295,279 295.2277 0.52 21.95 (Luca vd., 2022)

asit
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n-Hekzan ekstraktinda dikafeoil kinik asit izomer 1, luteolin-7-O glikozit, apigenin, okso
oktadekatrienoik asit, hidroksi oktadekatrienoik asit ve hidroksi oktadekatrienoik asit
tespit edilmistir (Sekil 4.1A). Tablo I'de listelenen 14 bilesigin tiimii, EtOAc ekstraktinda
tespit edilmistir. Sinyal giici dikkate alindiginda, apigenin-7-O-rutinoside sadece bu
ekstrede bulunmustur. Luteolin-7-O-glikozit, apigenin 7-glikozit, apigenin ve o0kso
oktadekatrienoik asit, hidroksi oktadekatrienoik asit, hidroksi oktadekadienoik asit
bilesiklerinin sinyal yogunlugunun EtOAcC ekstraktinda metanol ekstraktina gore daha
yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1B). Metanol ekstraktinda kaffeoil heksozit, kinik
asit, sirinjik asit O-heksozit, kaffeoil kinik asit izomeri, pinorezinol 4-O-B-D-glikozit,
dikaffeoil kinik asit izomerlerinin varhigi diger ekstraktlara gore daha yiiksek
bulunmustur (Sekil 4.1C). Tim bilesikler, LC-QTOF-MS verileri kullanilarak
tanimlanmis ve literatiirde verilen parmak izleriyle karsilastirilmistir (Abu-Reidah vd.,
2013; Yang vd., 2020; Luca vd., 2022)

4.1.2. Spektroskopik Deney Bulgular:

Toplam Fenolik Madde Tayini Bulgulari

Elde edilen n-hekzan, EtOAc ve MeOH ekstrelerinin toplam fenolik madde tayini Blim
3.2.4°de belirtildigi sekilde gergeklestirilmis ve sonuglart Cizelge 4.3’de sunulmustur.
Kalibrasyon grafigi Sekil 4.2°de gosterildigi gibi standart madde gallik asit kullanilarak
(0-1000 mg/L) hazirlanmistir. Elde edilen veriler MeOH ekstresinin toplam fenolik
madde miktarinin EtOAC ve n-hekzan ekstrelerine kiyasla belirgin bir sekilde yiiksek

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 2: Standart Gallik asit kalibrasyon grafigi

Cizelge 4. 3: n-Hekzan, EtOAc ve MeOH ekstrelerinde toplam fenolik madde miktarlari (mg
gallik asit esdegeri/ g kuru madde)

Ekstreler Toplam fenolik madde
(mg GAE/g ekstre)
n-Hekzan 0.167 mg
EtOACc 0,917 mg
MeOH 5,375 mg

DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Bulgular
Enginar yapraginin farkli organik ¢oziiciilerdeki DPPH radikali siipirme aktivitesi
karsilastirmali olarak Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

Cizelge 4. 4: Enginar yapraginin n-hekzan, EtOAc ve MeOH ekstrelerinde belirlenen DPPH
radikali stiptirticti aktivitesi (%) sonuglari

Ekstreler DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite
(%)

n-Hekzan 14,53

EtOAc 44,15

MeOH 87,73
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Tiim ekstrelerin DPPH radikali siipiiriicti aktivitesi karsilastirildiginda MeOH ekstresinin
giiclii antioksidan etkiye sahip oldugunu ve bunu EtOAC ekstresinin takip ettigini

gostermistir.

Siiperoksit Radikali Siipiiriicii Aktivite Bulgular:

C. scolymus bitkisinin yapraklarindan hazirlanan n-hekzan, EtOAc ve MeOH

ekstrelerinin siiperoksit radikali siipliriicii aktivitesi Cizelge 4.5’te sunulmustur.

Cizelge 4. 5: n-Hekzan, EtOAc ve MeOH ekstrelerinin siiperoksit radikali siipiiriicii aktivitesi
(%)

Ekstreler Siiperoksit Radikal Siipiiriicii Aktivitesi
(%)

n-Hekzan 30,22

EtOAC 49,02

MeOH 44,15

Tiim ekstrelerin siiperoksit radikali siipiirme aktivitesi karsilastirildiginda EtOAc

ekstresinin gii¢lii antioksidan etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Metal Baglama Aktivite Bulgular

Enginar bitkisinin yapraklarindan hazirlanan n-hekzan, EtOAc ve MeOH ekstrelerinin

icerigi asagida Cizelge 4.6’ da karsilastirmali olarak sunulmustur.

.Cizelge 4. 6: n-Hekzan, EtOAc ve MeOH ekstrelerinin metal baglama aktivitesi (uM Fe)

Ekstreler Metal Baglama Aktivitesi
(uM Fe)

n-Hekzan 289,32

EtOAC 151,46

MeOH 131,01

Sonuglar n-hekzan ekstresinin diger ekstrrelere oranla belirgin bir sekilde metal baglama

aktivitesine sahip oldugunu gostermistir.
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4.2.  Invivo Deney Bulgular:

4.2.1. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde, kontrol grubuna gére CP grubunda
AST, ALT, ALP ve TP diizeylerinin arttig1 gortilmistiir. CP grubuna gore tiim ekstre
gruplarinda AST, ALT ve ALP diizeyleri istatistiki olarak azalirken TP diizeyi sadece
EtOAc grubunda azalmis ve diger ekstre gruplarinda anlamli bulunmamistir. TB

seviyesindeki degisimler ise tiim deneme gruplarinda 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.7)

Cizelge 4. 7: Gruplara gore ratlarin plazma biyokimyasal parametre diizeyleri (X £ S x)

Parametreler  Kontrol CP grubu n-Hekzan EtOAC MeOH P
grubu grubu grubu grubu

AST (U/l) 38,80+4,21*  82,80+8,82¢ 56,60+4,16° 62,00£14,16° 64,60+9,94°* 0,001
ALT(U/) 13,40£3,21*  28,20+4,09° 16,00+3,812  17,80+5,36*  17,80+3,03 0,05
ALP(U/I) 67,00420,34% 267,20+£52,06° 67,20+£6,14% 80,20+10,432 71,20+20,30* 0,01
T. Protein

(g/dl) 5,52+0,162 6,06+0,64° 5,64+0,2120  528+0,152 5,54+0,352b 0,05
T. Bilirubin
(mg/dL) 0,100+0,017  0,002+0,004 0,008+0,013  0,004+0,009  0,004+0,009 O6nemsiz

abe: Ayni satirda bulunan farklr harfler istatistiki olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir. (p < 0.05)

Bu ¢alismada kontrole gore CP grubunda plazma ve KC dokusu MDA diizeylerinin arttigi
ve GSH, GPx ile SOD diizeylerinin diistiigii (P<0.01) belirlenmistir. Ekstreler agisindan
degerlendirildiginde, CP grubuna goére KC dokusu MDA diizeyi MeOH ve EtOAc
gruplarinda diiserken plazma MDA diizeyi sadece MeOH grubunda istatistiksel (P<0.01)
olarak azalmistir (Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9).
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Cizelge 4. 8: Gruplara gore ratlarin plazma oksidan-antioksidan parametre diizeyleri (X £ S x)

Parametreler  Kontrol CP grubu n-Hekzan EtOAC MeOH P
grubu grubu grubu grubu

MDA 5,21+0,48° 10,47+0,258  8,01+0,56®®  6,83+0,533 6,50+0,44  0.001

(nmol/ml)

GSH 48,54+9,202 28,68+£2,03¢  36,41+2,26*°  41,50+£3,07®  42,48+2,70% 0.001

(nmol/ml)

GPx(ng/ml)  415,88+10,91%  272,70+12,41¢ 320,04+9,94° 362,29+12.57%¢ 384,62+7,78% 0.001

SOD(ng/ml) 16,51+0,892 7,9240,56° 10,58+0,95%  13,534+0,88%°  14,2241,24® 0.001

abe: Ayni satirda bulunan farkli harfler istatistiki olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir. (p < 0.01)

KC dokusu GSH diizeyindeki artiglar CP’ye gore tiim ekstre gruplarinda 6nemsiz olup
plazmada ise MeOH ve EtOAc gruplarinda istatistiki (p<0.01) olarak anlamli artis
bulunmustur. CP grubuna gére KC ve plazma GPx ve SOD diizeyleri sadece MeOH
grubunda istatistiki (p<0.01) olarak artis gostermektedir (Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9).

Cizelge 4. 9: Gruplara gore rat KC dokusu oksidan-antioksidan parametre diizeyleri (X £ S &)

Parametreler  Kontrol CP grubu n-Hekzan EtOAC MeOH P
grubu grubu grubu grubu

MDA 2,77+0,18° 5,73+0,192 3,69+0,08% 3,29+0,14% 3,32+0,07° 0.001

(nmol/mg

yas doku)

GSH 77,74+3,032 50,20+2,62° 58,06+4,93%  65,25+2,37® 68,41+£2,20®  0.001

(nmol/g yas

doku)

GPx (ng/mg  290,43+5,09? 140,49+3,37¢ 180,87+2,80° 217,41+2,84%¢ 233,69+3,32* 0.001

yas doku)

SOD 258,34+1,53? 169,28+1,84° 208,99+1,21%¢  227,61+1,373¢  237,23+1,07% 0.001

(ng/mg yas

doku)

abe: Aymi satirda bulunan farkls harfler istatistiki olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir. (p < 0.01)

Kontrol grubuna gore CP grubunda KC ve plazma TNF-a ve IL-1p diizeyleri artarken IL-
10 diizeyi ise diisiik (p<0.01) bulunmustur. CP grubuna gére KC ve plazma TNF-a ve IL-
1B diizeyleri sadece MeOH grubunda istatistiki (p<0.01) olarak diiserken IL-10 diizeyleri
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ise ayn1 grupta istatistiki artis gdstermistir. Diger gruplardaki degisimler CP grubuna gore

O6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.11).

Cizelge 4. 10: Gruplara gore ratlarin plazma sitokin parametre diizeyleri (XS )

Parametre Kontrol CP grubu n-Hekzan EtOAC MeOH P
ler grubu grubu grubu

IL-1B 125,4846,70%  243,92+18,02°  193,42+6,62" 157,21+6,393¢ 141,99+7,02%  0.001
(pg/ml)

IL-10 307,18+7,14%  135,18+11,62¢  218,83+19,53%  251,99+17,15%¢  259,91+18,88% 0.001
(pg/ml)

TNF-a  76,67+5,07¢  234,17+£32,61*  172,39+£10,01®®  118,86+5,97%¢  97,15+6,19* 0.001
(pg/ml)

abe: Ayni satirda bulunan farkli harfler istatistiki olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir. (p < 0.01)

Cizelge 4. 11: Gruplara gore ratlarin KC doku sitokin parametre diizeyleri (X £ S x)

Parametreler Kontrol CP grubu n-Hekzan EtOAC MeOH P
grubu grubu grubu

IL-1P 124,56+1,98° 255,75+6,23% 185,59+1,64% 159,29+2 48%¢ 152,28+ 2,76 0.001

(Pg/g yas

doku)

IL-10 223,87+3,38* 85,52+1,30°  127,76+2,38° 166,47+3,05%¢ 179,60+4,06* 0.001

(P9/g yas

doku)

TNF-a 82,80+2,12°  158,50+5,77% 120,11+4,55% 99,40+3,18%°  86,82+1,38>  0.001

(ng/g yas

doku)

abe: Ayni satirda bulunan farkls harfler istatistiki olarak anlamli fark oldugunu gostermektedir (p < 0.01)

4.2.2. Histopatolojik Inceleme Bulgulari

Ratlarda CP toksikasyonuna kars1 KC dokusuna ait tiim gruplarin histopatolojik skorlama

degerleri Cizelge 4.12’de ve histopatolojik inceleme goriintiileri Sekil 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4. 12: Tiim gruplarin KC dokusuna ait histopatolojik skorlama degerleri (X £ S %)

Histopatolojik ~ Kontrol CP grubu n-Hekzan EtOAC MeOH P
veriler grubu grubu grubu

Vena 0.0+0.0¢ 2.27+0.178 1.77+0.21%  0.73+0.23°  1.41+0.35®>  0.001
sentraliste

hiperemi

Sinuzoidal 0.0£0.0¢ 2.10+0.262 1.60+£0.222%  0.73+£0.23° 1.60+0.222 0.001
dilatasyon ve

hiperemi
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Vakuoler 0.0+0.0¢ 2.27+0.172 1.77+0.21°  1.10£0.00¢ 1.77+0.21° 0.001
dejenerasyon

Kupffer yildiz ~ 0.0£0.0°¢ 2.10+0.372 1.77£0.21%  0.73+£0.23° 1.77+0.212 0.001
hiicreleri

abed: Ayni satirda bulunan farkli harfler istatistiki olarak anlamli fark oldugunu géstermektedir (p < 0.01)

Sekil 4. 3: Ratlarda CP toksikasyonuna karst KC dokusunda enginar yapragimin n-hekzan,

EtOAc ve MeOH ekstrelerinin etkinliginin histopatolojik goriiniimii
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(A1) Kontrol grubu 10 giin DMSO, (A2) 200 mg/kg/7.giin, tek doz CP, (A3) 1 g/kg/10
giin enginar yapragi MeOH ekstresi ve 200 mg/kg/7.giin, tek doz CP (A4) 1 g/kg/10 giin
enginar yapragi EtOAc ekstresi ve 200 mg/kg/7.giin, tek doz CP (A5) 1 g/kg/10 giin
enginar yapragi n-hekzan ekstresi ve 200 mg/kg/7.giin, tek doz CP uygulanan ratlar
gostermektedir. Tim kesitler H&E ile boyanmistir. Orijinal biiyiitme orani olarak 20X
objektif biiyilitmesi ile 100pm bar kalinliginda kesitler incelenmistir. Kalin oklar sirastyla
ratlarn KC dokusunda Vena sentralislerde hiperemiyi (Sekil 4.3-A2) goéstermektedir.
Ince oklar sirastyla KC dokusunda sinuzoidal dilatasyon ve hiperemiyi (Sekil 4.3-A2,
Sekil 4.3-A3, Sekil 4.3-A4, Sekil 4.3-A5) gostermektedir. Ok basi sirasiyla KC
dokusunda hepatositlerde vakuoler dejenerasyon alanlarini (Sekil 4.3-A2, Sekil 4.3-A3,
Sekil 4.3-A5) gostermektedir. Kivrimli ok sirasiyla KC dokusunda Kupffer yildiz
hiicrelerindeki artig1 (Sekil 4.3-A2, Sekil 4.3-A3, Sekil 4.3-A5) gostermektedir.

Tiim gruplardaki KC dokusundaki histopatolojik degisimler degerlendirildiginde kontrol
grupta histopatolojik degisim bulunmazken CP grubunda kontrole gbre vena
sentralislerde hiperemi, sinuzoidal dilatasyon ve hiperemi, vakuoler dejenerasyon ve
Kupffer yildiz hiicrelerinde artis (Sekil 4.3-A2) belirlenmistir. CP grubuna gére MeOH
grubunda vena sentralislerde hiperemi ve vakuoler dejenerasyonda onemli diizeyde
azalma (Sekil 4.3-A3) tespit edilirken n-hekzan grubunda sadece vakuoler
dejenerasyonda azalma goriilmektedir (Sekil 4.3-A5). EtOAc grubunda ise CP’ye gore
vena sentralislerde hiperemi, sinuzoidal dilatasyon ve hiperemi, vakuoler dejenerasyon
ve Kupffer yildiz hiicrelerindeki artisin 6nemli diizeyde azaldig: tespit edilmistir (Sekil
4.3-A4).
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada farkli ¢oziiciilerde hazirlanan enginar yaprak ekstrelerinin in vitro
antioksidan etkinligi ile in vivo olarak CP nedenli akut toksikasyona karsi rat KC’indeki

potansiyel koruyucu etkinligi arastirilmistir.

Dogal bir antioksidan olan enginar ve ekstraktlarina olan ilgi, onun ¢ok yonlii terapdtik
etki gostermesinden kaynaklanmaktadir (Biel vd., 2020). Bilindigi iizere oksidatif stres,
ROS seviyesinin asir1 artmasi nedeniyle enzimatik (SOD, CAT, GPx, GSH) ve non-
enzimatik antioksidan (vitamin E, vitamin C, karotenler, flavonoitler, polifenoller vd.)
kapasitenin yetersiz kalarak dengenin oksidanlar yoniine kaymasi ile karakterizedir
(Salekzamani vd., 2019). Artan oksidatif stresin yaslanma, diyabet, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, Parkinson ve Alzheimer gibi pek cok hastalikta rol
oynadig1 bildirilirken enginar gibi giiglii antioksidan aktiviteye sahip bitkilerin igerdigi
polifenoller, vitamin ve mineraller ile ROS firetimini inhibe ederek ve radikalleri
indirgeyerek oksidatif strese bagli olarak gelisen hastalik riskini azaltmada rol oynadigi
bildirilmektedir (Valko vd., 2007; Salekzamani vd., 2019). Nitekim C. scolymus
yapraklarinda bulunan kafeoilkinik asit tiirevleri, luteolin ve apigeninin gii¢lii antioksidan
Ozellik gosterdigi rapor edilmistir (Demir ve Agaoglu, 2021). Bitkilerdeki fenolik
bilesikler, fenol halkasindaki OH gruplarinin sayist oraninda serbest radikalleri
baglayarak veya metallerle selat yaparak antioksidan aktivitelerini gdsteren dogal
kaynaklardir (Falowo vd., 2014). Ayrica fenolik bilesikler, diisiik konsantrasyonlarda
oksidasyonu geciktirme, yavaglatma veya Onleme ve serbest radikallere
dontistiiriildiigiinde stabil bir formda kalma 6zelligine sahiptir (Kalogianni vd., 2020).
Yapilan ¢aligmalarda yesil kiire enginar yapraklarindaki toplam fenolik igerigi 8760-9561
mg CAE (klorojenik asit esdegerleri)/100 g kuru madde ve 3167 mg kafeik asit
esdegeri/100 g kuru madde olarak belirlenmistir (Wang vd., 2003; Satata ve Gruszecki,
2010). Calismamizda GAE standart olarak esas alindiginda n-hekzan, EtOAc ve MeOH
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar1 sirastyla 0,167 mg; 0,917 mg; 5,735 mg
GAE/g ekstre diizeyinde bulunmustur. Buna gére yapragin metanol ekstresinde 2795 mg
CAE/100 g kuru madde olarak bildirdigi bu diizeyden yiiksek bulunmasi testlerde
kullanilan standartlarin farkli olusundan kaynaklanmis olabilir (Biel vd., 2020).
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Antioksidan bilesiklerin ¢ok yonlii mekanizmalar1 gbz Oniline alindiginda bunlarin
aktivitelerinin belirlenmesinde ¢esitli tiplerde Ol¢iim yapilmasi gereklili§i ortaya
cikmistir (Biel vd., 2020). Antioksidanlarin serbest radikal siipirme aktivitelerinin
tayininde yaygin olarak kullanilan DPPH kararl1 bir serbest radikal (DPPHe) olup mor
renkli bu madde antioksidanlarla etkilestiginde sar1 renkli indirgenmis DPPH formuna
(DPPH-H) doniismektedir (Chen ve Yen, 2007; Wojdyto vd., 2007). Bu nedenle 6lgiilen
absorbans ne kadar diisiik ise antioksidanin serbest radikal siipiirme aktivitesi de o derece
yiiksek kabul edilmektedir (Avci vd., 2006; Chen ve Yen, 2007). Buna gore bu ¢alismada
DPPH radikal stipiiriicti aktivitesinin MeOH ekstresinde (87,73% inhibisyon) en yiiksek
olmasi bu ekstrede total fenolik madde miktarinin da digerlerine gore yiiksek olmasi ile
aciklanabilir. Ayrica bitki ekstraklarinin antioksidan 6zelliginin, hidrojen atomlar1 veya
elektronlart vericisi olan ve serbest radikalleri (DPPH gibi) nétralize etme yetenegi
bulunan polifenollerden kaynaklandigi bildirimiyle de bu sonuglar uyumlu bulunmaktadir
(Sahoo vd., 2013). Nitekim kafeolkuinik asit ve flavonoidler gibi polifenoliklerin
antioksidan kapasitesi yapilarindaki H verebilen OH gruplarinin sayis1 ve yerlesimi ile
iligkili bulunmaktadir. Buna gore yapilan bir ¢aligmada flavonoidlerden katesindeki 3-
OH grubu ile luteolindeki 1,4-piron par¢asinin DPPH radikalini (DPPH:) siipiirmede
benzer bir rolii oynadig hatta katesinin luteoline gore radikallere tek elektron transferinde
daha etkili oldugu gosterilmektedir. Bu sonuca gore bunlar fenoksil radikalinin rezonans
stabilitesi nedeniyle, reaktif radikallere kolayca hidrojen verebilir ve boylece serbest
radikal zincir reaksiyonlarini geciktirebilmektedir (Ahmadi vd., 2020). Sunulan
calismada bu aktivitenin n-hekzan ve EtOAc ekstrelerinde total fenolik madde miktarinin
azalmasia bagl olarak diistiigii de goriilmektedir. Biel vd. (2020) enginar metanollii
ekstresinde bu aktiviteyi trolox standartina gore yaklasik olarak 44% inhibisyonda
bildirmekte olup sunulan ¢alisma sonuglarindaki farklilik askorbik asit standartina gére

degerlendirme yapilmasiyla iligkili olabilir.

Calismada ekstrelerde kullanilan ¢oziiciiler polariteleri acisindan degerlendirildiginde en
nonpolar ¢oziicii olarak n-hekzan>EtOAc>MeOH seklinde siralanmaktadir. Buna gore
ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilerin radikal siiptiriicii aktiviteyi etkiledigi ve polar
ekstrelerde bu aktivitenin daha fazla oldugu bildirilmektedir (Hayouni vd., 2007; Ozcan
vd., 2007). Yapilan benzer bir calismada, zeytin (Olea europaea L.) yapraginin metanolik
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ekstresinin diger ekstrelere (EtOAC ve n-hekzan) gore total fenolik madde miktari,
linoleik asit sisteminde ferrik tiyosiyanat metodu ile antioksidan aktivitesi ile indirgeme
kapasitesi agisindan daha etkin oldugu rapor edilmistir (Erdogan vd., 2020). Nitekim
benzer bir ¢alismada bitki ekstraktlar1 arasinda DPPH radikali siiptirme aktivitesinin
metanol ekstraktinda diger ekstrelere gore (aseton ve EtOAcC) en etkili oldugunu
bildirilmistir (Miliauskas vd., 2004). Baska bir galismada ise sicak su ve metanol
ekstraktlarinin n-butanol, etil asetat ve kloroform ekstraktlarina gore daha iyi oldugu
belirtilmistir (Shon vd., 2003). Konuya iliskin bir baska ¢alismada ise su distilasyonu ile
elde edilen ¢orek otu (Nigella sativa L.) esansiyel yaginda in vitro antioksidan
aktivitelerde bulunan farkli sonuglarin kullanilan ¢oziicii ve ekstraksiyon yontemlerinin
farkliligindan kaynaklanmis olabilecegini bildirilmistir (Avci vd., 2022). Buna gore bu
bildirimlerin disinda bitkilerin fenolik madde igeriklerini etkileyen faktorler arasinda
ayni bitkinin farkl tiirleri, farkli tarimsal uygulamalar, giin 15181, iklim gibi farkli cografi
kosullar ile hasat zaman1 ve depolama sartlar1 da yer almaktadir (Heimler vd., 2007).
Belirtilen bu faktorler géz Oniine alindiginda sunulan ¢alismadaki in vitro deney

sonuglarindaki farkliliklarin bu faktorlerle iliskili olabilecegi diistiniilmektedir.

Hiicrenin farkli boliimlerinde agiga ¢ikan siiperoksit radikallerinin zararl etkilerine karsi
ilk savunma hattin1 olusturan SOD, siiperoksit radikalini H202 ve Oz’e doniistiiren
metalloenzimlerdendir (Halliwell vd., 2000). Genel olarak yiiksek yapili bitkilerde
SOD’un Mn-SOD, Fe-SOD ve CuZn-SOD olmak iizere ii¢ farkli izoenzimi bulunmakta
olup bunlar mitokondri, peroksizom, kloroplast gibi hiicrenin farkli organellerinde
bulunmaktadir (Fridovich, 1986; Corpas vd., 2006). Bu calismada superoksit radikal
stipiirme aktivitesi EtOAc > MeOH > n-hekzan seklinde siralanmis olup konuya iliskin
caligmaya rastlanmamustir. Benzer ¢oziiciilerin kullanildig1 bir ¢alismada zeytin yapragi
ekstrelerinde siiperoksit radikali siipiiriicii aktivitenin EtOAc > MeOH > n-hekzan
seklinde belirlendigini bildirmekte olup bu c¢alisma sonuglar1 da ekstre ¢oziiciileri

acisindan benzerlik gostermektedir (Erdogan vd., 2020).

Lipid peroksidasyonu fizerine yapilan ¢alismalarda iyon Kkatalizorii olarak Fe
kullanilmaktadir. Bir gecis metali olan Fe, biyolojik 6nemi ve peroksidatif olaylari
baglatabilen tiirler olusturmak igin oksijen ile veya reaksiyonu ilerleten lipid
peroksidatlarla dogrudan reaksiyona girme kabiliyeti bulunmasi nedeniyle lipid

peroksidasyonunun bir katalizorli olarak gorev yapmaktadir (Dinis vd., 1994). Bu
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calismada metal baglama aktivitesi n-hekzan ekstresinde (289,32 uM Fe) en yiiksek olup
digerleri EtOAC > MeOH olarak siralanmistir ve konuya iliskin benzer bir ¢alismaya

rastlanilmamustir.

Kanser kemoterapilerinde yaygin olarak kullanilan CP’nin sitotoksik etkileri ilacin
kullanimimi smirlamakla birlikte maruziyet sonrasi redoks dengesinin bozulmasina
aracilik eden oksidatif stresi artirmast da pek cok biyokimyasal ve fizyolojik
rahatsizliklara yol agmaktadir (Nagi vd., 2011). Nitekim tiimorlerin antineoplastik
ilaglara diren¢ gostermesi nedeniyle CP gibi ilaglarin aralikli olarak yiliksek dozda
kullanilmas1 tedavide avantaj saglarken kalp, KC ve bobrekte istenmeyen yan etkilere de
neden olmaktadir (Cavalletti vd., 1986). Biyolojik olarak inaktif olan CP’ nin toksik yan
etkileri metabolize edilmesiyle ortaya ¢ikan akrolein ve CAA ile baglantilidir (Ayza vd.,
2022).

KC sekretorik ve ekskretorik fonksiyonlar1 yaninda detoksifikasyon yapmasi nedeniyle
metabolizma i¢in en Onemli organ olup terapdtik ajanlar ve gevresel toksinler gibi
kimyasallara maruziyeti hepatotoksisiteye neden olmaktadir. Karaciger fonksiyonlar1 igin
altin standart klinik kimya belirteci olarak kabul edilen serum ALT aktivitesi
hepatotoksisitenin en sik giivenilen laboratuvar gostergesidir. Hasarli miyositlerden ve
hepatositlerden saliman AST aktivitesi ise ALT aktivitesine kiyasla karaciger
fonksiyonlar1 igin daha az spesifiktir (Ozer vd., 2008). Buna gore AST ve ALT gibi
sitoplazmik transaminazlarin serumdaki artis1 KC’deki ve ALP’nin artig1 ise hepatobilier
hasarin ve dolayisiyla toksik profilin bir belirteci olarak kabul edilmektedir (Aubrecht
vd., 2013; Abdelfattah-Hassan vd., 2019).

Losemi, lenfoma ve meme kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilan CP uygulamalarinda, gecici de olsa serum enzim yiikselmeleri ve akut
karaciger hasar1 vakalar1 goriilmektedir. Ayn1 zamanda yiiksek dozlarda verildiginde ilag
akut siniizoidal obstriiksiyon sendromuna neden olabilmektedir. Ayrica tedavi edilen
kanser hastalarinin yaklagik %43’ilinde serum aminotransferaz diizeylerinde hafif ve
gecici yiikselmeler goriilirken bu anormallikler genellikle asemptomatiktir ve dozun
degistirilmesini gerektirmemektedir. Enzim yiikselmeleri, daha ziyade yiiksek dozlarda
ve intravendz tedavilerde yaygin olup doz degisikligi veya CP’nin tamamen kesilmesini
gerektiren enzim yiikselmeleri ile ortaya cikabilir (Int. Kay.7). Nitekim CP ve CCl, gibi
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hepatotoksik ajanlarin KC’de transaminazlarin artigi ile seyreden hasara neden oldugu
pekcok calismada goriilmektedir (Aktay vd., 2000; Mehmetgik vd., 2008; Abdelfattah-
Hassan vd., 2019). Sunulan galismada kontrole gére CP (200 mg/kg, i.p., 7. giin, tek doz)
grubundaki AST, ALT ve ALP diizeylerindeki artis, ilacin KC’de metabolize edilmesiyle
ortaya cikan akrolein ve CAA gibi toksik metabolitlerin ROS iiretimini tetiklemesi, buna
bagli artan lipid peroksidasyonun hepatositleri lize etmesi ve sitoplazmik hepatik

transaminazlarin kan dolasimina gegmesinden kaynaklanmaktadir.

Konuya iliskin ratlarda yapilan bir c¢alismada CP (20 mg/kg/giin, i.p, 2 hafta)
uygulamasinin AST, ALT ve ALP’yi artirdigi bildirimi sonuglarimiz ile uyumlu
bulunurken globulini etkilemedigi, TP’yi, albiimin ve albiimin/globulin oranini
diistirdiigii bildirimi ile uyumlu bulunmamistir (Abdelfattah-Hassan vd., 2019). Konuya
iligkin yapilan bagka bir caligmada ratlara 3 giin siireyle 50 mg/kg, i.m CP uygulanmasinin
TP, lizozim, seruloplazmin ve y-globulin diizeylerini 0. giinde etki etkilemedigi ancak 8.,
15. ve 22. giinlerde kontrole gore disiirdigii bildirilmistir (Wojcik ve Dabkowska, 2010).
Ayn1 zamanda CP’nin immun sistemi baskiladig1 ve hepatositlerde protein sentezinden
sorumlu enzim aktivitelerini inhibe ettigini belirtmistir. Konuya iliskin yapilan farkli
calismalarda diistik (150 mg/kg) ve yiiksek (300 mg/kg) doz asetaminofenin indiikledigi
akut hepatotoksisite proteomiks analizleri sonucu karacigere spesifik sekiz protein
belirtecinin doza bagli olarak ilk 24 saat i¢inde arttig1 rapor edilmis (Hu vd., 2014), benzer
sekilde naftalen verilmesinin serum transaminazlari ile birlikte TP diizeyini de artirdigi,
bu artisin karacigerin kronik enflamasyonuna bagli olarak gelistigi bildirilmistir
(Chukwunonyelum vd., 2016). Bu bildirimlerde protein artisinin sebebi olarak
sitoplazmik ve niikleer proteinlerin hiicre hasar1 yada 6liimii ile hiicre digina sizmasi veya
proteoliz ile hiicre zarindan salgilanmasi olabilecegi belirtilmektedir (Hu vd.,
2014)Calismamizda ise 200 mg/kg CP uygulamasinin TP artirdig1 ve TB diizeylerindeki
degisimlerin anlamli olmadig goriilmiis olup bu benzer ¢alisma bildirimleriyle kismen

uyumlu bulunmustur.

Yapilan ¢alismalarda gesitli dozlardaki CP uygulamalarinin AST, ALT, ALP, CK, laktat
dehidrojenaz (LDH) gibi enzimleri artirdigi ve KC’de histopatolojik degisimlere yol
actig1 bildirilmistir (Senthilkumar vd., 2006a; Avci vd., 2016). ROS’larin artis1 veya
bunlarin etkisizlestirilmesinin neden oldugu dokulardaki patolojik degisimlerin

belirlenmesi hasarlarin tespitinde olduk¢a oOnemlidir (Senthilkumar vd., 2006b).

61



Calismanin histopatolojik sonuglarina gore CP verilen ratlarin KC dokusunda siniizoidal
dilatasyon, vena sentralislerde hiperemi, vakuoler dejenerasyon ve Kupferr hiicre
aktivasyonu belirlenmis olup (Sekil 4.3-A2) bu bulgular CP’nin toksik metaboliti olan
akroleinin antioksidan savunma sistemlerini asarak yiiksek miktarda ROS olusumuna yol
actig1 bildirimlerini destekler niteliktedir (Senthilkumar vd., 2006b; McCarroll vd.,
2008). Elde edilen histopatolojik degisimler ayn1 zamanda CP grubundaki plazma enzim
aktivitelerinin artisiyla paralellik gostermekte olup bu sonucu destekler niteliktedir.
Nitekim yiiksek (200 mg/kg, i.p.) ve diisiik (5 mg/kg, i.p.) doz CP uygulamalarinin KC
sinuzoidlerinde dilatasyon, hiperemi, dejenerasyon, nekroz ve yaglanma olusturdugu

rapor edilmistir (Karaboga, 2019).

KC hastaliklarinin tedavisinde Asteraceae familyasina ait olan Silybum marianum ve C.
scolymus gibi baz1 bitkiler oldukca popiilerdir. Koleretik aktivitesi nedeniyle geleneksel
olarak hepatobilier sikayetlerde ve hepato-rejenerasyonda kullanilan enginarin, kendisi
veya yaprak ekstrelerinin in vitro ve in vivo antioksidan aktivite ve hepatoprotektif etki
gosterdikleri ¢aligmalarda belirtilmistir (Mehmetgik vd., 2008; Biel vd., 2020; Albayrak
vd., 2022). Ayn1 zamanda ticari olarak kullanilan tibbi bitkilerin farkli ekstrelerinin
antioksidan giicii ve buna bagli terapétik etkilerinin icerdikleri fenolik madde ¢esidine ve
miktarina bagl olarak degistigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Speroni vd., 2003;
Avcr vd., 2006; Avci vd., 2022). Buna iliskin olarak sunulan ¢alismanin in vitro
deneylerinde ekstrelerin (n-hekzan , EtOAc ve MeOH) toplam fenolik madde miktarlar
gallik asit standardina gore sirasiyla 5,735 mg; 0,917 mg; 0,167 mg GAE/g ekstre
diizeyinde belirlenmistir (Albayrak vd., 2022). Bu c¢alismada, ayni ekstrelerin
fitokimyasal analiz sonuglarina gore, luteolin-7-O-glycoside, apigenin 7-glikosit,
apigenin ve okso oktadekatrienoik asit, hidroksi oktadekatrienoik asit ve hidroksi
oktadekadienoik asit bilesikleri EtOAc ekstresinde MeOH ekstresinden daha yliksek
bulunurken, apigenin-7-O -rutinozit ise sadece EtOAc ekstresinde bulunmus ve
tamimlanmistir. n-Hekzan ekstresinde dikafeoil kinik asit izomer 1, luteolin-7-O-glikozit,
apigenin ve yag asitlerinden okso oktadekatrienoik asit, hidroksi oktadekatrienoik asit ve
hidroksi oktadekadieniok asit bilesikleri bu ¢alisma kapsaminda belirlenmistir. Nitekim
Cynara tiirlerinin flavonoit glikozitler (luteolin ve apigenin tiirevleri) ve kafeoilkinik
asitin mono- ve di-izomerleri gibi fenolik bilesikleri agisindan zengin oldugu
bildirilmektedir (Gouveia ve Castilho, 2012).
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Bu bitkinin biyolojik 6zelliklerinden sorumlu ana bilesikler olarak fenolik bilesikler
tanimlanmaktadir (Pandino vd., 2012). 1,3-O-dikafeoilkinik asit (sinarin) genellikle
biyolojik aktivitelerden sorumlu oldugu kabul edilmekte, ancak EtOAc ekstresinde
yiiksek oranda tespit edilen apigenin ve luteolin tiirevli flavonoit glikozitlerin de 6zellikle
yiiksek antioksidan ve hepatoprotektif aktivitesi bulunmaktadir (Xu et al. 2022). Ratlarda
apigenin-7-glukozitin hepatoprotektif aktivitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada CCly
ile indiiklenen KC hasarina karsi apigenin -7-glukosidin koruyucu etkinligi ortaya
konmustur. Buna gore apigenin -7-glukosidin KC dokusundaki AST, ALT aktivitelerinin
artisini, MDA ve 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) olusumunu ve GSH’nin
tikenmesini engelleyerek koruyucu etki gosterdigi bildirilmektedir (Zheng vd., 2005).
Bunun yanisira luteolin tiirevleri ile ilgili hepatoprotektif aktivite caligmalar1 da
mevcuttur. Yapilan in vivo bir ¢alismada i.p. luteolin enjeksiyonunun endoplazmik

retikulum stresini azaltarak hepatoksisiteyi onledigi gosterilmistir (Jegal vd., 2020).

Calismamizda, CP grubuna gore tiim ekstre gruplarinda AST, ALT ve ALP diizeyleri
istatistiki olarak azalirken TP diizeyi sadece EtOAc grubunda azalmis ve diger ekstre
gruplarinda anlamli bulunmamustir. TB seviyesindeki degisimler ise CP grubu da dahil
tim deneme gruplarinda 6nemsiz bulunmustur. Konuya iliskin yapilan ¢alismalarda
CCl4’iin neden oldugu KC toksisitesinde enginar yaprak ekstresinin ALT, AST ve MDA
diizeylerini azalttigi ve histopatolojik degisimleri iyilestirdigi bildirimi c¢alisma
sonuclarimizla uyumlu bulunmaktadir (Mehmetcik vd., 2008). Benzer sekilde CCly
toksikasyonunda 4 farkli yaprak ekstresinin ve saf fenoliklerin uygulandigi bir ¢alismada
klorojenik ve kaffeoil tiirevi en yiiksek olan ekstrenin hepatoprotektif etki gosterdigi ve
ayrica saf fenoliklerin tek bagia ayni etkiyi gostermedigi bildirilmektedir (Speroni vd.,
2003). Parasetamoliin indiikledigi KC hasarina karsi enginar Dbitkisinin farkl
boliimlerinin etanolik ekstrelerinin arastirildigi calismada ise ekstrelerin serum ALT ve
AST seviyelerini digiirtirken ALP, kreatinin, BUN seviyelerini diistirmedigi
belirtilmektedir (Stimer vd., 2020). Konuya iligskin daha 6nce yaptigimiz bir ¢alismada
bazi bitkilerin sulu baz1 bitkilerin ise etanolik ekstrelerinin KC enzimlerini azalttigi ve
hepatoprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Aver vd., 2006). Bu bildirimler dikkate
alindiginda uzun yillardir KC hastaliklarinin iyilestirilmesinde kullanilan enginarin farkl
ekstrelerinin yanisira yaprak gibi farkli kisimlarmin da onemli etkileri gdsterdigi

goriilmektedir. Konuya iliskin yeterli ¢calisma olmamakla birlikte, CCly ile indiiklenen
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hepatotoksisite modelinde enginarin tiim kisimlarmin etanolik ekstraktinin serum ALT

ve AST seviyelerini diisiirdigii goriilmektedir (Aktay vd., 2000).

Calismanin histopatolojik sonuglari ekstre verilen gruplar agisindan degerlendirildiginde
CP grubuna gore EtOAc grubunda KC dokusunda siniizoidal dilatasyon, vena
sentralislerde hiperemi, vakuoler dejenerasyon ve Kupferr hiicrelerindeki artisin 6nemli
diizeyde diistiigii ve dokuda iyilesme sagladigi goriilmektedir. MeOH (vena sentralislerde
hiperemi, vakuoler dejenerasyon) ve n-hekzan (vakuoler dejenerasyon) gruplarinda ise
iyilesmenin ise smurli kaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.3-A3- Sekil4.3-A5). Elde edilen
histopatolojik iyilesmeler tiim ekstre gruplarindaki plazma enzim aktivitelerinin disiisii
ile de desteklenmektedir. Buna gore CP toksikasyonuna kars1 6zellikle MeOH ve EtOAc
ekstreleri KC transaminazlarimin dusiirilmesine ve histopatolojik olarak doku

iyilestirilmesine farkl seviyelerde destek oldugu goriilmektedir.

Immunosupresif ve kemoterapdtik amacla kullanilan CP, KC mikrozomal P450 oksidaz
ile metabolize edildiginde ortaya ¢ikan fosforamid hardali ilacin antineoplastik etkisinden
sorumludur. Ancak ikinci metaboliti olan akrolein toksiktir ve ksantin oksidazin
aktivasyonu yoluyla ROS’larin artisin1 saglayarak antioksidan molekiilleri tiiketmektedir
(Fouad vd., 2016; Chen vd., 2019). Artan ROS’lar dis orbitallerinde ortaklanmamig
elektron bulundurdugundan etkisiz hale getirilmezlerse enzim, reseptor ve iyon pompalari
gibi makromolekiillerin fonksiyonlarma hasar vermektedir (Birdane vd., 2022). Bu
durum KC’in antioksidan kapasitesinin asilmasina ve multiple toksisiteye neden
olmaktadir. Ortaya cikan oksidatif stres lipidlerin peroksidasyonunun artisina yol
acmaktadir. MDA, ROS’larin indiikledigi lipid peroksidasyonunun en oOnemli
belirte¢lerinden biri olup buna karsi GSH gibi non enzimatik ve GPx, SOD ve CAT gibi
enzimatik antioxidan savunma sistemleri de membranlarin oksidasyonunu onlenmeye
caligmaktadir (Giilli ve Avci, 2013; Denk vd., 2022). Nitekim CP’nin KC’de
transaminazlarin artisi ile seyreden hasara neden oldugu pek¢ok ¢alismada goriilmektedir
(Aktay vd., 2000; Mehmetgik vd., 2008; Abdelfattah-Hassan vd., 2019). Buna iliskin
olarak yapilan bir caligmada CP uygulamasinin KC dokusundaki MDA ’y1 artirdigi, SOD,
GPx ile CAT’1 tiikettigi ve histopatolojik degisimlere yol agtigi bildirilmektedir
(Abdelfattah-Hassan vd., 2019). Sunulan bu ¢alismada CP uygulanmasinin plazma ve
KC’de MDA diizeyini artirmasi ve GSH, GPx ile SOD aktivitesini diisiirmesi, toksik

metabolitlerin tetikledigi lipid peroksidasyona karsi hiicrenin antioksidan savunma
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kapasitesinin asildigi ve buna bagl olarak antioksidan molekiillerin ve enzimlerinin
tiiketildigini gostermekte olup diger bildirimlerle (Fouad vd., 2016; Abdelfattah-Hassan
vd., 2019) uyumlu bulunmaktadir. Bu sonuglar, plazma transaminaz diizeylerindeki artis
ve histopatolojik degisimlerle de desteklenmekte olup KC’de CP metabolitlerinin neden
oldugu lipid peroksidasyonunun bir gostergesidir. CP’nin neden oldugu toksisitenin
hiicresel mekanizmasi, ilacin dokularda serbest radikallerin iiretimi tetiklemesi yoluyla
oksidatif stresi artirmasina baglanmaktadir (Basu vd., 2015). Nitekim CP metaboliti olan
akroleinin GSH ile baglanip hiicresel hasar yaptigi, ROS olusuma yol actig1 ve mutajenik
etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Senthilkumar vd., 2006b). Benzer bir ¢alismada CP
uygulamasinin hem karacigerde hem de hipokampiiste GSH’1 tiiketirken ROS, MDA ve
DNA hasar belirteci olan 8-hidroksi-2'-deoksi guanozin (8-OHdG) olusumunu artirdigi
ve bunun oksidatif genomik hasar1 gosterdigi belirtilmistir (Yadav vd., 2023).

Tim ekstreler oksidan-antioksidan denge agisindan degerlendirildiginde, MeOH
grubunda hem KC dokusu hem de plazmada MDA ’nin diismesi, GPx ile SOD’un artmasi
ve GSH’1n sadece plazmadaki artiginin 6nemli olmas1 MeOH ekstresinin digerlerine gore
daha antioksidan ve hepatoprotektif etkili oldugunu goéstermektedir. Bu yoni ile
calismanin in vitro deneylerindeki sonuglar dikkate alindiginda toplam fenolik madde
miktarmin MeOH ekstresinde digerlerine gore daha fazla oldugu (Albayrak vd., 2022)
bildirimi de oksidan-antioksidan parametreleri destekler niteliktedir. Nitekim
ekstrelerdeki fenolik madde miktarinin ve ¢esidinin farmakolojik 6zelliklerini etkiledigi
bilinmektedir. Farkli C. scolymus ekstraktlarinin koleretik aktivite ve antioksidan
etkinligine iligkin bulgular, ekstraktin aktif maddelerdeki farkli bilesimlerinin bazi farkl
etkilere neden olabilecegini gostermektedir (Speroni vd., 2003). Bu g¢alismada MeOH
ekstresinde kafeoil heksozit, kinik asit, sirinjik asit O-heksozit, kafeoil kinik asit izomeri,
pinorezinol 4-O-B-D-glikozit, dikafeoil kinik asit izomerlerinin varligi diger ekstrelere
gore daha yiiksek oranda tespit edilmistir. EtOAc ekstresinde ise KC dokusu ve plazmada
MDA’nin diistiigli, plazma GSH’nin ise arttigi goriilmekte olup bu ekstrede fenolik
madde ¢esidinin digerlerine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. n-Hekzan ekstresi
toplam fenolik madde miktar1 ve ¢esidi bakimindan en diisiik ekstre olup buna paralel
olarak tiim in vitro ve in vivo oksidan-antioksidan parametrelerdeki degisimler de

Onemsiz bulunmustur.
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In vitro ve in vivo calismalarda enginar yaprak ekstraktlarindaki sinarin, klorojenik asit
ve flavonoitler gibi bilesiklerin ROS’lar siipiiriicii ve metal iyonlarini selatlayici aktivite
gosterdigi buna bagl olarak biyolojik molekiilleri oksidatif hasardan korudugu (Salem
vd., 2015; Salekzamani vd., 2019) belirtilmektedir. Enginarin biyoaktif bilesikleri protein
kinazlar, fosfatazlar ve transkripsiyon faktorlerinin de gerekli oldugu hiicresel sinyal
yolaklarinda radikalleri indirgeyerek, hidrojen dondrii, singlet-oksijen siipiiriicii ve metal
selatorleri olarak hareket etmektedir. Boylece ROS’lar1 siipiirerek ve lipid
peroksidasyonunu inhibe ederek hiicre membranin hasarini azaltarak antioksidan aktivite

gostermektedir (Valko vd., 2007).

Sitokinler uyarilan lenfositler, monositler ve makrofajlar ile diger bazi somatik
hiicrelerden sentezlenen, hiicrede enflamasyon, biiyiime, iyilesme ve yaralanma gibi
durumlarda immun sistemi, enflamatuvar olaylar1 ve hematopoezi diizenleyen
interselliiler sinyal peptidleridir. Pro-enflamatuvar sitokinlerden TNF-a 6zellikle Gram
negatif bakterin lipopolisakkaridlerine immun cevap olarak makrofajlardan salinmakta
ve akut enflamasyonda kemokinlerin iiretimini saglayan énemli bir arac1 durumundadir
(Yazar vd., 2010). Etkisi TNF-o’ya benzeyen IL-1p ise aktive makrofajlar tarafindan
tiretilmekte ve T hiicrelerinin aktive edilmesini saglamaktadir. Anti-enflamatuvar bir
sitokin olan IL-10 aktive edilmis makrofajlar ile T hiicreleri tarafindan salinmakta ve
proenflamatuvar sitokinleri baskilayarak immunosupresif etki gostermektedir. Pro-
enflamatuvar sitokinlerin agir1 iiretimi vazodilatasyon, ¢oklu organ yetmezligi ve sok gibi

istenmeyen durumlara yol agmaktadir (Netea vd., 2003).

Calismada kontrol grubuna gore CP grubunda KC ve plazma TNF-a ve IL-1P
diizeylerinin artmast ve buna karsin IL-10 diizeyinin diismesi CP’nin toksik
metabolitlerinin neden oldugu immun sistemin uyarimina bagli olarak hiicresel
enflamasyonun bagladiginin bir gostergesi olup histopatolojik degisimler de buna isaret
etmektedir. Nitekim UV-isinlari, hipoksi, iyonize radyasyon ve kemoterapdtik ajanlar
gibi hiicre dis1 faktorlerin apoptozisi uyardig: bilinmektedir. CP gibi alkilleyici ajanlar
negatif yikli niikleik asitlerin niikleofilik gruplarina kovalent baglarla baglanarak
DNA’nin transkripsiyon ve replikasyonunu bozarak antineoplastik etki gdstermektedir
(Leon-Gonzalez vd., 2015). Aymi zamanda CP metabolitlerinin artirdigt ROS’lar
mitokondri membranindaki sitokrom ¢ (Cyt ¢)’nin sitozole salinarak proteaz aktive edici

faktorle (Apaf-1) birlesmesine neden olur ki bu kompleks apoptosom olarak
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bilinmektedir. Apoptosom ise kaspaz 9 (CASP9)’u kaspaz 3 (CASP3)’e gevirerek pro-
apoptotik proteinlerin (p53) ve TNF-o’nin aracilik ettigi bir dizi uyarimla hiicrede
apoptozisi baslatmakta ve ayn1 zamanda pro-apoptotik aktivite gosteren Bax proteinin
(BCL-2-iliskili X protein) de inhibisyonuna neden olmaktadir (Raha ve Robinson, 2001).
Konuya iligkin yapilan bir ¢alismada CP (20 mg/kg, i.p, 2 hafta) uygulamasinin TNF-q,
IL-1B ve CASP 3’1 artirdig1 buna karsin B-cell lenfoma-2 (BCL-2) gen ekspresyonunu
azaltigi (Abdelfattah-Hassan vd., 2019) bildirimi sunulan g¢alisma sonuglarimiz ile
uyumlu bulunmaktadir. Benzer sekilde tek doz CP (200 mg/kg, i.p) verilmesinin serum
transaminazlarimi (AST, ALT, ALP), lipid peroksidasyonunu, TB artirdigi, GSH, GPX,
SOD ve serum albiimin diizeylerini azalttigi belirtilirken; serum TNF-a, KC dokusu TNF-
a ile COX-2 gen ekspresyonunun da arttigi bildirimi (Germoush ve Mahmoud, 2014) bu

calisma sonuglarini destekler nitekliktedir.

In vitro arastirmalar yaninda enginar ve yaprak ekstraktlarinin antioksidan etkinliginin
gosterildigi pek ¢ok in vivo calisma da bulunmaktadir. Diazinonun neden oldugu KC
hasarina kars1 enginarin yaprak ekstrelerinin uygulandigi ¢alismada hem KC dokusunda
AST, ALT, ALP, MDA, TNF-a ve protein karbonil diizeylerinin diistiigii, CAT ve SOD
aktivitelerinin ve KC histopatolojisinin iyilestigi bildirilmektedir (Ahmadi vd., 2019).
Benzer sekilde ratlarda kadmiyum toksikasyonunda iire, kreatinin, MDA, TNF-a, KC
transaminazlar1 ve IL’lerin (IL-1B ve IL-10) arttig1, KC ve bobrek dokusunda SOD, CAT,
GSH ve GPx diizeylerinin azaldigini bildirilen c¢alismada enginar yaprak ekstrakti
verilmesinin tiim bu olumsuz etkileri gidererek hem hepatorenal oksidatif stresi azalttig1
hem de immunosupresif etki gosterdigi belirtilmektedir (Ahmadi vd., 2019). Calismada
CP grubuna gore ekstre gruplar1 degerlendirildiginde sadece MeOH grubunda KC ve
plazmada TNF-a ve IL-1f diizeylerinin dénemli diizeyde diismesi ve IL-10 diizeyinin
artmasi, CP uygulamasimin artirdigi enflamasyon ve oksidatif strese karsi fenolik
maddelerin antioksidan etkileri ile hiicresel apoptozisi ve enflamasyonu onlemede

hiicresel antioksidan savunma sistemine destek oldugu ifade edilebilir.

67



6. SONUC VE ONERILER

Flavonoidler giiglii antioksidan kapasiteleri nedeniyle besinlerdeki en 6nemli kanserden
koruyucu bilesiklerden olup bitkilerin anti-enflamatuvar, antiviral, antibakteriyel,
antililseratif, antiosteoporotik, antiallerjik ve antihepatotoksik gibi pek ¢ok aktiviteleri bu
yapilarla iligkilendirilmektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle kanser vakalarinda kullanilan
kemoterapétik ajanlar ile polifenoliklerin birlikte kullanildigi kombine tedaviler,
uygulanan ilacin dozunun Ve siiresinin azaltilmasinda dolayisiyla ilacin toksik ve yan

etkilerinin giderilmesinde 6nemli yer tutmaktadir.

Genel olarak bitkisel ekstrakt ¢alismalar1 degerlendirildiginde kullanilan ¢oziiciiniin
polaritesine, ekstraksiyon yontemlerine, zaman ve uygulanan sicakliga bagli olarak
ekstrakttaki polifenolik bilesik miktarinin ve c¢esidinin degisebildigi dolayisiyla
antioksidan aktivitenin de bundan etkilendigi dikkate alindiginda g¢alismanin in vitro
deney kisminda antioksidan aktivitelerin yanisira total fenolik madde miktar1 bakimindan
MeOH ekstresinin dikkati ¢ektigi ve fenolik madde gesitliligi bakimindan ise EtOAc
ekstresinin daha degerli bulundugu goriilmektedir. Buna karsin n-hekzan ekstresinin

belirtilen degerler bakimindan en diisiik seviyede oldugu goriilmektedir.

Sunulan ¢alismanin in vivo deney kisminda ise her {i¢ ekstrenin de KC transaminaz
enzimlerini diistirdiigii goriilmekle birlikte MeOH ekstresinin plazma ve KC dokusu lipid
peroksidasyonunu azaltirken antioksidan molekiilleri artirmasi, TNF-a ve IL-1f
diizeylerini diisiiriirken IL-10 diizeyini artirmasi dikkate alindiginda CP’nin neden oldugu
enflamasyon ve artan oksidatif strese karsi yiliksek diizeyde fenolik madde iceren
ekstrenin antioksidan savunma hattina destek oldugu agik¢a goriilmektedir. KC doku
histopatolojisi agisindan EtOAc ekstresinin MeOH’a kiyasla iyilestirici etkisinin daha
fazla oldugu goriilmekle birlikte n-hekzan ekstresinin ise antioksidanlar, sitokinler ve
histopatolojik incelemeler agisindan diger ekstrelere gore etkisiz kaldigi dikkati

¢ekmektedir.

Biyoaktif maddeler agisindan degerli bir bitki olan enginar yapraginin 6zellikle MeOH
ekstresinin enflamasyonu azaltici ve antioksidan etkileri nedeniyle kemoterapotik
ajanlarm yan etkilerini azaltmada kolay elde edilebilir, ucuz, giivenilir ve dogal

destekleyici bir iiriin olarak beseri hekimlikte kullanilabilecegi, ayni zamanda karaciger
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koruyucu etkisi nedeniyle pet hayvan mamalarinda ve kemoterapétik tedavilerde de
destekleyici bir iiriin olarak veteriner hekimlik alaninda da degerlendirilebilecegi

miimkiin goriilmektedir.
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