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OZET

Siklofosfamid (CP), neoplastik hastaliklarin tedavisinde tek basina ya da diger
kemoterapdtiklerle birlikte siklikla kullanilir. CP’nin doz kisitlayici tirotoksik van etkisi
hemorajik sistittir. Bu {irotoksisite nefrotoksisiteye neden olabilir. CP nedenli renal
hasarda oksidatif stresin 6nemli rol oynadifi bilinmektedir.  Karvakrol (Car)
antioksidan (AO), analjezik ve antikarsinojenik 6zellikleri bilinen fenolik bir bilesiktir.
Bu calismada CP nedenli nefrotoksisitenin &nlenmesinde Car’iin olas1 koruyucu etkisi
aragtinlmisgtir.

Spraque-Dawley cinsi 91 adet erkek sigan her grupta 7 hayvan olacak sekilde 13
gruba (kontrol, 50-100-150 mg/kg CP gruplan, 0.5 mL zeytinyagi, 5-10 mg/kg Car
gruplan ile CP+5 ve CP+10 mg/kg Car gruplarn) ayrildi. Tiim enjeksiyonlar
intraperitonal (i.p.) olarak yapildi. Deney sonunda tiim hayvanlar ketamin/ksilazin ile
anestezi edilerek kan ve bobrek dokusu ornekleri alindi. Car’iin  bobrek
homojenatlarindaki koruyuculuk derecesini belirlemek i¢in malondialdehid (MDA),
glutatyon (GSH), stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), toplam AQO kapasite
(TAC), toplam oksidan seviye (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI) ve plazma kreatinin
seviyeleri 6l¢iildii. Bobrekler histolojik olarak da incelendi.

Sadece CP uygulanan siganlarin bébreklerinde MDA, TOS ve OSI diizeyleri
artarken GSH, SOD, CAT ve TAC diizeylerinin azaldig1 gozlendi. CP ile birlikte Car
verilen gruplarda ise MDA, TOS ve OSI diizeyleri azalirkken AQ diizeyleri artmis
bulundu. Kreatinin diizeyleri sadece CP uygulanan gruplarda hafif artarken CP+Car
uygulanan hayvanlarda azaldi. Bo6brek dokusunun histolojik analizlerinde de CP
nedenli doku hasarinin Car uygulanan hayvanlarda énemli derecede azaltildig: gézlendi.

Verilerimiz, Car’tin AO etkilerinin oldugunu ve CP nedenli oksidatif hasari

azaltmada etkili olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Siklofosfamid, oksidatif stres, nefrotoksisite, karvakrol,

antioksidan, sigan.



Vi

SUMMARY

Cyclophosphamide (CP) is wused alone or in combination of other
chemotherapeutic agents to treat neoplastic diseases. The dose limiting urotoxic side
effect of CP is hemorrhagic cystitis which can lead to nephrotoxicity. It is known that
oxidative stress plays an important role in CP related renal damage. Carvacrol (Car) is
a phenolic compound having anitioxidant (AQ), analgesic and anticarcinogenic
properties. In this study protective effect of Car against CP related nephrotoxicity is
investigated.

91 male Spraque-Dawley rats were seperated in 13 groups having 7 groups in
each (control, 50-100-150 mg/kg CP groups, 0.5 mL olive oil, 5-10 mg/kg Car groups
and CP+5 and CP+10 mg/kg Car groups). All injections were intraperitoneal (i.p.). At
the end of experiments all animals were sacrifized under ketamin/xylazine anesthesia
and blood and kidney samples were taken. In order to asses the degree of
protectiveness of Car in kidney homogenates, malondialdehyde (MDA), glutathione -
(GSH), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), total AO capacity (TAC), total
oxidant state (TOS), oxidative stress index (OSI) and plasma creatinine levels were
measured. Kidneys were also analyzed histologically.

In kidneys of animals to which CP was administrated alone, MDA, TOS and OSI
levels increased whereas GSH, SOD, CAT and TAC levels decreased. In groups where
CP and Car were given together MDA, TOS and OSI levels decreased whereas AQ
levels increased. Creatinine levels were increased slightly in groups where CP was
administrated alone and decreased in CP+Car groups. Histological analysis of kidney
tissue showed that tissue damage was significantly lower in animals where CP was
administrated with Car.

Our results show Car has AO effects and that it may be useful to eliminate CP

related oxidative damage.

Keywords: Cyclophosphamide, oxidative stress, nephrotoxicity, carvacrol, antioxidant,

rat,
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1. GIRIS

Giinlimiizde tanisi, tedavisi ve dnlenmesi i¢in bityiik ve ¢ok sayida arastirmaya konu
olan kanser, uzun bir siire¢ icerisinde genetik materyalin mutasyonlar etkisiyle hasara
ugramasi sonucu olusan &liimciil bir hastalik grubudur. Diinya Saglik Orgiitiine (WHO)
gore, hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde, 5 yas iizerindeki her l¢ &liim
nedeninden biri kanserle iligkilidir [Demirelli, 2003; Burgut ve Tuncer, 1994]. Kanserle
miicadelede birgok tedavi yontemi ¢alisilmakta ve uygulanmaktadir. Bunlar genel olarak
kemoterapi, radyoterapi, cerrahi ve immiinoterapidir. Cogunlukla birlikte kullamlan bu
tedavi yontemlerinde esas, neoplastik hiicrelerin gelisimini yavaglatmak ve sayilarim
azaltmaktir. Bunu saglamak igin bu yontemler hastaya ve hastanin klinigine gore farkli
sirayla veya eszamanli olarak uygulanir. Bu uygulamalar arasinda kemoterapiye sik¢a
basvurulur. Kanser kemoterapisinde amaglanan, timériin biiylimesini ve farkli odaklarda
yeniden gelismesini engelleyecek ve hatta tiimiiyle ortadan kaldirilmasini saglayacak
sitotoksik etki olusturmaktir. Burada en biiylik sinirlayict faktér tlimoriin tedavide
kullanilan ilaglara karsi direng gelistirmesidir. Karsilagilan diger temel sorun ise
kemoterapétiklerin normal dokular tizerindeki toksik etkisidir [Calabresi and Welch, 1962;
Kizilel, 1999].

Insan tiimérlerin antikanser ilaglara gdsterdikleri direncin @istesinden gelebilmek icin
timorlti hastalara yogun bir kemoterapi uygulanmalidir.  Bunun icin &zellikle
Siklofosfamid (Cyclophosphamide = CP) gibi yiiksek doz alkilleyici ajanlarin kullaniimas:
gerekir [Cavalletti et al., 1986]. Ancak yiiksek doz sitotoksik ilaglarin kullanilmasi ve
kanser hastalarinin sagkalim siirelerinin uzamas: ilaglarim yan etkilerini de artirmustir
[Kumar and Kuttan, 2004]. 1958’den bu yana kanser ve malignant olmayan hastaliklarin
tedavisinde etkinligi kanitlanmis, pek ¢ok neoplastik hastalikta tek basina veya diger
kemoterapdtiklerle birlikte genis bir kullanim alanma sahip olan CP’nin de yan etkileri
mevcuttur. Bunlardan baglicalari; hematopoietik depresyon, hemorajik sistit (hemorrhagic

cystitis = HC) ve renal toksisitedir [Abraham and Isaac, 2011]. HC, CP’nin en 6nemli yan



etkisidir. Ciddi HC; mesane kontraksiyonu, anemi, tekrarlayan {iriner sistem enfeksiyonu,
mesane delinmesi (perforasyonu), bébrek yetmezligi ve 6liime yol agabilir [West, 1997].

Sitotoksik bir ilag olan CP’nin biiyiik bir kismi karacigerde az bir kism1 da bdbrek ve
akcigerde metabolize edilir. Artik metabolitlerin biiyiik bir cogunlugu bosaltim sistemiyle
bedenden atilirken %15°ten az bir kismi da degismeden kalir. Bu metabolik artiklar
trotoksik ve nefrotoksik etkileriyle renal hasara yol agarlar ve CP’nin klinik yararliligim
sinirlarlar [Juma et al., 1981].

CP’nin toksik etkisi aktif metaboliti olan akrolein (acrolein = ACR) ile ilgilidir. ACR
doku antioksidan (AO) savunma sistemine etki ederek yiiksek oranda serbest oksijen
radikali (SOR) olusumuna yol agar [Senthilkumar et al., 2006]. SOR bedende normal
metabolizma sirasinda veya cesitli dis etkenler yoluyla iretilir ve basta kanser ve kalp-
damar hastaliklar1 olmak iizere birgok dejeneratif hastaligin olusmasinda énemli rol oynar.
SOR endojen veya eksojen olusabilir. Endojen SOR normal hiicre metabolizmas: ve
oksidatif fosforilasyon sonrasi olusur. Ilaglar, hormonlar ve bazi kimyasallar, eksojen
SOR’u olustururlar. Oksidatif stres sonrasi olusan SOR; deoksiriboniikleik asit (DNA),
lipit ve protein hasarina yol agar. SOR ile okside olan yag asitleri lipit peroksi radikallerine
ve lipit hidroperoksitlere doniigiirler.  Lipit peroksidasyonunun en Onemli {iriinii
malondialdehid (MDA)’tir. Olusan MDA hiicre zarlarinda iyon alisverisine etki ederek
zardaki bilesiklerin g¢apraz baglanmasina yol agar, iyon gegirgenliginin ve enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. Lipit radikalleri DNA ile de
reaksiyona girerek DNA-MDA iriinleri olusturur. Lipit radikalleri hiicre zarimi rahatlikla
gecerek hiicredeki homeostazisi bozar [Porter, 1984]. ACR kaynakli olusan SOR’lar;
enzim, reseptdr, iyon pompalari gibi molekiillerle birleserek onlarin islevlerini bozarlar.
Yapilan calismalarda ACR kaynakli olusan SOR’larin bobrekte oksidatif strese ve doku
hasarina neden oldugu kanitlanmistir [Ayhanci et al., 2010].

Normal fizyolojik kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan
SOR’lar ve bunlara bagli olusan oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir AO
savunma sistemine sahiptir. Plazmada AQ’lar bir etkilesim i¢indedir. Bu etkilesimden

dolayr bilesenlerin tek baslarina yaptiklar: etkinin toplamindan daha fazla bir etki



olusmaktadir. Bu etkilesime ©mek, glutatyonun askorbati, askorbatin da tokoferoliin
yeniden aktiflesmesini saglamas: verilebilir. Toplam AO kapasitenin (total antioxidant
capacity = TAC) olglimii, AO’larin tek tek dlctimiinden daha degerli bilgiler verebilir, bu
ylizden kanin antioksidatif durumunu saptamada, bireysel AO’lardan ziyade bunlarin
toplam AO degerini veren TAC 6l¢limii yayginlagsmaktadir. Hiicrelerin normal islevleri
sirasinda agifa cikan ve bu hiicrelerin dogal AO sistemleriyle yok edilen SOR, bedende
oksidatif bir denge halindedirler. Bu oksidatif denge saglandigi siirece organizma bu
bilesiklerin zararli etkilerinden korunmus olur. SOR olusum hizi AO sistemin yok etme
gliclinii astiginda, denge bozulur ve SOR’lara bagli oksidatif stres ortaya ¢ikar [McCord,
1993].

CP’nin tirotoksik etkisi birgok g¢alismada kanitlanmistir ancak oksidatif ve nitrozatif
strese neden olmasina ragmen CP nedenli nefrotoksik etki fazla galisiimamistir. CP’nin
toksik etkilerini 6nleyerek daha yiiksek dozlarda kullanilmasina olanak saglayan yontemler
gelistirilmis ise de halen ilag uygulama sistemleri daha duyarh olabilecek ydntemlerin
arayisi icindedir [Pool et al., 1988; Ayhanci et al., 2010].

Son zamanlarda yapilan galismalar karvakrol (carvacrol = Car) gibi bazi fenolik
bilesiklerin hiicre koruyucu etkilerinin oldugunu ortaya koymustur. Kekik yaginin ve kekik
suyunun ana bilesigi olan Car’lin lipozom fosfolipitlerinin peroksidasyonunu baskiladigi ve
cesitli sentetik AO’lardan ¢ok daha yiiksek bir AO aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir.
Ugucu bir monoterpen olan bu bilesik; antimikrobiyal, antifungal, dogal gida koruyucu ve
memelilerde yaslanmay: geciktirici Ozelliklere sahiptir. Ayrica Car’tin  gii¢lii  bir
antimutajen ve antitiimor etkisinin oldugu bildirilmistir [Ipek et al., 2005; Baser, 2008].

Calismamizda CP verilerek olusturulmus bdbrek hasarna karsi, AO 6zellikleri
bilinen Car’iin olast koruyucu etkilerini histolojik ve biyokimyasal yontemlerle (kreatinin,
MDA, glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), toplam AO kapasite
(TAC), toplam oksidan seviye (total oxidant status = TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI)

tlglimlerini yaparak) arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Organizmanin yasami ve biitiinliigli homeostatik dengenin siirdiiriilmesine baglidir.
Homeostaz hem i¢sel hem de digsal stres etkenleriyle siirekli olarak tehdit edilir. Hiicre bu
stres etkenlerine karst kendini koruyucu mekanizmalar gelistirmistir, Aerobik
organizmalar tarafindan organik molekiillerden enerji agiga ¢ikarilmasinda oksijenin
kullanilmasi, bu organizmalar: toksik oksijen iirlinlerinin zararhi etkileriyle karst karsiya
birakmistir, Tlgingtir ki, bu toksik oksijen diriinleri hiicre igin yasamsal olan fizyolojik ve
metabolik siireglerden kaynaklanir [McCord, 1993].

Evrimsel siire¢ icinde, reaktif oksijen tiirlerini (reactive oxygen species = ROS)
etkisiz hale getirmek i¢in AO savunma sistemi olarak tanimlanan koruyucu bir sistem
gelismistir [Halliwell and Gutteridge, 1990]. Bu sistemin gorevi hiicreyi, oksijenin tam
olmayan indirgenmesi sirasinda olusan SOR’larin zararli etkilerinden korumaktir.
Normalde organizmada olusan SOR ile AO aktivite arasinda hassas bir denge vardir, zararli
etkiler g6zlenmez [McCord, 1993].

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bélgede ¢iftler halinde bulunurlar.
Atomlar arasinda etkilesim ile baglar meydana gelmekte ve molekiiler yap1 olusmaktadir.
Atomlarin ¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji diizeylerinde, birbirine zit
momentli ¢iftler seklinde bulunmaya egilimlidirler. En dis y6riingede bulunan elektron
¢iftinin dengesi, ydriingeye bir elektron girmesi ya da g¢ikmasiyla bozulursa, momenti
dengelenmemis bu tek elektron; atoma (ya da molekiile) biiyiik bir aktiflik kazandirir (Sekil
2.1.1). En dig yoriingede eslenmemis bir elektronu bulunan molekiil ya da molekiil
gruplarina “radikal” ad1 verilmektedir ve molekiiltin kimyasal simgesinin sag iist kisesine

konan nokta veya ¢izgiyle gosterilir (R’, R") [Meister, 1994; Cros et al., 1997].



Setbest Radikal

Kararh Molektl

Sekil 2.1.1. Serbest radikalin yapisi. En dig yoriingesinde eslenmemis elektron goriilmektedir.

SOR, atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis tek elektron béliimlerine
verilen isimdir. Bagka molekiiller ile g¢ok kolayca elektron alisverigine giren bu
molekiillere "oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen partikiilleri" de denmektedir.
Oksijen insan yasami i¢in ¢ok elzem olmasina karsin, normal metabolizma sirasinda
tiretilen bazi ROS’lar bedene yogun bir zarar verme potansiyeline sahiptir. Cogunu
SOR’larin olugturdugu ROS’lar normal oksijen molekiiliiyle kargilastirildiginda, kimyasal

reaktivitesi daha yiiksek olan oksijen formlaridir [Halliwell, 1991; Diplock, 1998].

2.1.1. Serbest oksijen radikallerinin simiflandirilmasi

Organizmada pek ¢ok tiirde SOR olusabilir (Tablo 2.1.1.1). Ancak en sik olarak lipit
yapilarla olusur. Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa lipit radikali
meydana gelir. Olusan lipit radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipit peroksi radikalini
olusturur.  Lipit peroksi radikali diger lipitlerle zincir reaksiyonu baslatir ve lipit
hidroperoksitler olusur. Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlan lipit peroksidasyonunu
hizlandirir.  Lipit radikaller yliksek derecede sitotoksik iiriinlere de doniisebilir. Bunlar
arasinda en ¢ok bilinen iiriin aldehid grubundan MDA’dir. MDA ii¢ ya da daha fazla cift
bag iceren yag§ asitlerinin peroksidasyonuyla meydana gelir. Olusan MDA, hiicre
zarlarinda iyon aligverisine etki ederek zardaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar ve

iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur.



MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girebilir ve bundan
dolay1 mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir [Porter, 1984; Kalender
et al., 2002].

Hidrojen peroksit zarlardan kolaylikla gecip hiicreler {izerinde bazi fizyolojik rollere
sahip olabilir, fakat c¢iftlenmemis elektrona sahip olmadigindan radikal olarak
adlandirilamaz. Bu nedenle ROS, siiperoksit gibi radikaller, ayrica hidrojen peroksit gibi
radikal olmayanlar igin ortak olarak kullanilan bir terimdir [McCord, 1993]. Oksijen
molekiilii, orbitalinde ¢iftlenmemis elektron tasiyorsa siiperoksit radikali olarak adlandirilir,
Diger ROS grubunda ise normal oksijenden ¢ok daha hizli bir biyolojik molekiil olan
"singlet oksijen" bulunmaktadir. Singlet oksijen molekiili yapisinda iki adet giftlenmemis
elektron tagir. Singlet oksijen hiicre zarlarindaki ¢oklu doymamis yag asitleriyle dogrudan

reaksiyona girerek lipit peroksitlerin olusumuna yol agar [Halliwell, 1991].

Tablo 2.1.1.1. Oksijen tiirevi bilesikler.

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO") Hidrojen peroksit (H,0)
Alkoksil (RO Singlet oksijen (0,™)
Peroksil (ROO’) Ozon (Os)

Stiperoksit (05) Hipoklorit (HOCI)

Nitrik oksit (NO") Lipit hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NOy) Peroksinitrit (ONOOQO")

Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik bedendeki farkli dogal savunma
sistemleri SOR’lar1 kontrol altinda tutmaktadir. Bu sistemler farkl: hiicrelerde ve farkli

SOR’lar iizerinde rol oynadiklari igin birbirlerini tamamlayici niteliktedir [Diplock, 1998].



2.1.2. Serbest radikaller ve hastaliklar

SOR’lar birgok patobiyolojik olaylarda rol oynamaktadirlar, [ltihabi hastaliklar,
otoimmiin hastaliklar, kanser, radyasyon hasari, g6z hastaliklari, yaslanma, Alzheimer,
diyabet ve birgok kimyasal maddenin toksisite gostermesinde SOR’larin etkili olabilecegi
belirtilmistir [Aydin ve ark., 2001].

SOR’lar kanserin baslangig, ilerleme ve gelisme evrelerinde etkili olmakla beraber bu
etki ilerleme safhasinda daha belirgin, diger safhalarda ise nispeten azdir. SOR etkisi
sonucu DNA ve kromozomlarda kirilma meydana gelir. Cok sayida genin aktivitesi redoks
reaksiyonlari ile kontrol edilir. SOR’lar da redoks reaksiyonlarint baslattiklarindan dolay:
oksidatif stres bazi genlerin aktiflesmesine neden olur. Bdylece, SOR’lar onkogenleri
aktive ederek hiicre gogalmasini artirirlar.

Tiimér durdurma genlerinin SOR’lar tarafindan inaktif edilmesi kanserin baglamasina
sebep olabilir. Deney hayvanlarinin diyetlerinde, kalori sinirlamasi yapilarak metabolik
hizin diistirtilmesi sonucu, timdor goriilme sikliginin dnemli oranda azaldigi goriilmiistiir,
Clinkii, metabolik hizin diisiiriilmesi SOR {iretiminin de azalmasina neden olur.

Yaslanmanin metabolizma hizi ile ters orantili oldugu diisiiniilmektedir, Hizh
metabolizmada oksijen tiiketimi ve bunun sonucunda SOR {tiretimi artar. Bu radikaller de
yaslanmay1 hizlandirirlar. Bu goriis son yillarda yapilan galismalar sonucu biiyiik ilgi
toplamistir. 1956 yilinda Harman tarafindan ortaya atilan bu teoriye gire yaglanma, normal
hayat siiresince meydana gelen SOR’larin sebep oldugu yikimlarin bir sonucudur. Buna
gore, metabolizmasi hizli ve fazla oksijen tiiketen ve bdylece SOR iiretimi fazla olan
canlilar daha kisa 6miirlii olacaklardir. Siiphesiz burada AO savunma sistemleri de 6nemli
rol oynarlar.

Memeliler arasinda en uzun Omre sahip olan insanlarda AO bir enzim olan SOD
aktivitesi en yiiksek, en kisa miirlii olan farelerde ise en diisiiktiir. SOR olusumunu artiran
iyonize radyasyon, yaslanmaya benzer bir tablo meydana getirir ve yasama siiresini kisaltir.

Yaslanmada SOR teorisiyle ¢eligkili baz1 bulgular da vardir. SOR’larin 6nemli bir kaynagi



olan sitokrom P-450°nin (CYP450) aktivitesi yas ile ters orantihdir. CAT ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin de yasla birlikte arttig1 kaydedilmistir [Akkus, 1995].

2.1.3. Serbest radikalleri arastirma yontemleri

SOR’larin hastaliklarin patogenezindeki rolii anlasildik¢a bu radikalleri dlgmek igin
gerekli olan tekniklere de ihtiyag artmaktadir. SOR’lar son derece reaktif ve kisa
omirlidirler. Bu yiizden genellikle lipitlerle, proteinlerle ve DNA ile reaksiyonlari sonucu
olusan ¢esitli son firtinlerin dlgiimii ile dolayli yontemler kullanilir. Bunlar arasinda lipit
peroksidasyonunun son iirtinlerinin (MDA) dl¢iimii en ¢ok kullanilan yontemdir. Bundan
baska, protein hasari, DNA hasar1 ve AO seviyelerinin tayini de kullanilabilir.

MDA ve enzimatik AO’lardan GSH, CAT ve SOD diizeylerinin &lgiilmesi en gok
kullanilan yontemlerden biridir. SOR’lar1 direkt 6lgen tek analitik yontem, elektron spin
rezonans (ESR) spektroskopisidir. Cok duyarli olmamasi ve mikromolar diizeyde sabit
konsantrasyonlarda SOR gerektirmesinden dolaytr ESR yonteminin kullanimi yaygin
degildir.  ileri teknik donammm gerektiren ESR yontemi uygulanmasi ve sonuglari
bakimindan ¢ok giivenilir degildir.

Cesitli klinik ve deneysel ¢alismalar, SOR’lar, lipit peroksidasyonu ve peroksidasyon
triinleri ile kanserojenler arasinda bir iliski bulundugunu géstermistir. Birgok kanserojen
maddenin hiicre etrafindaki oksidan stresi artirarak kansere sebep oldugu anlasilmistir. Bu
maddeler SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri dahil hiicrenin AO savunmasinda ani ve
stirekli bir azalmaya sebep olurlar. SOR iireten birgok bilesigin, in vivo tiimérleri
ilerlettikleri gosterilmistir. Radyasyon da SOR tiiretimi ile kansere sebep olur [Akkus,
1995].

2.2. Antioksidan Savunma Sistemi

ROS’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in bedende

“antioksidan savunma sistemi” adi verilen bir¢ok savunma mekanizmalari gelismistir.



Biitiin  hiicreler gli¢lii savunma sistemlerinin varlifi ile oksidatif strese kars:
savagmaktadirlar. Savunma sistemlerini SOR tutuculari ve bazi enzimler olusturmaktadir
ve savunma sisteminde 6ncelikle enzim sistemi etkili olmaktadir [Seven ve ark., 1998].
AQ’lar mekanizmalarina gore, birincil ve ikincil AO’lar olmak tlizere ikiye
ayrilmaktadir. Birincil (enzimatik) AO’lar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek bunlarin
daha zararli formlara doniismelerini ve yeni SOR olusumunu Onleyen bilesiklerdir.
Enzimatik AO kategorisinde yer alan SOD, GSH-Px ve CAT gibi enzim sistemleri
SOR’lar1 yok etme yetenegindedir. Bu enzimler genel olarak SOR’larin DNA, proteinler
ve lipitler gibi hiicresel bilegenlere zarar vermesini sinirlandirmak yoluyla bir hiicresel
bolgeden digerine gegisini de dnleyebilmektedirler. Ikincil (enzimatik olmayan) AO’lar
ise; oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarini kiran C vitamini, E

vitamini, iirik asit, bilurubin ve polifenoller gibi bilesiklerdir [Diplock, 1998].

2.2.1. Enzimatik antioksidanlar
2.2.1.1. Rediikte glutatyon

Organizmanin biitlin hiicrelerinde bulunan ve hiicrelerin protein yapisi disindaki
stilfidril grubu igeriginin %90 kadarini olusturan glutatyon (GSH), zararli bilesiklerin
etkisizlestirilmesinde 6nemli rollere sahiptir. Tripeptit yapidaki GSH (L-y- glutamil-L-
sisteinil-glisin) oksidatif ve elektrofilik stres ve radyasyona kars: hiicrelerin korunmasinda
onemli rol oynar (Sekil 2.2.1.1.1). GSH sitozolik GSH redoks dongiisiinde substrat olarak
rol alirken, ROS’a kars1 direkt olarak da savunma yapabilir [Knapen et al., 1999].

COOH

Sekil 2.2.1.1.1 Rediikte glutatyon (GSH).
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Hiicrede milimolar (mM) derisimde bulunan GSH primer olarak rediikte formda
(GSH) bulunur ancak okside formda (GSSG) disiilfid dimeri olarak da bulunabilir.
GSH'nin hiicresel seviyesi y-glutamil transpeptidaz, aminoasit tagiyicilari, glutatyon
sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazi igeren ¢oklu bir enzim sistemi
tarafindan korunur [Cnubben et al., 2001].

GSH radikal kaynakl hasara karsi koyarken AO enzimlere substrat olarak gorev
yapar ve bir radikal tutucusu (scavenger) gibi davranir. GSH &zellikle peroksidaz ve
rediiktaz enzimlerinin aktiviteleri i¢in son derece Onemlidir. GSSG de indirgenmis
GSH’nin yiikseltgenmesiyle olusur. Oksidatif stres siirecinde, GSH diizeyi azalirken,
GSSG artar. Bu durumda biriken H,O; ve organik hidroperoksitler glutatyon peroksidaz ve
rediiktaz etkisiyle ortadan kaldirilirlar.  Bu bilesigin aktif bir sekilde hiicre disina
ctkarilmast GSH tiikenmesine yol agmaktadir.  GSH, hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine doniismesini de engeller. Proteinlerdeki siilfidril gruplarinm rediikte

halde kalmasimi saglar ve bu gruplari oksidasyona kars1 korur [Knapen et al., 1999].

2.2.1.2. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumlu
enzimdir. Tetramerik ve 4 selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Birbirine kenetli
enzim sistemi GSH-Px ve GSH-Rd glutatyon harcayarak H,O;’nin rediiksiyonunu
katalizler [Cnubben et al., 2001].

H,0, + 2GSH GSH-Px  GSSG + 2H>0
_

ROOH +2GSH GSH-Px GSSG+ ROH + H,0
—_—

GSH-Px’in selenyuma baglh ve bagimsiz 2 izomeri vardir. Selenyuma bagh
izoenzimi selenosistein formunda bulunmaktadir. Bu enzim hem hidrojen peroksiti hem de
organik peroksitleri kullanabilir. Selenyumdan bagimsiz GSH-Px ise, hiicrenin mitokondri
(%30) ve sitozol (%70) fraksiyonlarinda yerlesip, yalmizca lipit hidroperoksitlerini
metabolize edebilmektedir [Cnubben et al., 2001].
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Selenyum bagimli Giyelerden, GSH-Px-1 veya hiicresel GSH-Px biitiin hiicrelerde
eksprese edilen, tetramerik yapida, sitozolik bir enzimdir. Eritrosit, bobrek ve karacigerde
yiiksek miktarda bulunur. GSH-Px-2 veya gastrointestinal GSH-Px insanlarda karaciger ve
gastrointestinal kanalda eksprese edilir; bobrek, kalp, akciger, plasenta ve uterusta
bulunmaz. GSH-Px-3 veya plazma GSH-Px plazmanin lipit kismindan izole edilmis bir
glikoproteindir, akciger, plazma ve diger ekstraselliiler sivilarda bulunur. GSH-Px-4 veya
fosfolipit GSH-Px sitozolde, mitokondri ve hiicre zarinda bulunur. GSH-Px-5 veya
epididimal GSH-Px selenyum bagli degildir ve yalniz epididimiste eksprese edilir. GSH-
Px-6 hiicresel GSH-Px ile homoloji gosterir, burun epiteli ve embriyolarda eksprese edilir

[Haan et al., 1998; Knapen et al., 1999].
2.2.1.3. Glutatyon rediiktaz

Okside glutatyon (GSSG) NADPH bagli flavo enzim olan glutatyon rediiktaz (GSH-
Rd) tarafindan rediikte formuna (GSH) indirgenir [Knapen et al., 1999].

GSSG + NADPH  GSH-Rd 2GSH + NADP

GSH-Rd’nin kalitimi otozomal dominanttir, 8. kromozom iizerindedir. GSH-Px ile
benzer doku dagilimi gosterir. GSH-Rd, flavin adenin diniikleotid (FAD) igerir,
NADPH’den bir elektronun GSSG’nin disiilfid baglarina aktarilmasini katalizler. Bu
nedenle NADPH SOR hasarina kars: gereklidir ve kaynagi pentoz fosfat yoludur (Sekil
2.2.1.3.1) [Ozkan ve Figkin, 2004].
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L HOp
2GS
Clutatyon s Ll
Percksidaz i
Rediktaz Penioz
GSSG NADPH < Fosfat
H* Yolu
2H0
Sekil 2.2.1.3.1. Glutatyon redoks déngiisii.

2.2.1.4. Siiperoksit dismutaz

Siiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit anyonunun hidrojen peroksite dismutasyonunu
katalizler.

O;+0y+2H" _SOD , H,0,+0;

SOD, GSH-Px ve CAT oksijen radikalleriyle olusan hasara karsi baslica enzimatik
savunma mekanizmalaridir. SOD ile O, nin dismutasyonu ile H,O, ¢ikarilmas: hiicre igin
biyolojik avantaj saglar. Hiicreden H,0O; ¢ikarilmasi i¢in SOD, CAT ve GSH-Px enzimleri
ile birlikte galigir [Smith et al., 1983].

SOD enziminin bakir-ginko (Cu-Zn) SOD ve mangan (Mn) SOD olmak iizere iki tipi
vardir. Bunlarin hiicre igindeki dagilimi; tetramerik Mn formunun esas olarak
mitokondriyal matrikste, kismen sitoplazmada; dimerik Cu-Zn formunun ise esas olarak
sitoplazmada ve kismen mitokondri zarlar arasi alanda bulunmasi seklindedir. Karaciger
hepatositlerinde, yaklastk %701 sitoplazmada bulunmaktadir, Cu-Zn SOD enziminin
aktivitesi Cu’a, konformasyonu ise Zn’ya baghdir [Blum and Fridovich, 1985; Mena et al.,
1991].

SOD aktivitesi bakimindan dokular arasinda fark vardir. Karaciger, adrenal bez,
bobrek ve dalakta en yiiksek diizeydedir. Enzimin aktivitesi, doku oksijenasyonuna duyarli

olan biyosentezi araciligiyla diizenlenmektedir [Southorn and Powis, 1998].
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2.2.1.5. Katalaz

Katalaz (CAT), yapisinda hem grubu igerdiginden bir hemoprotein olarak kabul
edilmistir.  Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve miikéz zarda yiiksek miktarda
bulunmaktadir. H;0; olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif tepkimeyle
(tepkime 1) veya H>O» olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle
(tepkime 2) hidrojen peroksiti suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirir. CAT daha gok
hidrojen peroksitin arttig1 durumlarda etkilidir [Anderson and Meister, 1998].

H,0; + AH; — 2H,0 + A (tepkime 1)

H>0; + H;0; — 2 H,0 + O, (tepkime 2)

CAT daha ¢ok peroksizomlarda, GSH-Px sitozol ve mitokondride lokalize olarak
birbirlerini tamamlayict bir yerlesim gosterirler. Béylece hiicre i¢i hidrojen peroksit

konsantrasyonunu etkin bir sekilde diizenlerler [Burk, 1990].

2.3. Toplam Antioksidan Kapasite ve Oksidatif Stres Indeksi

Normal kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olugan SOR’lar ve
bunlara bagh gelisen oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir AO savunma sistemine
sahiptir. Bedenin olusan oksidan durumlara karsi redoks ayarini siirdiirebilmesinde, kan
¢ok Onemli rol oynamaktadir. Kan, AO’larin biitiin bedene tagmmmasimni ve dagitilmasini
saglar [Yao et al., 1998].

Toplam AO kapasiteye en biiylik katki plazmada bulunan AQ molekiillerden
gelmektedir. Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi proteinler
yaninda SOR’lart kapan zincir kirict AO’lar da bulunmaktadir. Albiimin, irik asit ve
askorbik asit insan plazmasindaki total AO durumun %85’inden fazlasini olusturur. Bu
fark kanda bilirubin, indirgenmis GSH, flavonoidler, a-tokoferol ve B-karoten gibi AO
durumun bilesenlerine nazaran albumin, tirik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla
olmasina baghdir. Plazmada AO’lar etkilesim igindedir. Bu etkilesimden dolay

bilesenlerin tek baslarina yaptiklar1 etkinin toplamindan daha fazla bir etki olugmaktadir.
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Bu sinerjizme ornek olarak; glutatyonun askorbati, askorbatin da tokoferolii yeniden
aktiflestirmesini saglamasi verilebilic. Toplam AO kapasitenin dl¢iimii, AO’larin tek tek
olglimiinden daha degerli bilgiler verebilir. Bu yiizden kanin AO durumunu saptamada
bireysel AO’lardan ziyade bunlarin toplam AO degerini veren toplam AO kapasite dl¢ilimii

yayginlasmaktadir [Ghiselli et al., 2000; Erel, 2004].
2.4. Antineoplastik Ilaglar ve Nefrotoksisite

Antineoplastik ilaglarin ¢ogu antitiimor etkilerini dogrudan DNA iizerine etki ederek
va da hiicre béliinmesini 6nleyerek gosterirler. Ideal bir kanser ilaci sadece timdr
hiicrelerini hedef almali, sitotoksik veya sitostatik etki ile tiimér ¢ogalmasmi azaltmalidir.
Gergekte spesifitenin az olmasi nedeniyle ¢ogu kanser ilacinin normal hiicre ve organlar
{izerine de yan etkileri vardir [Kintzel, 2001; Viale and Minetti, 2003].

Antineoplastik ilag tedavisine bagl nefrotoksisite kemoterapinin en sik goriilen yan
etkilerinden biridir. Kemoterapiye bagli glomerular filtrasyon hizinin (GFR) azalmasi,
serum elektrolit dengesinin bozulmasi ve anormal idrar bulgulari goriilebilmektedir. Bu
durum bazen akut bobrek yetmezliginden kalici bdbrek hasarina yol agacak kadar ciddi
boyutlara ulasabilir [Kintzel, 2001]. Bébrekler; yiiksek kan akimi ile karsilasmasi,
mediiller interstisyumda toksinleri konsantre etme yetenegi ve tiibiiler epitelde spesifik
tastyicilara sahip olmasi nedeniyle toksik zedelenmeye olduk¢a duyarlidir [Siileymanlar,
1996]. Nefrotoksinler renal perflizyonu azaltip oksijen tasinmasina engel olarak, hiicresel
oksijen ve adenozin trifosfat (ATP) kullanimim artirarak ve direkt olarak mitokondrilerdeki
enerji iiretimini bozarak etkilerini gosterirler [Weinberg, 1993]. llaglar bobreklerden
glomertiler filtrasyon ve aktif tiibiiler taginma yoluyla atilir. Nefrotoksik etki 6nce hiicresel
hasara sonra da boébrek islevlerinde bozulmaya neden olur [David and Berndt, 2001].
Antimetabolitler, alkilleyici ilaglar, antrasiklinler ve metotreksat en sik nefrotoksisiteye

neden olan antineoplastik ilaglardir [Fillastre and Godin, 1998].
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2.5. Alkilleyici Bilesikler

Kanser tedavisinde kullanilan en 6nemli ilag gruplarindan biri alkilleyici (sitotoksik)
bilesiklerdir [Meister and Anderson, 1983]. Bifonksiyonel sitostatikler olarak tanimlanan
bu bilesikler genel olarak hiicre fonksiyonlarini amino, karboksil, siilfidril ve fosfat
gruplarina kovalent baglanarak bozarlar. En sik baglandiklari hiicre bélgeleri hiicrenin
deoksiriboniikleik asit (DNA), riboniikleik asit (RNA) ve protein kisimlaridir. Etkili
olabilmeleri i¢in hiicre proliferasyonu gerekirken faz spesifik etki gostermezler. Glutatyon
konjugasyonu ve DNA tamir mekanizmalarindaki degisiklikler ilag rezistansinda dnemlidir

[Yagoda et al., 1972].

Bu bilesiklere iyonize 1gmnlarin etkisini artirdiklari igin “radyomimetikler” de denir.
Tipki iyonize igmnlarda oldugu gibi alkilleyici ajanlar bir taraftan tiimor inhibisyonu
yaparken diger taraftan normal hiicrede kanserojen dzellik gosterirler. Kimyasal yapilarina

gore 5 alt gruba ayrilarak incelenebilirler:

1. Azotlu hardallar (siklofosfamid, ifosfamid, mekloretamin, melfalan ve
klorambusil),

2. Etileniminler ve metilmelaminler (aziridin),

3. Alkil siilfonatlar (busulfan),

4. Nitrozoiireler (karmustin, lomustin, semustin ve streptozosin),
5. Triazen ve hidrazin tiirevleri (dakarbazin ve prokarbazin)

Birinci Diinya Savagi sirasinda zehirli gaz olarak kullanilan ve ciltte toksik vezikiil
olusturan kiikiirtlii hardal (stilfir mustard, dikloroetilsiilfiir) maddesinin insanlarda lenfoid
doku ve kemik iliginde atrofi yaptiginin saptanmasi, daha sonraki yillarda azotlu hardal
(nitrojen mustard) bilesiklerinin hem kimyasal savas araci olarak gelistirilmesine ve hem de
deney hayvanlarindaki tiimérlerde denenmesine yol agti. Bu incelemeler sonunda 1948°de
bir azotlu hardal olan mekloretamin adli bir alkilleyici ila¢ klinikte kullanilmaya basland:

ve bdylece modern kanser kemoterapisi ¢agi agilmis oldu. Alkilleyici ilaglar en uzun bir
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siireden beri kullanilan ilaglar olmalarinin yaninda, halen en fazla kullanilan antineoplastik

ilaglardir [Kayaalp, 1998].

2.6. Siklofosfamid

CP nitrojen mustard tipi alkilleyici antineoplastik bir ilagtir. Tek basina veya diger
kemoterap6tik ilaglarla birlikte birgok neoplastik ve non-neoplastik hastaligin tedavisinde
kullanilir. Karacigerde aktif metaboliti olan fosforamid mustard (phosphoramide mustard =

PAMY a doniiserek etkinlik kazanir [Hamsa and Kuttan, 2011].

CP’nin kanserostatik aktivitesi PAM olusumunu veren ‘hepatik mikrozomal karma
fonksiyon oksidaz’ sistemi ile metabolizmasina baghidir [Bernacki et al., 1987]. CP’nin

kimyasal yapisi sekil 2.6.1°de gosterilmistir.

C'H,—CH,—CT
O N / 1 )
cnz/ N P /N

CH,~CH,-CI

Sekil 2.6.1. Siklofosfamid; 2-bis (kloroetil) amino tetrahidro-2H-1,2,3-oksazofosforin 2 oksit
[Budavari, 1987].

P-450 monooksijenaz sisteminin etkisi altinda CP, 4-hidroksi CP’ye metabolize olur.
Bu metabolit, enzimatik olmayan bir yolla aldofosfamide yeniden diizenlenir. Bu da PAM
ve akrolein (acrolein = ACR)’e ayrlir (Sekil 2.6.2). PAM’in DNA’ya baglanarak hiicre
boliinmesini baskiladigi, CP’nin bagisiklik baskilayici ve antitiimér etkilerine aract oldugu

diistinilmektedir. ~ Diger taraftan ACR’nin Onemli makro molekiillerinin siilfidril
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gruplariyla ¢abucak reaksiyona girdigi bdylece bagisikligin baskilanmasinda rol oynadigi
diistiniilmektedir [Kwon et al., 1987; Pool et al., 1988; Kawabata et al., 1990].

O—CH;

N / N\ M=-N(CH;- CH)Cl),
M.P CH,
hepatik \NH 4
sitokromn P-450 2 =R
slsteral Siklofoslfamid
O- CH- O —CH-
o / o
N AN . N
l\I.P\ CH; g = MP 51{2
NH-CH NH,CHO
1
OH
4-lhidroksisiklofosfamid Aldofosfamid
hepatik
) B aldehid oksidaz non - enzimatik
enzimatik
o O—CH, O—CH,
\/ O / \ MP-0+CH CH-CHO
\ N § 0
M.P CH,; M.P CHxy NH, Akrolein
/ \ b e
NH-C NH ,COO0H I Fosfamid
\\\O : mustard
Karboksifosfamid 1
4-Ketosiklofostamid !
1
- : I| TOKSIK
| INAKTIF ME TABOLITLER' : METABOLITLER |

Sekil 2.6.2. Siklofosfamid metabolizmasi.

ACR iiroepitelyumu gegerek ve bazt ROS’lar1 uyararak etkisini gosterdigi gibi nitrik
oksit sentaz (NOS) iizerinden nitrik oksit (NO) seviyelerini artirarak da gdsterir (Sekil
2.6.3) [Korkmaz et al., 2007]. NO bircok Snemli fizyolojik ve fizyopatolojik siireci
diizenleyen SOR onciilt bir tirlindiir. L-argininden NOS yoluyla sentez edilmektedir ve
NOS’un 3 tipi vardir. Endotelyal NOS (eNOS) endotelyal hiicrelerden ve fibroblastlardan
sentez edilir ve ana olarak vazodilatasyondan sorumludur. Sinir sisteminde iiretilen
noronal NOS (nNOS) sinirsel sinyalizasyonda gorev alan bir enzimdir. Indiiklenebilir NOS

(INOS), Iokosit ve makrofajlarda sentezlenir.  Genel olarak patolojik durumlarda
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sentezlenen INOS’un aktivasyonu ile eNOS aktivasyonundan ¢ok daha fazla NO iiretilebilir
[Szabo, 1996]. Hemorajik sistit durumunda subiiretelyumda iNOS iireten immiinoreaktif
hiicrelerin sayist artmaktadir. Ayrica ACR’nin tetikledigi mekanizmalar sonucunda
interlokin-a, TNF-B, trombosit aktive edici faktdr, COX-2 ve giiglii bir oksidan olan

peroksinitrit seviyeleri artmaktadir [Korkmaz et al., 2005].

z : Acrolel
Olesidatltatres L-Sitruilin
I iNOS _ L-Arginin
NO,,NO, ONOO™ ‘NO
1 = 1 Oksidatif patiamalar
CAT t SOD e
HZO [ RN Hzoz roz Hitcresel solunum

GPx \
GSH GS58G Covresel faktorier

Sekil 2.6.3. ACR’nin iiroepitelyal hiicreye girmesi, reaktif oksijen tiirevlerinin ilretimi ve iNOS
aktivasyonunun artmasiyla baslayan ve DNA hasariyla sonuglanan siire¢ [Korkmaz et al., 2007].

Hematolojik ve solid tiimorlerin tedavisinde basarili bulunan CP, hem oral hem de
parenteral olarak kullanilir. CP’nin plazmadaki yarilanma dmrii 6,5 saattir. Parenteral
olarak verildiginde aktif metabolitlerin plazma konsantrasyon pikine ulasmasi 2-3 saat siirer

[Akcasu ve ark., 1992]. CP’nin kullanildig: alanlar sunlardir:

e Hodgkin dis1 lenfomalar [Glode et al., 1981]
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e Cocuklarin akut lenfositik 16semisi [Bokser et al., 1990]
o Kii¢iik hiicreli olan veya olmayan akciger kanseri [Thatcher et al., 1988]
e Pediatrik solid tiim&rler [Bramwell et al., 1987]

Bunun yam sira, giiglii bir bagisiklik baskilayici oldugundan romatoid artrit,
¢ocuklarm nefrotik sendromu [Koyoma et al., 1977], Behget hastaligi [Ozyazgan et al.,
1992] ve diger baz1 otoimmiin hastaliklarda da kullanilmaktadir [Kayaalp, 1998].

CP’nin en sik goriilen yan etkisi bulanti, kusma ve diger gastrointestinal bozukluklar
ile kemik iligi depresyonudur [Ayhanci et al., 2009]. CP’nin sinir dozunda gosterdigi
toksisitenin kemik iligini baskilayici toksisite oldugu ileri siiriilmiistiir [Thatcher et al.,
1988].  Kemik iligi depresyonuna bagl olarak lokopeni, trombositopeni, ve bazi
hastaliklarda alopesi gelismektedir [Banham et al., 1985; Akgasu ve ark., 1992]. CP’nin
siganlarda alopesi yaptigi deneysel bir ¢alismada gosterilmistir [Hussein, 1995]. CP
dzellikle daha once kemoterapi gormiis hastalarda 16kopeni yapmaktadir [Bramwell et al.,
1987]. Klinik bir ¢aligmada ileri derecede melonomali hastalara diisiik dozda (350 mg/kg)
CP verildiginde baskilayicit T hiicresi sayisinin oldukga azaldigi gésterilmigtir [Mitchell,

1989].

HS, CP’nin en biiyiik potansiyel toksik etkisi olup bu doz kisitlayic1 bir yan etkidir.
Uzun siireli veya yiiksek doz CP tedavisinden sonra hastalarin %40’inda HS gelistigi
bildirilmistir [McEvoy et al., 2004]. HS, CP’nin aktif metaboliti olan ACR tarafindan
tiriner epitelin hasar gérmesi sonucu olusur. HS birkag saat iginde gelisir ve tedaviyle bir

iki hafta iginde diizelir [Miller et al., 1994].

Bu nitrojen mustard grubu sitostatik ilacin {irotoksisitesi sadece alkilleyici
aktivitelerine baglanmamuistir. Bununla beraber {irotoksisiteden CP’nin hepatik
mikrozomal enzimatik hidroksilasyon yoluyla iiretilen 4-hidroksi metabolitlerinin ve
ozellikle de renal ACR salinimmin sorumlu oldugu bilinmektedir. Ancak yine de ACR

detoksifikasyonu HS semptomlarini tamamen engellemez [Brock et al., 1982; West, 1997].
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2.7. Karvakrol’iin Genel Ozellikleri

Aromatik hos bir koku ve lezzet verici 6zelliginden dolay: besin olarak kullandigimiz
bitki gesitlerinden birisi de “kekik™tir. Tedavi amagli ilag olarak da degerlendirilen kekigin
tilkemizde ticareti de yapilmaktadir. Hepsi Ballibabagiller (Lamiaceae) familyasina bagh
kekik tiirlerinin dahil oldugu Origanum, Thymbra, Coridothymus, Satureja ve Thymus
cinsleri vardir. Ugucu yag iiretiminde kullanilan tiirlerinin ise Origanum onires (bilyals
kekik, Izmir kekigi), Origanum minutiflorum (Siitgiiler kekigi, yayla kekigi, toka kekigi),
Origanum majorana (beyaz kekik) ve Origanum syriacum var. bevanii (dag kekigi, Suriye
kekigi, Israil kekigi)’dir. Thymus vulgaris L.’nin yapraklariin sulu $ziitiinin ya da
bundan saflastirilmis ugucu yaglarinin halk tarafindan tedavi i¢in kullanildigi bilinmektedir

[Bager, 2001; Baser, 2002].

Solunum bozuklugu, bronsit, iist solunum yolu rahatsizliklar, oksiiriik, bagirsak
kramplari, sindirim sistemi diizensizlikleri, mide agrisi, dolasim ve bosaltim sistemi
bozukluklari, soguk alginligi, romatizma, nezle gibi ¢ok sayida rahatsizliga ve enfeksiyona
karsi kullanilmaktadir. Bu bitkinin 6ziit ya da yaglarinin yaslanma 6nleyici, antibakteriyel,
antifungal, antiseptik 6zellikleri vardir. Ugucu yagin % 60’tan fazla bir kismim karvakrol
(Car) ve timol olusturmaktadir. Kekik tirlerinin yer aldigi Labiate familyasinin tiim
cinslerinde ortak ozellik, yiiksek miktarda ugucu yag icermeleri ve ugucu yagin ana
bilesiminin kekige kendine 6zgii kokusunu veren Car ve/veya timol’iin olmasidir [Baser,
2001; Baydar et al.,, 2004]. Ayrica Car’iin Anabasis, Carum, Cinnamomum, Mentha,
Ocimum, Zea gibi bitkilerden de izole edilmektedir [Golob et al.,1999]. Car, CioH;40
kimyasal formiilli ve 2-metil-5-(1-metiletil)fenol kimyasal isminde monoterpenoik

fenoldiir (Sekil 2.7.1).
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OH

Sekil 2.7.1. Karvakrol’tin kimyasal formiilii [Stammati et al., 1999; Carvalho et al., 2003].

Car’iin 2-hidroksi-1-metil-4-(1-metiletil) benzen, 2-hidroksi-pcymene, 2-metil-5-
izopropilfenol, 3-izopropil-6-metilfenol, antioksin, izopropil-o-cresol, izotimol, p-cymen-2-
ol ve 5-izopropil-2-metilfenol gibi sinonimlerine de rastlamak miimkiindiir [MSDS; FAO;

De Vincenzi et al., 2004].

Bu bilesik alkol ve eter ile kolay bigimde ¢éziinebilir ancak, su ile kolay ¢6ziinemez.
Car’iin c¢esitli aktiviteleriyle ¢ok sayida AO ozellikleri belirlendigi i¢in ve kimyasal
yapisinda OH™ gruplari bulunmasindan dolay1 AO olarak degerlendirilebilir [Kulisic et al.,
2004]. Origanum vulgare’de yiiksek oranda Car ile timol bulunur ve ugucu yagin SOR
baglayici 6zelligini sergilerler [Sahin et al., 2004]. Son yapilan bir arastirmada da Car’iin
genotoksik maddelere kars: insan saglifini koruyabilecegi bildirilmigtir [Ipek et al., 2005].
Car’iin bu tip 6zellikleri Anadolu Universitesi Tibbi ve Aromatik Bitki ve Ila¢ Arastirma
Merkezi (TBAM) tarafindan yapilan galigmalarla da desteklenmektedir [Baser, 2001].
Car’iin subakut, kronik toksisitesi ile lireme saglig1 izerine ve teratojenik etkilerine ydnelik

veri bulunmamaktadir [De Vincenzi et al., 2004].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Gerecler

Calismamizda 3-4 ayhk, erkek, 220+20 gram agirhiginda, saglikli, Sprague-Dawley
cinsi, albino siganlar kullamildi. Biitiin deney hayvanlan T.C. Saglik Bakanhg Refik
Saydam Hifzissthha Merkez Baskanligi Deney Hayvanlar1 Uretim Laboratuari’ndan temin
edilerek Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvari’nda normal musluk suyu ve pellet yemle standart

bir ¢evre yasaminda beslendi.

Bu ¢alisma ESOGU Deney Hayvanlari Etik Kurulu'nun 16.02.2011 tarihli ve
213/2011 nolu karari ile kabul edilmistir. Karar érnegi ektedir.

3.2. Yontemlerin Uygulanmasi

3.2.1. Deney hayvanlarinin hazirlanmasi

Biitiin deney hayvanlar1 enjeksiyondan 6nce bir haftalik karantinaya alindi ve deney
siiresince 12:12 saat aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (22 °C) ve nemi (%45-50)
otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatildi. Siganlar Tablo 3.2.1.1° de gdsterildigi gibi
her grupta 7 hayvan olacak sekilde kontrol dahil 13 ayr1 gruba ayrildi ve her kafeste 4
hayvan olacak sekilde yerlestirildi. Hayvanlar ilk enjeksiyondan ve &ldiiriilmeden 6nce
tartilarak agirliklar: saptandi.

Deney bittifinde, tiim siganlarin etik kurallarina uygun olarak, ketamin/ksilazin
anestezisi altinda toraks1 acilip ylirege enjektorle girilerek kalp kani yapilacak isleme gore,

normal ve EDTA’1 tiiplere alindi.
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Tablo 3.2.1.1. Uygulanan Siklofosfamid ve Karvakrol’iin gruplara gére dagilimu.

ruplar
50 mg/kg 100 mg/kg 150 mg/kg 0.5 mL 5 mg/kg 10 mg/kg

Dozlar
CP CP Ccrp zeytinyagi Car Car

Kontrol

1. grup +

2. grup +

3. grup +

4. grup +

5. grup +

6. grup +

7. grup + *

8. grup + *

9. grup + *

10. grup + +

11. grup + +

12. grup * +

3.2.2. Siklofosfamid ve karvakrol uygulamasi

Deneyde 1, 2, 3, 7, 8, 9, 10, 11, 12. gruplara tek doz intraperitonal (i.p) olarak
uygulanan CP Sigma’dan (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) temin edildi
(Cyclophosphamide Monohydrate, katalog no: C0768). CP dozlari 6nceki ¢alismalara gore
(50, 70, 100, 120, 150 ve 200 mg/kg) diizenlendi [Lerza et al., 1988; Uchida et al., 1994;
Slattery et al., 1995; Ayhanci et al., 2010]. Deneylerimizde CP’nin ii¢ farkli dozu (50, 100,
150 mg/kg) uygulandu.
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Deneysel ¢alismamizda 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12. gruplara i.p olarak iki farkli dozu (5
ve 10 mg/kg) uygulanan %98 safliktaki Car Sigma’dan (Sigma-Aldrich, Germany)
(Carvacrol, katalog no: 282197-%98) temin edildi. CP’nin 500 mg’1 25 mL bidistile suda
eritilerek 25 mL/500 mg CP igeren ¢6zelti hazirlandi. Car’iin ise 5 ve 10 mg/kg’1 0.5 mL
zeytinyag ile birlikte enjeksiyona hazir hale getirildi. Bu kimyasal maddeler ve kontrol

gruplarina uygulanan uygun dozlardaki serum fizyolojik (sf) i.p. olarak verildi.

Ik enjeksiyondan ve oldiiriilmeden once deney hayvanlari tartilarak agirhiklar
saptandi. Sadece CP verilen ilk ii¢ gruptaki hayvanlar CP enjeksiyonundan 3 giin sonra
anestezi edildi.  Car ile birlikte CP verilen gruplarda, Car uygulamasma CP
uygulamasindan ii¢ giin 6nce bagland: ve deney sonuna kadar devam edildi. Dérdiincii
glinde hayvanlar tekrar tartilarak uygulanacak CP dozu belirlendi bdylece dérdiincii giin
CP+Car verildi. Yedinci giin hayvanlar anestezi edilerek kan ve bdbrekleri alindi [Uyar ve
ark., 1990; Ayhanci et al., 2010]. Car’tin CP ile birlikte 5 ve 10 mg/kg’ lik dozlarindan
baska, 5 ve 10 mg/kg’lik dozlar da tek basina kullanild: (Tablo 3.2.2.1).

Tablo 3.2.2.1. Siklofosfamid ve Karvakrol’iin gruplara uygulanma sekli.

1 2 3 4 5 6 7
CP e Kesim
Car e + + + + + Kesim
CP+ Car Car Car Car CP + Car Car Car Kesim
Kontrol sf sf sf sf sf sf Kesim
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3.3. Bobrek Dokusu Malondialdehid Diizeyinin Belirlenmesi

MDA 6l¢limit Uchiyama ve Mihara ydntemine (1978) gore yapildi. Bu ydntemin
esast, MDA'nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asitle olusturdugu rengin 532 nm’de
absorbansinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.

Cikarilan her bobrekten elde edilen dokularin yaklasik 50-100 mg’lik kismi MDA
olgtimii igin kullanildi. MDA 8l¢iimii i¢in kullanilan dokular +4°C’de 0.5 mL/L Triton X-
100 igeren %1.15°lik KCI ¢ozeltisi i¢inde homojenize edildi. Homojenatlar 3000 rpm’de
10 dakika (dk) santrifiijlenerek elde edilen siipernatanlarda ilgili lgiimler yapildi.

Kullanilan Cozeltiler:

1. Doku homojenizasyon tamponu: 1.15 gr KCI hassas terazide tartildi ve son hacim
distile su ile 1 L’ye tamamlandi. Olusan ¢zeltinin {izerine 0.5 mL Triton X-100 eklendi.

2. %1°lik H;POy ¢zeltisi: Bir miktar saf su {izerine 2.94 mL %85°lik H;PO4 alind: ve
son hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandi.

3. Tiyobarbiturik asit (TBA) ¢dzeltisi: 0.67 gr TBA tartildi ve 50 mL distile suda
magnetik bar yardimiyla 10 dk karistirildi.  Ardindan iizerine 50 mL asetik asit ilave
edilerek ¢oziildii.

4. Standart c¢ozeltiler: 8.3 pL tetrametoksipropan 0.01 M HCI ¢ézeltisine eklendi ve
50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu olusan 10 pmol/mL’lik ara stok ¢ozeltiden diliisyonlar
yapilarak 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 nmol/mL’lik standart ¢6zeltiler hazirlandi.

Tablo 3.3.1. Doku MDA seviyesi l¢giimii igin yapilan reaksiyon karigimi.

Reaktifler Eklenen Miktar (mL)
Doku homojenati 0.5
H;PO, 3
Tiyobarbiturik asit 1

Tablo 3.3.1°de verilen karigim vortekslendi. Ardindan 100 °C’de etiivde inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra 4000 rpm’de 10 dk santriflij yapildi. Siipernatanlar ELISA
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pleytine pipetlendikten sonra 532 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iim yapildi. Sonuglar

ise nmol/g protein MDA olarak hesaplandi.

3.4. Bobrek Dokusu Katalaz Diizeyinin Belirlenmesi

CAT enzim aktivitesini belirlemede Aebi (1987) yontemi kullanildi. Bu y8ntemin
temeli H>Oz’nin enzimatik bozulmasi sonucu 240 nm’de absorbanstaki diisiisiin takip
edilmesine dayanir.

Kullanilan Cozeltiler:

1. Fosfat tamponu (pH=7.0 ; 50 mM): 6.81 gr KH,PO, deiyonize suda ¢6ziilerek son
hacmi 1 L’ye tamamlandi. 8.9 gr Na,HPO,.2H,O deiyonize suda ¢éziilerek son hacmi
1L’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiler sirastyla 1:1,5 oraninda karistirildi ve gerektiginde asit
veya baz ilavesi yapilarak pH=7,0 ‘a ayarlandi.

2. Hidrojen peroksit: 240 uL %30’luk H,O,’den almarak son hacim fosfat tamponu
ile 50 mL’ye tamamlandi (giinliik hazirlandi).

Doku homojenatlar: fosfat tamponu ile 3 kat seyreltilerek §lgiim yapilacak numuneler

olusturuldu. Asagidaki tabloya gore pipetlemeler yapildi.

Tablo 3.4.1. Katalaz aktivite tayini i¢in yapilan reaksiyon karigima.

Reaktifler Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 0.7 | e

Numune 15 1.5

H0, 0.75

H;0, eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 saniye (sn)
stireyle her 10 sn’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen diisiisler izlendi.
Absorbanslardaki diistisiin 0.015 ile 0.100 arasinda olmasina dikkat edildi. Eger bu

aralikta diisiis olmazsa numune diliisyonlar1 yeniden ayarlanmalidir.
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CAT aktivitesinin belirlenmesinde birinci mertebede reaksiyon hiz sabiti (k)
kullanildi. Absorbanslardaki 10 sn’lik diigiis i¢in asagidaki formiile gdre hesaplamalar
yapildi.

k=(2,3/10) x log (A1/Az) sn™ (1)

Burada;

A= Baslangi¢ absorbansi

A;= 10 sn sonraki absorbanstir.

Esitlik 1’e gore bulunan k degeri seyreltme faktorii ile carpildi. Ardindan bébrek
dokularinda gram protein bagima CAT aktivitesi hesaplandi (U/gr protein).

3.5. Bobrek Dokusu Siiperoksit Dismutaz Diizeyinin Belirlenmesi

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in (1988) gelistirdigi yontemin modifiye
edilmesi sonucu yapildi. Bu yontem, ksantin-ksantin oksidaz ile olusan siiperoksitlerin
SOD tarafindan kullanilarak, nitroblue tetrazolium (NBT)’dan mor renkli formazan boyasi
olusumunun engellenmesi esasina dayanir.

Ortamdaki SOD aktivitesi ne kadar yiiksek ise ortamdan o kadar ¢ok O, kaldirilacag
i¢in reaksiyondan sonra olusan rengin siddeti daha az olmalidir. Reaksiyon sonucu olusan
renkli bilesigin absorbans: 560 nm’de spektrofotometrik olarak dlgiildii.

Kullanilan Cozeltiler:

1. 0.3 mM ksantin ¢ozeltisi: 3.65 mg ksantin alindi ve 80 mL deiyonize suda ¢oziildii.

2. 0.6 mM EDTA ¢ozeltisi: 8.93 mg EDTA alind1 ve 40 mL deiyonize suda ¢dziildii.

3. 150 uM NBT c¢ozeltisi: 4.9 mg NBT alindi ve 40 mL deiyonize suda ¢oziildii. NBT
cozeltisi SOD reaktif karigimina en son eklendi.

4. 400 mM Na,CO; ¢ozeltisi: 1.01 g Na,COj5 alindi ve 24 mL deiyonize suda ¢ziildil.

5. % 0.1’lik Bovin Serum Albumin (BSA) ¢6zeltisi: 12 mg BSA’dan alindi ve 12 mL
deiyonize suda ¢oziildil.

Yukaridaki bes ¢zelti karigtirilarak SOD reaksiyon karisimi elde edildi.
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6. 2 M Amonyum siilfat ¢ozeltisi: 2.64 gr amonyum siilfat 10 mL deiyonize suda
¢oziildii. Ksantin oksidaz enziminin diliisyonunda kullanildi.

7. 0,8 mM CuCl; ¢ozeltisi: 5.37 g CuCl, alind1 ve 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.

8. 167 U/L ksantin oksidaz ¢ozeltisi: 3,3 U/mL’lik orijinal siseden 101 pL alinip 2
mL’ye tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi giinliik hazirlandi.

10,9,8,7,6,5,4,3,2,1,0.5,0.25, 0.125 U/mL’lik SOD standartlan kullanildi. SOD
standartlari pH’si 7.4 olan 50 mM’lik Tris-HCI ¢ozeltisi ile dilue edilerek hazirlandi.

Standart ve kore etanol/kloroform asamasi uygulanmadi. Numuneler 4 kat seyreltildi.

Tablo 3.5.1. SOD aktivitesi dl¢iimii i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi.

Reaktifler Miktar (mL)
Standart/Dilue Numune 0.25
SOD reaksiyon karigimm 1.25
Ksantin oksidaz 0.25
25°C’de 20 dakika karanlikta inkiibasyon
Bakir kloriir 0.5
560 nm’de spektrofotometrik 6lgtim

Hesaplamalar asagidaki esitlige gtre % inhibisyon cinsinden yapildu.

(A kor — A numune)
% inhibisyon = x 100
A kor

3.6. Bobrek Dokusu Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi

GSH olglimii, Afzal ve arkadaslarinin (2002) gelistirdigi yontemden modifiye
edilerek yapildi. 0.2 mL doku homojenat: alindy, tizerine %3’liik 400 pL. metafosforik asit
eklendi ve vortekslendi. Oda sicakliginda 25 dk bekletildi, ardindan 10.000 g’de +4°C>de 5
dk santrifiijlendi. Sep-Pak marka C-19 kati faz ekstraksiyon kolonundan 400 pL
sitpernatan gegirildi (Bu islemden 6nce kolon 400 pL metanol ile 2 kere sartlandirildi).

Daha sonra kolon 400 pL %0.1°lik TFA ile eliie edildi. Eliient viallere alinarak HPLC’de
calisildi.



29

Kullanilan Cozeltiler:

1. %0.1’lik Trifloroasetik asit ¢ozeltisi: Orjinal siseden 1000 uL TFA alindi, son
hacim HPLC safligindaki su ile 1 L.’ye tamamlandi.

2. Metafosforik asit ¢ozeltisi: 1.5 gr metafosforik asit bir miktar HPLC saflifinda su

ile ¢oziildli ve son hacim HPLC safligindaki su ile 50 mL’ye tamamland:.

Tablo 3.6.1. GSH 6l¢timii igin kullanilan HPLC ayarlar1 ve kolon.

Enjeksiyon Hacmi 10 pl.
Mobil faz %065 Asetonitril, %35 %0.1 TFA
Akis Hizi 1 mL/dk
Dedektoriin dalga boyu 210 nm
Kolon C-18 Fortis UniverSil C18
250 x 4.6 mm, 5 pm partikiil ¢aplh

3.7. Toplam Antioksidan Kapasitenin Ol¢iimii

TAC firetici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ticari kolorimetrik assay kit (Rel
Assay, Ref. RL27, Tiirkiye) kullanilarak dlgiildii. Orneklerin absorbanslari 530 nm dalga
boyunda VERSA max tunable microplate reader (Designed by molecular Divices in

California, USA) kullanilarak belirlendi [Erel, 2004].

3.8. Toplam Oksidan Seviyenin Ol¢iimii

TOS diretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda ticari kolorimetrik assay kit (Rel
Assay, Ref. RL27, Tiirkiye) kullanilarak 6lgiildii. Orneklerin absorbanslar1 530 nm dalga
boyunda VERSA max tunable microplate reader (Designed by molecular Divices in

California, USA) kullanilarak belirlendi [Erel, 2005].
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3.9. Oksidatif Stres Indeksinin Ol¢iimii

TOS/TAC oram alinarak OSI degeri hesaplandi. Hesaplama sirasinda, TAC
degerlerinin birimi, mmol Trolox equivalent/L cinsinden pumol Trolox equivalent/L cinsine
doniistiriildi. OSI, OSI = [(TOS, umol H,0, equivalent/L) / (TAC, umol
Troloxequivalent/L) x 100] formiilii kullanilarak hesapland: [Aycicek et al., 2005].

3.10. Histolojik Analizler

Mikroskobik inceleme igin hayvanlarin sag bobrekleri %10° luk formaldehitte fikse
edildikten sonra olagan doku takip islemleri yapilarak parafine gdmiildi. Elde edilen
parafin bloklardan 4-5 pm kalinhginda alinan seri kesitler hematoksilint+eozin (H+E)
boyama teknigi ile boyanarak isik mikroskobu altinda incelendi. Incelemede kanama,
inflamasyon, tiibiiler atrofi, tlibiiler nekroz, glomeriil hasari, Bowman kapsiil araliginda

daralma dikkate alind1. Tiim mikrograflar Olympus marka DP70 kamera ile elde edildi.

3.11. istatistiksel Degerlendirmeler

Tiim veri analizleri SPSS 20.0 ve SigmaStat 3.5 paket programlar ile yapilmistir.
Stirekli nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak, nitel veriler ise n, ortanca deger,
25’inci ve 75’inci yiizdelik degerler olarak ifade edilmistir. Bagimsiz 6l¢iimlerden olusan
ve normal dagilim gosteren stirekli veriler, One Way Anova (bu testin goklu
karsilastirmalarinda Tukey ve Student Newman Keuls yontemlerinden yararlanilmistir)
testi ile, normal dagilim gGstermeyen skor degiskenlerinden olusan veriler ise Kruskal-
Wallis (bu testin ¢oklu Kkargilagtirmalarinda Tukey ve Student Newman Keuls

yontemlerinden yararlanilmistir) testi ile analiz edilmistir.
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Tiim istatistik uygulamalar sonucunda sayisal deger (p) olarak ortaya ¢ikan deney

gruplan arasindaki farklar, p<0.05 oldugunda anlamh olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

50, 100 ve 150 mg/kg CP uygulanan deney gruplarimin ve sf verilen kontrol
gruplarinm MDA, GSH, SOD, CAT, kreatinin, TAC, TOS, OSI ortalama degerlerinin

istatistiksel karsilastirmasi Tablo 4.1.1 ve 4.1.2°de gésterilmistir.

50 mg/kg CP verilen deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda; 50 mg/kg CP
verilen deney grubunda MDA (%14), TOS (%31) ve OSI (%75) degerleri kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak ileri derecede 6nemli bir artig gosterirken kreatinin diizeyindeki
%]11°lik artig anlamli bulunmamistir. Bu grupta GSH, SOD, CAT ve TAC seviyelerinin
kontrole gore sirasiyla %19, %14, %24 ve %25 oranlarinda istatistiksel olarak ileri

derecede 6nemli bir azalma gosterdigi belirlenmistir (p<0.001).

100 mg/kg CP verilen deney grubunda MDA, TOS ve OSI degerleri kontrole gére
sirasiyla %38, %88 ve %165 oranlarinda istatistiksel olarak ileri derecede Snemli bir artis
gostermistir (p<0.001). 100 mg/kg CP verilen deney grubundaki kreatinin seviyesinin
kontrole gore %26 oraninda arttifn saptanmistir (p<0.05). GSH, SOD, CAT ve TAC
degerleri kontrole gore sirasiyla %27, %53, %42 ve %31 oranlarinda istatistiksel olarak

ileri derecede 6nemli bir azalma gdstermistir (p<0.001).

En yiiksek toksisitenin goriildiigii 150 mg/kg CP uygulanan deney grubunda MDA
(%65), TOS (%175) ve OSI (%500) diizeyleri kontrole gore istatistiksel agidan ileri
derecede 6nemli artig gostermistir (p<0.001). Bu grupta kreatinin seviyesi kontrole gore
%26 oraninda bir artis gosterirken (p<0.05) GSH, SOD, CAT ve TAC seviyeleri kontrole
gore sirastyla %52, %68, %58 ve %55 oranlarinda istatistiksel olarak ileri derecede énemli

bir azalma ggstermistir (»<0.001).
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0.5 mL zeytinyag, 5 ve 10 mg/kg Car uygulanan deney gruplart ve sf verilen kontrol
gruplarinin MDA, GSH, SOD, CAT, kreatinin, TAC, TOS ve OSI ortalama degerlerinin
istatistiksel karsilagtirmasi Tablo 4.1.3 ve 4.1.4’te gdsterilmistir,

0,5 mL zeytinyag: verilen deney gruplar ile 5 ve 10 mg/kg Car uygulanan deney
gruplarinda MDA, TOS, OS] ve kreatinin degerleri kontrolle fark géstermemistir (p<0.05).
0,5 mL zeytinyagi verilen gruptaki GSH ve TAC degerleri kontrolle fark gostermezken
(p<0.05), GSH diizeyi 5 ve 10 mg/kg Car verilen her iki deney grubunda da kontrole gore
sirasiyla %23 ve %24 oranlarinda artmistir (p<0.001). SOD diizeyi bakimindan her {ig
grupta da kontrole gére fark bulunmamistir (p<0.05). CAT seviyesi 10 mg/kg Car verilen
grupta kontrole goére farkli bulunmazken (p<0.05), zeytinyag: uygulanan grupta %4
oraninda azalmis (p<0.05), 5 mg/kg Car verilen gruplarda %8 oraninda artmistir. TAC, 5 ve
10 mg/kg Car verilen guruplarda kontrole gére sirasiyla %17 ve %19 oranlarinda artis

gostermistir (p<0.001).



36

IBA 18] [[WAUQ IPIIIP LI ‘T000 >0 ! xsx

IeA NIe] ‘600 >d @

s

JRA NTRI TIWRUQ “10°0>d & wx
oA NI ‘S0'0<d @

LLSO'O FH0

PIFOFPITLS

£8€00°0FZ9£'0 £TTOFEPE' 9 8T8 TFIRE a8 By/8w oy
Kok 0 dOUD TA
BLEOOFISED ’ €6 1FIL0°0S LO900"0FSE'D 6STEFILS 6F 969°8F1 LS ERE TOHLINOM
880 0F6TH 0 T8 OF6T0FS T00'0FTIE0 LETIFLSO' 19 1$2°LF987°08E 1e) By/8w g
*kk Rk 0 dNYUD ‘A
8LEOOFIRED €v6 1FILO0S LO9OD0FSE0 6ST'EFILS 6F 969°8F1 LS E8E
TOYLNOM
TGUAUTIASZ — |
0FF°0 TLOFPILSY £L00°0F9E°0 61 IF1E6'6 TE'PFI6E T &0
* 0 0 dNYUD Al
8LE0°0F98E'0 EV6° [FILO0S L0O900°0FSED 6ST'EFILS 6F 969°8FI LS €RE
TOYINON
("1p/Sur) (urdyoad 3/1)) (ure30ad Swi/n) (uragoad Sui/31) (urayoad 3ypowmu) (L=u)
ujuI eI ! LYD aos ‘ HSO ! VAW vV 1dNuon

iseuin§eliSey [9Sy1SIIBISI UTULID[IIFOP BWR[BLIO UTUTBaDy

34 LVD ‘A0S ‘HSD VAW utuiednid jonuoy uajliaA Js a4 uejdnig Ksuep uweuendAn Lejdnis Lousp uajuiaa 1en Sy/Sw o] oA ¢ “IgeAuniez TWIS') €' I'¥ OIqRL



57

JIBA B [[UWAUQ 9P2931aP LA ‘10070 >7 ¢ wux

IeA ylej [wuQ ‘1070 >d :

¥ %

TeA B ‘600 >d 1 i qoA ey ‘500<d ¢ 0
T6LO'0FTTY'E 668°FT8LI 6850°0FC°S 18 Sy/3w 0|
AN ‘1A
ok kk * ok
oKk
69L0°0FSIL Y 1S9°€F90Z 1620°0F69E Y TONINON
P60 0FLTE'S 61T°STORT OLI 8T00FLILS 1e) /8w g
dNUo A
* k% ko
KRk
69L00FSTL Y 15965907 16Z0°0F69€ TOYINOM
9LI 0FOt' Y ok STE9FPIT ZOLOOF]' Y 13edun sz g (
dNUO "Al
* kK
ok
69L0°0FSIL Y 1S9°€F90T 16Z0°0F69€ TOMINOM
F (OvL/soL) d (11u31eAInbaxojoa | jowl) d (7 puageamba Tty jow) (,=u)
1ISO SV.L SOL YvIdnuon

BUIE[ELIO [SO 94 DV ‘SO urunejdnis jo.nuoy usplioa Js

‘IsewrjLmSe ISRy [9SY1ISIIBISI UIULIS[Is§ap

oA wepdnid Ksuop ueuen3An wepdnid Asusp uajuea 1ey 9x/Buw ] 94 ¢ “1FeAunsz WS '€ I'p O[qEL




38

50+5, 100+5 ve 150+5 mg/kg CP+Car uygulanan deney gruplarinin ve sf verilen
kontrol gruplarinin MDA, GSH, SOD, CAT, kreatinin, TAC, TOS ve OS] ortalama

degerlerinin istatistiksel karsilastirmasi Tablo 4.1.5 ve 4.1.6°da gésterilmistir.

Tablo 4.1.5’te de goriildiigii gibi, 50+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubunda
kreatinin seviyesi kontrole gore farkli bulunmazken (p>0.05), MDA seviyesi kontrol
grubuna gore %1 oraninda artmustir. 50+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubunda kontrol
grubuna gére TOS %13, OSI ise %16 oranlarinda azalmistir. 50+5 mg/kg CP+Car
grubunda GSH, CAT ve TAC degerleri kontrol grubuna gore sirasiyla %1 %10 ve %4
oranlarinda artmigtir. 50+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubundaki SOD seviyesi kontrol
grubuna gore hafif bir artig gésterse de bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0.05).

100+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubundaki kreatinin seviyesi kontrolle farkli
bulunmazken (p>0.05) MDA, TOS ve OS] degerleri kontrol grubuna gére sirasiyla %11,
%24 ve %22 oranlarinda istatistiksel olarak ileri derecede énemli bir artis gdstermistir
(p<0.001). 100+5 mg/kg CP+Car uygulanan deney grubundaki SOD seviyesi kontrol
grubuna gore %7 oraninda azalmistir (p>0.05). Bu grupta GSH diizeyi kontrole gére %1
oraninda artarken CAT seviyesi %6 oraninda azalmistir. 100+5 mg/kg CP+Car verilen

deney grubunda TAC kontrole oranla %1°lik bir artig gdstermistir.

150+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubundaki kreatinin seviyesi kontrole gére %22
oraninda azalmstir (p>0.05). MDA, TOS ve OS] degerleri kontrol grubuna gore sirasiyla
%20, %39 ve %47 oranlarinda artmistir (»<0.001). 150+5 mg/kg CP+Car uygulanan deney
grubundaki GSH, SOD ve CAT seviyeleri kontrol grubuna gore sirasiyla %8, %49 ve %1
oranlarinda azalmistir. 150+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubunda TAC degeri kontrol

grubuna gore %5 oraninda artmistir,
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50+10, 100+10 ve 150+10 mg/kg CP+Car uygulanan deney gruplarinin ve sf verilen
kontrol gruplarnin MDA, GSH, SOD, CAT, kreatinin, TAC, TOS ve OSI ortalama

degerlerinin istatistiksel kargilagtirmasi Tablo 4.1.7 ve 4.1.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.1.7 ve 4.1.8°de de goriildiigii gibi, 50+10 mg/kg CP+Car verilen deney
grubundaki MDA, TOS ve OSI degerleri kontrol grubuna gére sirasiyla %6, %10 ve %39
oranlarinda azalmistir. Bu grupta kreatinin seviyesi kontrol grubuna gére %18 oraninda
artmis ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (»p<0.05). 50+10 mg/kg
CP+Car verilen deney grubunda GSH ve CAT diizeyleri kontrol grubuna gore sirasiyla %1
ve %57 oranlarinda artis gostermistir. Bu grupta SOD seviyesi ise kontrole gire %3
oraminda azalmigtir. TAC, 50+10 mg/kg CP+Car verilen grupta kontrole gore %47
oraninda artmistir (p<0.001).

100+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubu MDA ve kreatinin seviyeleri bakimindan
kontrolle kiyaslandifinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamazken (p<0.05),
TOS’un %25 oraninda arttifi OSI’nin ise kontrole gére %4 oraninda azaldigr tespit
edilmistir. GSH diizeyi 100+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubunda kontrole oranla %1
oraninda artis gostermistir (p<0.05). Bu gruplar arasinda, SOD seviyesi 100+10 mg/kg
CP+Car verilen deney grubunda kontrole gore %6 oraninda azalirken CAT ve TAC

degerleri sirasiyla %17 ve %29 oraninda artis gdstermistir.

150+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubu MDA, kreatinin ve CAT seviyeleri
bakimindan kontrolle kiyaslandiginda MDA, TOS ve OSI degerleri kontrole gore sirasiyla
%10, %30 ve %18 oranlarinda artarken, kreatinin ve CAT seviyesi kontrolle farkli
bulunmamustir (»<0.05). Bu grupta GSH SOD ve TAC degerleri kontrol grubuna gére

sirasiyla %8, %27 ve %1 oranlarinda artmistir.
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50, 100 ve 150 mg/kg CP verilen deney gruplari kendi aralarinda kiyaslandiginda
ozellikle MDA, TOS ve OSI seviyesinde doz artisina paralel olarak artan toksisite cok
belirgin bir gekilde ortaya ¢ikmistir (Tablo 4.1.1 ve Tablo 4.1.2).

50 mg/kg CP verilen deney grubu ile 100 mg/kg CP verilen deney grubu MDA, TOS
ve OSI bakimindan karsilastirildiginda; 100 mg/kg CP verilen deney grubunda MDA
seviyesi 50 mg/kg CP verilen deney grubuna gére %21, TOS %43 ve OSI %50 oranlarinda
artig gostermistir (p<0.001). Kreatinin seviyesi 100 mg/kg CP verilen deney grubunda 50
mg/kg CP verilen deney grubuna gére %13 oraninda artmistir (p>0.05). 100 mg/kg CP
verilen deney grubundaki GSH, SOD ve CAT seviyeleri 50 mg/kg CP verilen deney
grubuna gore sirasiyla %10, %46 ve %23 oranlarinda azalmis ve bu azalma istatistiksel
olarak ileri derecede onemli olarak kabul edilmistir (p<0.001). TAC, 100 mg/kg CP

verilen deney grubunda %8 oraninda azalmistir.

50 ve 150 mg/kg CP verilen deney gruplart MDA, TOS ve OSI degerleri bakimindan
karsilastirildiklarinda 150 mg/kg CP verilen deney grubunda MDA seviyesi 50 mg/kg CP
verilen deney grubuna gore %44, TOS ve OSI seviyeleri ise sirasiyla %101 ve %246 gibi
onemli derecede bir artig gdstermistir (p<0.001). 150 mg/kg CP verilen deney grubunda
kreatinin seviyesi de 50 mg/kg CP verilen deney grubuna gére %13 oraninda artmis ancak
bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). 150 mg/kg CP verilen deney
grubundaki GSH, SOD CAT ve TAC degerleri 50 mg/kg CP verilen deney grubuna gore
sirastyla %40, %62, %44 ve %30 oranlarinda istatistiksel agidan ileri derecede 6nemli bir

azalig gbstermistir (p<0.001).

150 mg/kg CP verilen deney grubunda MDA, TOS ve OSI degerleri 100 mg/kg CP
verilen deney grubuna gore sirasiyla %19, %46 ve %127 oranlarinda bir artis gstermistir
(p<0.001). Kreatinin diizeyi bakimindan bu iki grup arasinda fark saptanmamistir
(p=>0.05). 150 mg/kg CP verilen deney grubundaki GSH, SOD ve CAT seviyeleri 100
mg/kg CP verilen deney grubuna gore sirasiyla %33, %31 ve %29 oranlarinda dénemli bir
azalig gostermistir (p<0.001). 150 mg/kg CP verilen deney grubunda TAC, 100 mg/kg CP
verilen deney grubuna gdre %34 azalmistir (p<0.001).
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50+5, 100+5, 150+5 mg/kg CP+Car verilen deney gruplari kendi aralarinda
karsilagtirilmistir (Tablo 4.1.5 ve Tablo 4.1.6).

100+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubundaki MDA seviyesinin 50+5 mg/kg
CP+Car verilen deney grubuna gore artis gosterdigi saptanmustir (p<0.001). Bu grupta
TOS ve OSI degerleri 50+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubuna gére sirasiyla %42 ve
%46 oranlarinda artmistir (p<0.001). 100+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubunda
kreatinin seviyesi 50+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubuna gire yaklasik %28 oraninda
yliksek bulunmasina ragmen bu fark istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir (p>0.05).
GSH, SOD, CAT ve TAC degeri 100+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubunda 50+5
mg/kg CP+Car verilen deney grubuna gére sirasiyla %6, %30 %15 ve %3 oranlarinda

azalmigtir.

50+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubu ile 150+5 mg/kg CP+Car verilen deney
grubu MDA, TOS ve OSI degerleri bakimindan karsilastinildiklarinda, MDA degeri 150+5
mg/kg CP+Car verilen grupta 50+5 mg/kg CP+Car verilen gruba gére %13 oraninda
artarken TOS ve OSI degerleri sirasiyla %60 ve %75 oranlarinda artis gdstermistir
(p<0.001). Kreatinin seviyesi bakimindan bu iki grup kiyaslandiginda ise 150+5 mg/kg
CP+Car verilen deney grubundaki kreatinin diizeyi 50+5 mg/kg CP+Car verilen gruba gore
artmis (%25) ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemistir (p>0.05). 150+5
mg/kg CP+Car verilen gruptaki GSH, SOD CAT ve TAC degerlerinin 50+5 mg/kg CP+Car
verilen gruba gore sirasiyla %16, %49, %40 ve %9 oranlarinda diistiigii saptanmistir

(p<0.001).

150+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubundaki MDA diizeyi 100+5 mg/kg CP+Car
verilen gruba oranla yiiksek bulunmustur (p<0.001). Bu iki grup arasinda kreatinin miktan
bakimindan anlamli bir fark yokken (p>0.05) TOS ve OSI degerleri 150+5 mg/kg CP+Car
verilen deney grubunda 100+5 mg/kg CP+Car verilen gruba gore sirasiyla %12 ve %75
oranlarinda artis gostermistir (»p<0.001). 150+5 mg/kg CP+Car verilen gruptaki GSH
(%10), SOD (%28) CAT (%29) ve TAC (%9) degerleri 100+5 mg/kg CP+Car verilen

gruba gére azalmstir.
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50+10 mg/kg CP+Car, 100+10 mg/kg CP+Car ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen
deney gruplar kendi aralarinda istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Tablo 4.1.7 ve Tablo
4.1.8).

50+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubu ile 100+10 mg/kg CP+Car verilen deney
grubu MDA diizeyi bakimindan karsilastirildiklarinda 100+10 mg/kg CP+Car verilen
deney grubunda MDA seviyesindeki artis istatistiksel olarak ileri derecede dnemli bir fark
olarak kabul edilmistir (p<0.001). TOS ve OSI degerleri 100+10 mg/kg CP+Car verilen
deney grubunda 50+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubuna gore sirasiyla %39 ve %58
oranlarinda artmistir (p<0.001). Kreatinin seviyesi bakimindan bu iki grup arasinda farka
rastlanmamistir (p>0.05). 100+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubundaki GSH, SOD
CAT ve TAC degerleri 50+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubuna gore sirasiyla %5, %3,

%26 ve %12 oranlarinda azalmistir.

150+10 mg/kg CP+Car verilen grupta GSH, SOD, CAT ve TAC degerlerinin 50+10
mg/kg CP+Car verilen gruba gore sirasiyla %14, %25, %37 ve %29 oranlarinda azaldig
tespit edilmistir (»<0.001). 150+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubundaki MDA diizeyi
50+10 mg/kg CP+Car verilen gruba gére %17, TOS ve OSI degerleri ise sirasiyla %45 ve
%93 oranlarinda artig gdstermistir (p<0.001). Kreatinin seviyesi 150+10 mg/kg CP+Car
verilen deney grubunda 50+10 mg/kg CP+Car verilen gruba gore %16 oraninda azalmis

ancak bu azalig istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).

150+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubundaki MDA diizeyi 100+10 mg/kg
CP+Car verilen deney grubuna gore artig gstermistir (p<0.001). Bu gruplar arasinda TOS
%1, OSI ise %22 oranlarinda artis gdstermistir. Kreatinin seviyesi 150+10 mg/kg CP+Car
verilen deney grubunda %21 oraninda azalmis ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmemistir (p>0.05). 150+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubundaki GSH, SOD
CAT ve TAC miktarlar1 100+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubuna gore sirasiyla %9,

%23, %15 ve %18 oraninda azalmistir,
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Biitiin deney gruplart MDA, GSH, SOD, CAT, kreatinin, TAC, TOS ve OS] degerleri
bakimindan ayri ayri karsilastirilmis; MDA, GSH, SOD, CAT, kreatinin, TAC, TOS ve

OSI degerleri ayrica grafiksel olarak da gosterilmistir.

:g 700 o e S

% acp

& 400 - BCP+5mgke Car
2 30 - OCP+10me ke Car
g 200 A OZevtinyad

i 100 A B Kontrol

B 0=

=

50 100

Dozlar (ing kg)

Sekil 4.1.1. 50-100-150 mg/kg CP verilen deney gruplari, 50+3, 100+5 ve 150+5 mg/kg CP+Car
verilen gruplar, 50+10, 100+10 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen gruplar, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar
ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarinin MDA seviyeleri.

Sekil 4.1.1°de de goriildligii gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu ile 50+5 ve 50+10
mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar ve 0.5 mL sf
verilen kontrol gruplart MDA degerleri bakimindan karsilastinldiklarinda istatistiksel
agtdan ileri derecede onemli bir fark gostermistir (»<0.001). 50 mg/kg CP ile birlikte
verilen Car’tin 5 ve 10 mg/kg’lik dozlart MDA seviyesini kontrol diizeyine yaklastirmigtir,
100 mg/kg CP verilen deney grubu ile 100+5 ve 100+10 mg/kg CP+Car verilen deney
gruplari, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar ve kontrol gruplart MDA degerleri bakimindan
karsilagtirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede Gnemli bir fark bulunmustur
(p<0.001). Bu deney gruplarinin hepsinde MDA degeri kontrol grubuna gore ileri
derecede dnemli bir fark saptanmistir (p<0.001). 150 mg/kg CP verilen deney grubu ile
150+5 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar
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ve kontrol gruplart MDA degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan
ileri derecede onemli bir fark bulunmustur (p<0.001). Bu deney gruplarinin hepsinde,
kontrol grubuna gore MDA degeri bakimindan ileri derecede énemli bir fark saptanmistir
(p<0.001). $Sekil 4.1.1°de goriildiigii gibi, CP nedenli doz artisina paralel olarak artan
toksisite Car’tin 5 mg/kg’lik dozunda artarken 10 mg/kg Car dozu MDA seviyesini

kontrole yaklastirmistir.

z 60
.;: 50 - £ mCpP
Eﬁ 40 1 B CP+3mgke Car
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Sekil 4.1.2, 50-100-150 mg/kg CP verilen deney gruplari, 50+5, 100+5 ve 150+5 mg/kg CP+Car
verilen gruplar, 50+10, 100+10 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen gruplar, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar
ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarinin GSH seviyeleri.

Sekil 4,1.2°de de goriildiigii gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu ile 50+5 ve 50+10
mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyagi verilen gruplar ve 0.5 mL sf
verilen kontrol gruplart GSH degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan
ileri derecede ¢nemli bir fark bulunmustur (p<0.001). Bu deney gruplarinin hepsi kontrol
grubuna gore GSH diizeyi bakimindan ileri derecede &nemli bir fark gostermistir
(p<0.001). 50 mg/kg CP ile birlikte verilen Car’tin 5 ve 10 mg/kg’lik dozlart GSH
seviyesini kontrol diizeyine yaklastirmistir. 100 mg/kg CP verilen deney grubu ile 100+5
ve 100+10 mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyad verilen gruplar ve



49

kontrol gruplart GSH degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri
derecede onemli bir fark bulunmustur (p<0.001). Bu deney gruplarinin hepsinde kontrol
grubuna gore GSH degeri bakimindan ileri derecede &Gnemli bir fark saptanmistir
(p<0.001). 100 mg/kg CP ile birlikte verilen Car’iin her iki dozunda da GSH kontrol
seviyesindedir. 150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 150+5 ve 150+10 mg/kg CP+Car
verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyagi verilen gruplar ve kontrol gruplari GSH degerleri
bakimindan karsilagtirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede ©nemli bir fark
bulunmustur (»<0.001). Bu deney gruplarinin hepsinde, kontrol grubuna gére GSH degeri
bakimindan ileri derecede 6nemli bir fark saptanmistir (<0.001). Sekil 4.1.2°de gériildiigi
gibi, 150 mg/kg CP ile birlikte verilen Car’iin 5 ve 10 mg/kg’lik dozlar1 GSH seviyesini

kontrol diizeyine yaklastirmistir.

Z o4
E Dbsg ] acp
0.5 A BCP+Smgke Car
f‘: 0.2 OCP+10mgke Car
g OC;I? b OZevtinyad

oL BKontrol
S o.og ]
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Sekil 4.1.3. 50-100-150 mg/kg CP verilen deney gruplan, 50+5, 100+5 ve 150+5 mg/kg CP+Car
verilen gruplar, 50+10, 100+10 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen gruplar, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar
ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarimn SOD seviyeleri,

Sekil 4.1.3’te de gorildigi gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu ile 50+5 ve 50+10
mg/kg CP+Car verilen deney gruplar, 0.5 mL zeytinyagi verilen gruplar ve 0.5 mL sf

verilen kontrol gruplart SOD degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan
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ileri derecede 6nemli bir fark bulunmustur (<0.001). 50 mg/kg CP ile birlikte verilen
Car'in 5 ve 10 mg/kg’lik dozlari SOD seviyesini kontrol diizeyine yaklagtirmigtir
(<0.001). 100 mg/kg CP verilen deney grubu ile 100+5 ve 100+10 mg/kg CP+Car verilen
deney gruplari, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar ve kontrol gruplari SOD degerleri
bakimmdan kargilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede ©Onemli bir fark
bulunmustur (»<0.001). Bu deney gruplarmin hepsinde kontrol grubuna gére SOD diizeyi
bakimindan ileri derecede onemli bir fark saptanmistir (»<0.001). 100 mg/kg CP ile
birlikte verilen Car’tin 10 mg/kg’lik dozu 5 mg/kg’lik doza gore daha etkili olmug, SOD
seviyesini kontrole yaklastirmistir. 150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 150+5 ve
150+10 mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyag1 verilen gruplar ve kontrol
gruplart SOD degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede
onemli bir fark bulunmustur (p<0.001). Sekil 4.1.3’te gorildiigii gibi, 150 mg/kg CP ile
birlikte verilen Car’iin her iki dozunda da SOD seviyesi artarken 150 mg/kg CP ile birlikte

uygulanan 10 mg/kg Car, SOD seviyesini artirmada daha etkili olmustur.
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Sekil 4.1.4. 50-100-150 mg/kg CP verilen deney gruplar, 50+5, 100+5 ve 150+5 mg/kg CP+Car
verilen gruplar, 50+10, 100+10 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyag: verilen
deney gruplart ve 0.5 mL sfverilen kontrol gruplarinin CAT seviyeleri.
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Sekil 4.1.4°te de goriildugii gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu ile 50+5 ve 50+10
mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyagi verilen gruplar ve 0.5 mL sf
verilen kontrol gruplart CAT degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan
ileri derecede 6nemli bir fark bulunmustur (p<0.001). 50 mg/kg CP ile birlikte verilen
Car’iin 5 ve 10 mg/kg’lik dozlar1 CAT seviyesini kontrol grubunun bile {izerine ¢gikarmistir
(»<0.001). 100 mg/kg CP verilen deney grubu ile 100+5 ve 100+10 mg/kg CP+Car verilen
deney gruplari, 0.5 mL zeytinyag verilen gruplar ve kontrol gruplari CAT degerleri
bakimindan karsilagtirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede 6nemli bir fark
bulunmustur (»<0.001). 100 mg/kg CP ile birlikte verilen Car’iin 10 mg/kg’lik dozunda
CAT diizeyi kontrolden yiiksek bulunurken, 5 mg/kg’lik doz da CAT seviyesini kontrole
yaklastirmistir. 150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 150+5 ve 150+10 mg/kg CP+Car
verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyad: verilen gruplar ve kontrol gruplart CAT degerleri
bakimindan Kkarsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede ©nemli bir fark
bulunmustur (p<0.001). Sekil 4.1.4°te gorildigii gibi, 150 mg/kg CP ile birlikte verilen
Car’tin her iki dozunda da CAT seviyesi artarken 150 mg/kg CP ile birlikte uygulanan 10
mg/kg Car’de CAT seviyesi kontrol diizeyindedir.
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Sekil 4.1.5. 50-100-150 mg/kg CP verilen deney gruplari, 50+35, 100+5 ve 150+5 mg/kg CP+Car
verilen gruplar, 50+10, 100+10 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyag: verilen
deney gruplari ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarinin kreatinin seviyeleri,
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Sekil 4.1.5°te de goriildiigii gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu ile 50+5 ve 50+10
mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyagi verilen gruplar ve 0.5 mlL sf
verilen kontrol gruplart kreatinin degerleri bakimindan karsilastinldiklarinda istatistiksel
agidan fark gériilmemistir (>0.05). 50 mg/kg CP ile birlikte verilen Car’iin 10 mg/kg’lik
dozlar1 kreatinin seviyesini kontrol grubunun bile iizerine ¢ikarmistir (p<0.001). 100
mg/kg CP verilen deney grubu ile 100+5 ve 100+10 mg/kg CP+Car verilen deney gruplari,
0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar ve kontrol gruplart kreatinin degerleri bakimindan
karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede ©nemli bir fark bulunmustur
(»<0.001). 100 mg/kg CP ile birlikte verilen Car’in 10 mg/kg’lik dozunda kreatinin
diizeyi kontrolden yiiksek bulunurken 5 mg/kg’lik dozda kontrole gore diisiik bulunmustur.
150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 150+5 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen deney
gruplari, 0.5 mL zeytinyag verilen gruplar ve kontrol gruplari kreatinin degerleri
bakimindan karsilastinldiklarinda istatistiksel ac¢idan ileri derecede ©nemli bir fark
bulunmustur (p<0.001). Sekil 4.1.5°te goriildiigii gibi, 150 mg/kg CP ile birlikte verilen
Car’tin 10 mg/kg’lik dozunda kreatinin seviyesi kontrol diizeyinde iken, 5 mg/kg’hk Car

dozunda kreatinin diizeyi kontroliin altina diismiistir.
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Sekil 4.1.6. 50-100-150 mg/kg CP verilen deney gruplan, 50+5, 100+5 ve 150+5 mg/kg CP+Car
verilen gruplar, 50+10, 100+10 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zevtinyag verilen
deney gruplar1 ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarinin TAC degerleri.
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Sekil 4.1.6’da da gorildiigi gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu ile 50+5 ve 50+10
mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar ve 0.5 mL sf
verilen kontrol gruplari TAC degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan
ileri derecede dnemli bir fark bulunmustur (p<0.001). Bu deney gruplarinin hepsi kontrol
grubuna gére TAC bakimindan ileri derecede dnemli bir fark gostermistir (p<0.001). 50
mg/kg CP ile birlikte verilen Car’iin 10 mg/kg’lik dozlarinda TAC kontrol grubunun bile
tizerine ¢tkarmistir (2<0.001). 100 mg/kg CP verilen deney grubu ile 100+5 ve 100+10
mg/kg CP+Car verilen deney gruplar, 0.5 mL zeytinyagi verilen gruplar ve kontrol
gruplar1 TAC degerleri bakimmdan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede
onemli bir fark gdstermistir (p<0.001). 100+5 mg/kg CP+Car grubu disinda bu deney
gruplarmin hepsi kontrol grubuna gére TAC degeri bakimindan ileri derecede dnemli bir
fark gostermistir (p<0.001). 100 mg/kg CP ile birlikte verilen Car’in 10 mg/kg’lik
dozunda TAC degeri kontrole gore oldukga yliksek bulunurken 5 mg/kg’lik doz da kontrol
seviyesine yaklasmutir. 150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 150+5 ve 150+10 mg/kg
CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar ve kontrol gruplarit TAC
degerleri bakimindan kargilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede ©nemli bir
fark bulunmugstur (p<0.001). Sekil 4.1.6°da goriildiign gibi, 150 mg/kg CP ile birlikte
verilen Car’iin her iki dozunda da TAC degeri kontrole oldukg¢a yaklasmustir,
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Sekil 4.1.7, 50-100-150 mg/kg CP verilen deney gruplar, 50+5, 100+5 ve 150+5 mg/kg CP+Car
verilen gruplari, 50+10, 100+10 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen deney gruplar1, 0.5 mL zeytinyag: verilen
deney gruplar ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarinin TOS degerleri.

Sekil 4.1.7°de de gorildigi gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu ile 50+5 ve 50+10
mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar ve 0.5 mL sf
verilen kontrol gruplart TOS degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan
ileri derecede tnemli bir fark bulunmustur (p<0.001). Bu deney gruplarinin hepsi kontrol
grubuna gore TOS bakimindan ileri derecede énemli bir fark géstermistir (»<0.001). 50
mg/kg CP ile birlikte verilen Car’iin 5 ve 10 mg/kg’lik her iki dozunda da TOS kontrole
gore azalmistir (p<0.001). 100 mg/kg CP verilen deney grubu ile 100+5 ve 100+10 mg/kg
CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyagr verilen gruplar ve kontrol gruplar1 TOS
degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede &nemli bir
fark bulunmustur (p<0.001). Bu deney gruplarinin hepsinde kontrol grubuna gére TOS
bakimindan ileri derecede onemli bir fark saptanmistir (»<0.001). 100 mg/kg CP ile
birlikte verilen Car’iin her iki dozunda da TOS degeri kontrolden biraz yiiksek ¢ikmistir.
150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 150+5 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen deney
gruplari, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar ve kontrol gruplar1 TOS degerleri bakimindan
karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede onemli bir fark bulunmustur.

(p<0.001). Bu deney gruplarinin hepsinde, kontrol grubuna gére TOS degeri bakimindan
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ileri derecede dnemli bir fark saptanmistir (»<0.001). Sekil 4.1.7°de gortildugt gibi, 150
mg/kg CP ile birlikte verilen Car’iin her iki dozunda da TOS degeri kontrol seviyesinin

biraz iistiine ¢ikmis ancak toksisite onemli 6l¢tide azaltilmistir (p<0.001).
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Sekil 4.1.8. 50-100-150 mg/kg CP verilen deney gruplari, 50+5, 100+5 ve 150+5 mg/kg CP+Car
verilen gruplari, 50+10, 100+10 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen deney gruplar, 0.5 mL zeytinyagi verilen
deney gruplari ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarinin OST degerleri.

Sekil 4.1.8de de goriildiigii gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu ile 50+5 ve 50+10
mg/kg CP+Car verilen deney gruplari, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar ve 0.5 mL sf
verilen kontrol gruplari OSI degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan
ileri derecede onemli bir fark bulunmustur (»<0.001). 50 mg/kg CP ile birlikte verilen
Car’lin 5 ve 10 mg/kg’'lik her iki dozunda da OSI degeri kontrol diizeyinin altindadir
(p<0.001). 100 mg/kg CP verilen deney grubu ile 100+5 ve 100+10 mg/kg CP+Car verilen
deney gruplar;, 0.5 mL zeytinyag: verilen gruplar ve kontrol gruplari OSI degerleri
bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede onemli bir fark
bulunmustur (p<0.001). Bu deney gruplarinin hepsinde kontrol grubuna gtre OSI
bakimindan ileri derecede 6nemli bir fark saptanmistir (p<0.001). 100 mg/kg CP ile

birlikte verilen Car’lin 5 mg/kg’lik dozunda OSI degeri kontrol seviyesinin biraz tistiine
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cikmustir, 150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 150+5 ve 150+10 mg/kg CP+Car verilen
deney gruplari, 0.5 mL zeytinyagi verilen gruplar ve kontrol gruplari OSI degerleri
bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede onemli bir fark
bulunmustur (»<0.001). Sekil 4.1.8’de de goriildtgii gibi, 150 mg/kg CP ile birlikte verilen
Car’iin her iki dozunda da OSI degeri kontroliin biraz iistiine ¢ikmis ancak toksisite Gnemli

olglide azaltilmistir (p<0.001).

4.2. Histolojik Bulgular

Histolojik inceleme sonuglarina gore; verilen CP dozu arttik¢a bdbreklerde hasarin
(tiibiiler nekroz, inflamasyon gibi) arttig1, ancak 100 ve 150 mg/kg CP dozlar1 arasinda
hasar bakimmdan belirgin bir fark olmadig: saptandi. Ayni dozda verilen CP gruplari
kiyaslandiginda; 50 mg/kg CP gruplarinda ek olarak 5 mg/kg Car verildiginde belirgin bir
diizelme goriilmese de 10 mg/kg Car verildiginde hasarin azaldig: dikkati ¢ekti. 100 mg/kg
CP gruplarinda da 50 mg/kg CP gruplarma benzer bir durum goriildii. Ancak, 150 mg/kg
CP gruplarinda 5 mg/kg Car ve 10 mg/kg Car eklenmesinin hasar durumunu ¢ok az

degistirdigi saptandi.
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Sekil 4.2.1. Kontrol gruplarina ait bdbrek kesitleri, H+E. A: Sadece serum fizyolojik verilen
grupta, B: 0.5 mL zeytinyag verilen grupta, C: Sadece 5 mg/kg Car verilen grupta, D: Sadece 10
mg/kg Car verilen grupta normal histolojiye sahip bébrek kesitleri izlenmektedir.
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Sekil 4.2.2. Farkli dozlarda CP verilen gruplara ait bobrek kesitleri, H+E. A: 50 mgkg CP
grubunda mononiikleer hiicre infiltrasyon bélgeleri (=), Bowman kapsiil araliginda daralma (=)
ve tiibiiler hiicrelerde degisik derecelerde hasarlanma, B: 100 mg/kg CP grubunda benzer bulgular,
C: 150 mgkg CP grubunda tiibiiler epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda vakuollesme,
cekirdeklerinde kiigiilme ve koyulagma goriilen tiibliller (  ¥¢ ) izlenmektedir.
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Sekil 4.2.3. 50 mg/kg CP verilen gruplara ait bobrek kesitleri, H+E. A: Tek basma 50 mg/kg CP
verilen grupta baz tiibiillere ait hiicrelerde sitoplazma ve ¢ekirdek hasarlari ( =), B: 5 mg/kg Car
eklenen grupta Bowman kapsiil araliinda daralma ( = ), C: 10 mg/kg Car eklenen grupta bobrek
cisimleri ve tiibiillerde normale yakm bir gériiniim izlenmektedir.
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Sekil 4.2.4. 100 mg/kg CP verilen gruplara ait bobrek kesitleri, H+E, A: Tek basina 100 mg/kg
CP verilen grupta baz tiibiillerin epitelinde hasarlar ile sag iist bélgedeki glomeriilde kiigiilme
ve hiicrelerinde yogunlasma ( =), B: 5 mg/kg Car eklenen grupta bazi tiibiillerin epitel
hiicrelerinde liimene dékiilme ( ). C: 10 mg/kg Car eklenen grupta bobrek cisimleri ve
tiibiillerde genelde normale yakin bir gériiniim izlenmektedir.
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Sekil 4.2.5. 150 mg/kg CP verilen gruplara ait bdbrek kesitleri, H+E. A: Tek bagma 150 mg/kg
CP verilen grupta baz tiibiillerde tamamen dagilma ve inflamasyon ( ‘ﬁ(), B: 5 mg/kg Car
eklenen grupta baz tiibillerin epitel hiicrelerinde limene dékiilme ( =), C: 10 mg/kg Car
eklenen grupta inflamasyon bélgesi izlenmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Siklofosfamid (CP) kanser ve malignant olmayan hastaliklarin tedavisinde etkili
oldugu kanitlanmis genis klinik kullaniml alkilleyici kemoterapétik bir ilagtir. CP’nin
antitlimoral etkinligi, yiiksek dozda kullanilabilmesine baglidir. Ancak yiiksek doz
CP’nin klinik yararlanimu {irotoksisite ve nefrotoksisite nedeniyle sinirlidir [Perini et al.,
2007; Sugumar et al., 2007; Abraham and Isaac, 2011]. CP’nin nefrotoksik
mekanizmas: tam olarak bilinmemektedir ancak tiibiil hiicrelerinde oksidatif strese
neden olarak serbest radikal (SOR) ve lipit peroksidasyonu olusumuna yol agtifi one
stiriilmektedir [Ghosh et al., 1999; Atessahin et al., 2003; Senthilkumar et al., 2006].

Calismamizda CP’nin bobrekteki toksik etkisini ve dolayisi ile koruyucu ajana
(Car) bagli olarak gelisen degisiklikleri belirlemek i¢in oksidatif stresin baslica belirteci
olan malondialdehid (MDA) diizeyleri, bobrekte glomerular fonksiyonun gdstergesi
olan plazma kreatinin seviyeleri ve oksidatif hasara kars1 dokulari koruyan antioksidan
(AO) enzimler olan glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
parametreleri ile birlikte bobrek dokusu histolojik olarak incelenmistir.  Ayrica
antioksidatif ve oksidatif durumu saptamada daha degerli bilgiler verdigi diisiiniilen
toplam AO kapasitesi (TAC), toplam oksidan seviyesi (TOS) ve oksidatif stres indeksi
(OSI) slgtimleri de yapilmuistir. Deneysel nefrotoksisite modellerinde genellikle CP’nin
100 ve 150 mg/kg’lik dozlan kullamlmakta ve hayvanlar CP enjeksiyonundan 6-72 saat
sonra sakrifiye edilmektedir [Ayhanci et al., 2010; Abraham and Rabi, 2011]. Bizim
calismamizda ise CP’nin 50, 100 ve 150 mg/kg’lik dozlan1 kullamlarak hayvanlar CP
uygulamasindan 72 saat sonra sakrifiye edilmistir.

Oksidatif stres SOR miktarindaki artisla seyreden bir durumdur. Bu artis zarlarda
lipit peroksidasyonuna neden olur. SOR’lar aracilifiyla olusan lipit peroksidasyonu,
hiicre zarn hasarinin 6nemli bir nedenidir, zar gecirgenligini etkileyerek hiicre iginde
asint kalsiyum (Ca™) birikimine yol acar. Hiicre zarinin yapisinin bozulmasi da, hiicre
sismesi ve hiicre 6ltimii ile sonuglanir. MDA, lipit peroksidasyonunda bir son iiriindiir
ve oksidatif hasarin diizeyini gdstermede kullanilir. Dolayisiyla bir dokuda MDA
diizeyinin artmast SOR’lann arttigim1 gosterir. SOR iiretiminin artmas: dokuda MDA
birikimine neden olur [Akkus, 1995; Virag et al., 2003]. CP’nin indiikledigi renal
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hasarda oksidatif stres sonucu bobrek dokusunda MDA seviyelerinin yiikseldigi
gosterilmistir [Ghosh et al., 1999; Senthilkumar et al., 2006; Ayhanci et al., 2010;
Abraham and Rabi, 2011]. Bizim ¢aligmarmizda da bébrek dokusunda MDA diizeyi 50,
100 ve 150 mg/kg CP verilen deney gruplarinda doz artisina paralel olarak sirasiyla
%14, %38 ve %65 oranlannda artis gdstermistir (p<0.001). Artan CP dozuna bagh
olarak MDA diizeyinin yiikselmesi bdbrek dokusunda olusan CP nedenli oksidatif
hasarin gistergesi olabilir.

Ksenobiyotik nedenli bobrek fonksiyon degisimleri idrar voliimiiniin degismesi,
kreatinin klirensi, GSH, SOD ve CAT diizeyi gibi hasar gostergeleri tarafindan
belirlenir.  Oksidatif strese neden olan SOR olusumu nefrotoksisiteye neden olan
kimyasallarin bu toksisitenin olusmasinda baslica patojenik mekanizmalarmdan biri
olarak diistinlilmektedir [Atessahin et al., 2003; Ayhanci et al., 2010]. Calismamizda
sadece CP uygulanmas: nefrotoksisiteye neden olmustur; diisiik AO aktivitesi (GSH,
SOD, CAT azalmasi) ile birlikte saptadigimiz histolojik degisimler de bunu
kamtlamaktadir (Tablo 4.1.1). Nitekim sadece 50, 100 ve 150 mg/ kg CP verilen deney
gruplarinda doz artisina paralel olarak GSH seviyeleri sirasiyla %19, %27 ve %52
oranlarinda, SOD seviyeleri %14, %53 ve %58 oraninda ve CAT seviyeleri ise sirasiyla
%24, %42 ve %58 oranlarinda azalmistir. Bu parametrelerdeki degisiklikler bobregin
CP kemoterapisi sirasinda hasarlandigini gdstermektedir. 150 mg/kg CP verdiimiz
siganlarda 50 ve 100 mg/kg CP verilen gruplara gore ortaya gikan hasar bobregin CP
varlifinda gordiigii zararin doza bagl oldugu anlamina gelebilir.

Nefrotoksisite serum kreatinin konsantrasyonunun plazmada normal seviyenin
iistline ¢ikmasi (>0.5 mg/dl) olarak tanimlamir [Cagler et al., 2002]. Siganlarla yapilan
bir deneyde CP’nin diisiik dozlarda plazma kreatinin seviyesine etki etmedigi ve renal
hasara neden olmadigi tespit edilmistir [Sugumar et al., 2007]. Yapilan diger bir
¢alismada ise uzun stireli ve digiik dozlarda uygulanan CP’nin kreatinin seviyesine etki
etmedigi goriilmis ancak yapilan histolojik incelemelerde lizozomal enzim aktivitesinde
anlaml1 dl¢iide diisiise neden olarak renal toksisiteye (glomerular nefrit ve interstisyel
0dem) yol a¢t1g1 ortaya konmustur [Abraham and Isaac, 2011]. Bizim galismamizda da
en diisiik doz olarak kullandifimiz 50 mg/kg CP plazma kreatinin seviyesinde %11
oraninda artisa neden olmustur (p>0.05). Bu dozdaki histolojik incelemelerimiz

aragtinicilar tarafindan ortaya ¢ikarilan bulgulara benzemektedir. Abraham ve Rabi
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(2011) tarafindan yapilan ¢alismada ise intraperitonal (i.p.) olarak uygulanan 150 mg/kg
CP’nin plazma kreatinin seviyesinde defismeye neden olmadigi ancak histolojik
incelemelerde renal hasara rastlandi bildirilmistir. Bizim deneysel bulgularimizda da
bobrek dokusunda kreatinin seviyesindeki artis 100 ve 150 mg/kg CP verilen deney
gruplarinda %26 civarindadir (Tablo 4.1.1 ve Sekil 4.1.5). Nitekim histolojik inceleme
sonuglarimiza gore; CP dozu arttikca bibreklerde hasarin (tiibiiler nekroz, inflamasyon
gibi) artt1f1, ancak 100 ve 150 mg/kg CP dozlan arasinda hasar bakimindan belirgin bir
fark olmadig1 saptanmustir.

Abraham ve Isaac (2011) tarafindan yapilan bir galismada sigan bobreginde i.p.
olarak uygulanan tek doz CP’nin (150 mg/kg) morfolojik degisikliklere neden olarak
(glomerulus bazal zarinda incelme, birgok podositin bozulmasi, peroksizom artisi,
nekroz, édem ve lizozom azalist) renal hasara yol agtifi tespit edilmistir. Yapilan
deneysel bir ¢calismada erkek siganlara i.p olarak tek doz uygulanan CP*nin (222 mg/kg)
renal papiller nekroza (RPN) neden oldugu bildirilmistir. Daha sonralari CP’nin
nefrotoksisiteye neden olduguna dair bir kag ¢aligma daha yapilmistir. Bu ¢alismalarin
tiimiinde uzun stireli CP kullaniminin renal tiibiiler nekroza, glomerular degisikliklere
ve lizozomal enzim aktivitesinde anlamli dlgiide diisiise neden olarak renal hasara yol
actifindan bahsedilmistir [Lavin and Koss, 1971; Abraham et al., 2007]. 10 giinliik
yitksek doz CP uygulamasinin 6liimle bile sonuglanabilecedini gosteren calismalar
bulunmaktadir [Gharib and Burnett, 2002]. Ancak CP’nin akut bébrek hasarina neden
olduguna dair yapilan ¢alisma sayisi gok azdir. Yapilan bazi ¢alismalarda 6, 12, 24 ve
48 saat sonra anestezi edilen siganlarda 150 mg/kg CP uygulamasimin bébrek
dokusundaki hasar1 ¢ok fazla artirdigi kaydedilmistir [Al Salloum, 2003; Senthilkumar
et al., 2006; Cayir et al, 2009]. Bizim ¢alisgmamizda da yaptifimiz histolojik
incelemelerde bobrek dokusunda gozlenen hasarin beklenenden az olmasi CP
toksisitesinin akut oldugu anlamma gelebilir. Nitekim biyokimyasal parametrelerde
saptadifimiz artrug MDA ve kreatinin diizeyleri ve azalmis AO seviyeleri (GSH, SOD,
CAT) bobrek hasarmi c¢ok net bir sekilde ortaya koymustur.  Siganlar CP
uygulamasindan 3 gilin sonra anestezi edilmistir. Bu siire igerisinde bsbrek dokusu
kendisini onarmug olabilir.

CP karacigerde hidroksillenerck metabolitleri olan fosforamid mustard (PAM) ve
akroleine (ACR) doniismektedir. CP’nin antineoplastik etkileri PAM ile iliskilidir.
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PAM’mm DNA’ya baglanarak hiicre boliinmesini baskiladigi, CP’nin bagisiklik
baskilayic1 ve antitiimor etkilerine araci oldugu diistiniilmektedir. CP’nin toksik etkisi
aktif metaboliti olan ACR ile ilgilidir. ACR’nin bobrekten atilmasiyla yan etkiler
ortaya gikmaktadir. ACR doku AO savunma sistemine miidahale ederek yiiksek oranda
SOR olusumuna yol agar ve memeli hiicreleri i¢in mutajeniktir. ACR idrarda yiiksek
konsantrasyonlara ulasir, mesane epiteli ve bobrek tiibiillerinde toksik bir maddeye
dontistir ve CP’nin klinik olarak kullaniminin simirlanmasina neden olur [Kawabata et
al., 1990; Masuda et al., 2006]. Son yapilan ¢aligmalar CP’nin toksik etkilerinin ortaya
¢ikmasi icin artmus nitrik oksit (NO) fliretimine ihtiyag duydufunu gdstermistir
[Kurowski and Wagner, 1997; Korkmaz et al., 2003; Oter et al., 2004]. ACR
tiroepitelyumu gecerek ve bazi reaktif oksijen tiirlerini uyararak etkisini gosterdigi gibi
nitrik oksit sentaz (NOS) {izerinden NO seviyelerini artirarak da gosterir [Korkmaz et
al., 2007]. NO birgok &nemli fizyolojik ve fizyopatolojik stireci diizenleyen SOR
onciild bir tirtindiir. L-arjininden NOS yoluyla sentez edilmektedir ve NOS’un 3 tipi
vardir. Endotelyal NOS (eNOS) endotelyal hiicrelerden ve fibroblastlardan sentez edilir
ve ana olarak vazodilatasyondan sorumludur. Sinir sisteminde iiretilen néronal NOS
(nNOS) sinirsel sinyalizasyonda gérev alan bir enzimdir. Indiiklenebilir NOS (iNOS),
lokosit ve makrofajlarda sentezlenir. Genel olarak patolojik durumlarda sentezlenen
iNOS’un aktivasyonu ile eNOS aktivasyonundan ¢ok daha fazla NO iiretilebilir [Szabo,
1996]. Ayrica ACR’nin tetikledigi mekanizmalar sonucunda interlokin-o, TNF-,
platelet aktive edici faktor, COX-2 ve gii¢lii bir oksidan olan peroksinitrit seviyeleri
artmaktadir [Kiuchi et al., 2009; Korkmaz et al., 2005]. Ozellikle asirt miktarlardaki
NO ve O;’nin reaksiyonu sonucu olusan peroksinitrit oksidan strese neden olan ve doku
hasar1 ile sonuglanan inflamatuvar siiregle ilgilidir [Szabo, 1996; Férstermann et al.,
1991]. SOR’larm inflamatuvar siireg igerisinde agin iiretimi oksidatif strese neden olur
ve bu da hiicresel ve DNA hasarlanmasi, protein denatiirasyonu ve zar lipitlerinde
peroksidasyonu da igeren mekanizmalar yoluyla nekroza yol agar [Ribeiro et al., 1998].
Bizim ¢aligmammzda da bobrekte CP dozunun artisina paralel olarak giderek artan
oranda inflamasyon, epitel hasari, kanama ve tiibiiler nekroz saptanmasi arastinicilar
tarafindan ileri siirlilen bulgulan desteklemektedir. Bu toksisite muhtemelen reaktif

nitrojen radikalleri ile iliskilidir.
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SOR’]ar; ortaklanmamis elektron iceren, reaktif ve kisa émiirlii molekiillerdir. Bu
molekiiller hem normal metabolizmanin yan firtinii olarak hem de ilaglarin ve diger
zararhh kimyasal maddelerin etkisiyle olusabilmektedir. Birgok hastalik, doku yikimi,
SOR’lar ve lipit peroksidasyonu sonucu olugur. Organizmada SOR reaksiyonlan bircok
AQ sistemi ile kontrol edilir. AO’lar SOR olusumunu 6nleyen veya zincir kiran yapilar
olarak ig gortirler. SOR’larin olusum hizi, bunlari etkisiz hale getiren veya azaltan
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi baz1
endojen AO enzimlerden olusan savunma sistemlerinin hizi ile dengede oldugu siirece,
organizma etkilenmez. Ancak bu denge bozulursa, SOR’lar zararli olmaya baslar ve
oksidatif stres seklinde etkilerini gosterirler [Kurt et al, 2005]. Neoplastik
hastaliklarda, CP kemoterapisi boyunca, ACR’nin toksik yan etkilerinden kaginmak i¢in
bazi AO ajanlar kullanilarak bu toksik etkilerin detoksifiye edilmesi gerekir. Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda AO’larin karsinojenezin baslama ve gelisme dénemini
baskiladiklari, hiicre 6liimii ve degisimini Onlediklerini gdstermistir [Iscan ve Coban
1998].

Bobrekte SOR kaynakli toksisitelerin azaltilmasi igin yapilan birgok calismada
sodyumtiyosiilfat, mesna ve procainamide gibi stilfiir iceren bir¢ok bilesigin glutatyon
diizeyini artirarak bobrekte CP toksisitesini azaltmada etkili oldugu saptanmistir.
Ancak bu bilesikler etkinliklerinin yetersizligi yiiziinden genis klinik kullanimlar i¢in
onaylanmamaktadir. Bu bilesikler aym zamanda tiimdr dokusunda alkilleyici ajanlar
tarafindan olusturulan toksisiteye kars: sitoprotektivitede secici degillerdir [Atessahin et
al., 2003; Ayhanci et al., 2010; Senthilkumar et al., 2006]. Bu yiizden tiimér koruyucu
ve tlimor biiylimesini uyaric 6zellikler olmaksizin normal dokular1 kemoterapi nedenli
toksisitelerden koruyabilecek yeni ajanlara ihtiyag¢ vardir.

Son zamanlarda dogal fenolik bilesiklerin bedende oynadiklari roliin Snemi
agisindan yapilan birgok deneysel ve klinik ¢alismalar, Car gibi bazi fenolik bilesiklerin
hiicre koruyucu etkileri oldugunu ortaya ¢ikarmigstir. Kekik yagimin ana bileseni olan
Car bir monoterpenik fenoldiir. Car’iin lipozom fosfolipitlerinin peroksidasyonunu
baskiladifi ve gesitli sentetik AO’lardan ¢ok daha yiiksek bir AO aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir. Ayni zamanda Car agisindan zengin esansiyel yaglarin askorbik
asit, butil hidroksil toluen (BHT) ve vitamin E’ye esdeger dzellikte AO aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir [Aeschbach et al., 1994; Mastelic et al., 2008]. Birgok AO
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antikarsinojenik etki gosterdigi i¢in [Karkabounas et al., 2002] Car da benzer bir etki
gosteriyor olabilir. Car’lin kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, AS549, kronik
myleloid 16semi, K562, murin B16 melonama, insanda gériilen metastatik gogiis kanseri
hiicre dizisi ve MDA-MB 231 lizerinde antiproliferatif 6zellikleri g&steriyor olmasi
olasidir [He et al., 1997; Horvathova et al., 2007; Arunasree, 2010].

Bugiine kadar siganlarda CP’nin indiikledigi renal hasari engellemek amaciyla pek
cok AO denenmistir [Ghosh et al., 1999; Abraham et al., 2007; Ayhanci et al., 2010].
Literatiir taramalarimizda siganlarda CP’nin indiikledigi nefrotoksisite modellerinde Car
uygulanan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma sicanlarda CP ile indiiklenen renal
toksisiteyi onlemede Car ile yapilan ilk ¢alismadir.

Birgok deneysel ve klinik c¢alismada Car’tin antimikrobiyal, antitiimdr,
antimutajenik, analjezik, antispazmodik, antiinflamatuar, antiangiogenik, antiparazitik,
antiplatelet, antihepatotoksik, antiaging ve hepatoprotektif aktiviteleri oldugu
gosterilmistir.  Car ayrica gida katki maddesi olarak gidalarin korunmasinda da
kullamImaktadir [Ipek et al., 2005; Baser, 2008]. Car’iin cesitli aktiviteleriyle ¢ok
sayida AQO ozellikleri belirlendigi i¢in ve kimyasal yapisinda hidroksil (OH") gruplan
bulunmasindan dolay1 AO olarak degerlendirilebilir [Kulisic et al., 2004; Sokmen et al.,
2004]. Origanum vulgare’ de yliksek oranda bulunan Car ile timol ugucu yagm SOR
baglayic1 6zelligini sergilerler [Sahin et al., 2004]. Son yapilan bir arastirmada da
Car’iin genotoksik maddelere karst insan sagliin1 koruyabilecegi bildirilmistir [Ipek et
al,, 2005]. Ote yandan Car’iin subakut, kronik toksisitesi ile {ireme saglig1 iizerine ve
teratojenik etkilerine yonelik veri bulunmamaktadir [De Vincenzi et al., 2004]. Car’iin
akciger kanserinde giiclii antikanserojen etkiye sahip oldugu, sicanlarla yapilan
deneylerde gosterilmigse de bu etki heniiz klinik ¢alismalarla kanitlanmis degildir
[Baser, 2008]. Mehdi ve ark., (2011) insan servikal kanser hiicrelerinde Car’iin
sitotoksik etkisini aragtirmiglar ve bu bilesigin kanser tedavisinde potansiyel terapotik
etkiye sahip olabilecegini bildirmislerdir,

Calismamizda sadece CP verilerek toksisite olugturulan tiim gruplarda GSH,
SOD, CAT ve TAC aktivitesinde ileri derecede dnemli bir azalma saptanmistir. Bébrek
dokusundaki AO aktivitesindeki bu azalma, oksidatif stresin arttigini gosterir. Bdylece
CAT aktivite azalis1 endojen H,O, artist ile birlikte olan yiiksek derecede oksidatif
stresin belirteci olabilir. 50+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubundaki TOS seviyesi
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%13, OSI seviyesi ise %16 oranlarinda kontrol grubuna gore énemli oranda azalmistir
(p<0.001). Bu gruptaki GSH, CAT ve TAC diizeyleri kontrol grubuna gére sirasiyla
%1 %10 ve %4 oranlarinda artmigtir. Bobrekteki bu koruma biiyiik olasilikla ACR’ nin
neden oldugu SOR artisinin ve buna bagli olarak gelisen bobrek hasarmin Car
varhiginda AO enzim aktivitelerini artirilarak SOR’larin énemli 6lgiide yok edilmesiyle
agiklanabilir. Diger taraftan 150+5 mg/kg CP+Car verilen deney gruplarinda, 5 mg/kg
Car TAC’1 %5’ lik bir oranda artirarak koruma saglarmstir. CP ile birlikte Car’iin her
iki dozunun (5 ve 10 mg/kg) uygulandig tiim gruplarda endojen AO (GSH ve CAT)
aktivitesinde belirgin artis saptandi ve bu artig istatistiksel olarak anlamli bulundu.
SOD enzim seviyesinde de diisme olsa da istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi. 10
mg/kg Car ise aym dozdaki CP toksisitesini 5 mg/kg Car’den daha az korumakla
birlikte sadece 50 mg/kg CP alan deney grubundan daha iyi korumustur. Bu sonug,
diisiik doz CP ile birlikte diisitk doz Car (5 mg/kg) ve yiiksek doz CP ile birlikte ise
yliksek doz Car (10 mg/kg)’ un daha koruyucu oldugu anlamina gelebilir.

Bizim galismamizda oksidatif stresin gdstergesi olan TOS, 50-100 ve 150 mg/kg
CP uyguladigimz siganlarin bébrek dokularinda kontrol grubuna gére anlaml: diizeyde
yitksek bulundu (her igii i¢in p<0.001). Yine benzer sekilde bobrek dokusu OSI
diizeyleri kontrol grubuna goére sadece CP uyguladigimiz gruplarda daha yiiksekti
(»<0.001). Bu bulgular CP’nin her ii¢ dozunun da oksidatif stresi artirdig: verisini
desteklemektedir. AO kapasiteyi yansitan TAC diizeyleri CP+Car uyguladigimz her ii¢
grupta da sadece CP uyguladifimiz gruplara gore yliksek bulundu (p<0.001). Yine AO
enzimler olan GSH, SOD ve CAT diizeyleri CP ile birlikte Car uyguladigimiz gruplarda
daha yiiksekti. AO kapasite ve AO enzimlerin artist bobrek hasari sonrasi olusan
oksidatif stresi azaltmak i¢in gelisen yanit olarak degerlendirildi.

Bu ¢alismanin sonuglarina gére, uyguladiimiz CP dozlarn bobrekte lipit
peroksidasyonunu artirmis, Car ise AO seviyeyi artirarak CP’ye bagh bobrek hasarina
kars1 koruyucu etki gostermigtir. Hiicre zarlarinda bulunan lipitlerin peroksidasyonuna
neden olan oksidanlarin etkisinin Car verilmesi ile azaldigini1 gdsteren bu sonug Car’iin
AO etkisini destekler niteliktedir. Sonuglarimuz literatiir bilgilerini dogrulamaktadir

ancak bu konuda daha kapsamli arastirmalar yapilmas: gerektigine inaniyoruz.
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