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SISPLATINE BAGLI KARAC IGER HASARINDA UZUM GEK IRDEGI 6zUTU VE
ESANSIYEL KEK IK YA GININ ETK ILERININ ARASTIRILMASI
OZET
Giris ve Amag: Sisplatin (CDDP), kanser tedavisinde yaygin olatakanilan, platin tirevi bir ilactir
fakat ylksek dozlarda karger hasari gibi istenmeyen yan etkilere sebep alalisplatinin karager
dokusunda yap#l hasarin altinda yatan mekanizma biyik orandaesedksijen radikallerine kadir.
Uzim cekirdgi 6zitinin (UCO) ve esansiyel kekikgyain (EKY) caitli dokularda serbest radikal
temizleyici ve antioksidan 6zelliklere sahip ofduénceki cakmalarda gdsterilmtir. Biz bu calgmada
sicanlarda sisplatin tedavisineghaolusan karagier hasarinda UCO ve EKY’nin etkilerini anamayi
amagcladik.
Gerecg-Yontem: Doksanalti adet Wistar albino cinsi erkek sicaer, lhiri oniki hayvandan okan sekiz
gruba bolunerek, gruplardaki sicanlar on gun seregkip edildi. Kontrol grubu: Hem periton icine
serum fizyolojik enjekte edildi hem de gavaj yoludistile su verildi. UCO grubu: UCO (100 mg/ kg/
glin), gavaj yoluyla verildi. EKY grubu: EKY (1 mdfg/ gun), periton icine enjekte edildi. Sisplatin
grubu: Sisplatin (7 mg/ kg, 6. giin tek doz), peritgine enjekte edildi. UCO+Sisplatin grubu: UCDQ1
mg/ kg/ guin) gavaj yoluyla verildi ve sisplatin (7g/ kg, 6. gin tek doz), periton igine enjekte didil
EKY+Sisplatin grubu: EKY (1 mg/ kg/ gun), peritogirie enjekte edildi ve sisplatin (7 mg/kg, 6. gék t
doz), periton icine enjekte edildi. UCO+EKY+Sisptagrubu: UCO (100 mg/ kg/ giin), gavaj yoluyla
verildi. EKY (1 mg/ kg/ gtin), periton i¢ine enjekeelildi ve sisplatin (7 mg/ kg, 6. giin tek doz)rifmn
icine enjekte edildi. UCO+EKY grubu: UCO (100 mgy/ kgiin), gavaj yoluyla verildi ve EKY (1 mg/ kg/
gun), periton i¢ine enjekte edildi. Onbirinci guerth anestezi altinda sicanlardan katecidoku ve kan
ornekleri alinarak UCO ve EKY'nin, sisplatin tedsime ba&li olusan karagter hasari tizerindeki etkileri
arastirildi. Sicanlar dldirilmeden 6nce alinan intralkgak, kan drnginden elde edilen serumlarda;
karacger fonksiyonlarinin gdéstergesi olan serum alanin inatransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz (AST) dizeyleri galdi. Sicanlar 6ldurildikten hemen sonra cikarikaracger
dokularinda; oksidatif stres belirteci malondialdefMDA) ile antioksidan enzimlerden slperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) iranaktiviteleri calgildi. Karacger doku
orneklerinin ikinci grubu fikse edilip bir seri hipatolojik slemden gecirildikten sonra,sik
mikroskobunda morfometrik ve histopatolojik olaiakelenip dgerlendirildi.
Bulgular: Sisplatin grubunda serumda ALT ve AST diizeyleriadg, MDA diizeylerinde yikselme ve
SOD ile GSH-PX'I iceren antioksidan enzim duzeyléei azalmayla biyokimyasal olarak (p< 0,004 1
mikroskobu altinda ise histopatolojik olarak (p<0%), karacger hasari gosterildi. UCO verilmesiyle
karacger hasarinda belirgin diizelme saptandi yine EKYlmesiyle UCO kadar olmasa da diizelmeler
oldugu go6zlendi (p< 0,001).
Sonug: Bu sonuglara gore sisplatin ile glurulan karagier hasarinin temelinde antioksidan savunma
sisteminin bozulmasi sz konusudur. Giiclu bir &siman olan UCO burada koruyucu bir etkinlik
gosterirken, EKY da kismen koruyucu oOzelliktedinsg@atin'e bali karacier hasarinda UCO ve
EKY’'nin kesin tedavi edici ilaclar olarak gerlendirilebilmesi icin heniiz ¢cok erkendir. Bu neldefarkl
doz, farkl sure ve farkli denek sayilariyla yeaiignalarin yapilmasi uygun olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, Hepatotoksisite, Serbest RadikallerijtdzKekik.
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EFFECTS OF GRAPE SEED EXTRACT AND ORIGANUM ONITES ESSENTIAL OIL ON
CISPLATIN-INDUCED HEPATOTOXICITY

ABSTRACT
Background: Cisplatin (CDDP), derived from platinum, is a wiglased anticancer drug but a high dose,
it can produce undesirable effects, such as hepatdy. The underlying mechanism in hepatotoxicity
has been atributed to free oxygen radicals. Grapd sxtract (GSE) andriganum onitesessential oil
(OOEO) previously shown to have free radical scgiremand antioxidant properties in various tissues.

We aimed to study the effects of GSE and OOEO erti$platin induced hepatotoxicity in rats.

Materials and Methods: 96 male Wistar albino rats were divided into 8up®, 12 rats in each and
followed up for 10 days. Control group: SF intrapmreally, distilled water with gavage. GSE group:
(100 mg/ kg/ day) with gavage. OOEO group: (1 nay/day), intraperitoneally. CDDP group: (7 mg/ kg,
single dose, on the 6th day), intraperitoneallyEGSDDP group: GSE (100 mg/ kg/ day) with gavage
and CDDP group: (7 mg/ kg, single dose, on thedat}), intraperitoneally. OOEA+CDDP group: OOEO
(1 mg/ kg/ day), intraperitoneally and CDDP (7 rkg/ single dose, on the 6th day), intraperitoneally
GSE+OOEO+CDDP group: GSE (100 mg/ kg/ day) with aggy OOEO (1 mg/ kg/ day),
intraperitoneally and CDDP (7 mg/ kg, single dosg, the 6th day), intraperitoneally. GSE+OOEO
group: GSE (100 mg/ kg/ day) with gavage, OOEO ({ ky/ day), intraperitoneally. On the 11th day
liver tissue and serum samples were obtained feasunder deep anaesthesia and the effects of GGE a
OOEO on cisplatin induced hepatotoxicity, were eixapth. Serum ALT, AST levels were merasured to
evaluate the liver function. In rat liver speciméhs levels of malondialdehyde (MDA), end produtt o
lipid peroxidation and the activities of superoxidismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-
Px) were determined spectrophotometrically. In sdo@t liver specimens has been fixed and examined

histopathologically by the light microscopic levels

Results: Cisplatin hepatotoxicity was manifested histopaipally under the light microscobe (p<
0,05) and biochemically by an increase in serum Ah@l AST, elevation of MDA in liver tissues as well
as a decrease in the activities of antioxidant evesy including SOD, GSH—Px in liver tissues (p<0Q)0

In the GSE group, significant improvements wereeobsd compared with the cisplatin group. In the
OOEO group, there were also some improvementsobatlésser degree compared with the GSE group
(p< 0,001).

Conclusion: In keeping with the results, the main underlyingectmanism in CDDP-induced
hepatotoxicity appears to be due to hepatocyte dantaSE and OOEO appeared to induce a beneficial
therapeutic effect in this study. However, we can wet consider GSE and OOEO to be a new
therapeutic agent in CDDP hepatotoxicity until et studies with various doses, different timerivdss,

and more animal numbers have been provided.

Key Words: Cisplatin, Hepatotoxicity, Free Radicals, Graplkyme.
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser; normal htcrelerin kontrolsuz olarakg@onasi, invaziv nitelik kazanmasi,
metastaz yapmasi ile kendini gdsteren ve kalp hidstandan sonra tim o6lumlerin

ikinci en sik sebebi olan dlimcul bir hastalikiir2).

Kanser; tipine ve galim evresine bgi olarak cerrahi cikarim, radyoterapi ve
kemoterapi yontemlerinin ya tek ¢#s)ma ya da kombine uygulamalariyla tedavi
edilmektedir (3).

Kemoterapotik ajanlar e¢#li kanser tiplerinin tedavisinde kullaniimakta upt
alkilleyiciler, antimetabolitler, mitotik inhibitder, antibiyotikler, enzimler, hormonlar
ve hormon antagonistleri gibi g#i kategorilere ayrilirlar ve etki mekanizmalari
birbirinden farkhdir (4).

Antineoplastik kemoterapi; timor hucrelerinin biygime c¢@almasini durdurarak
tamamen yok edebilen bir tedagekli olmasinin yanisira, normal hicre ile timor
hiicresi arasindaki yapisal benzerlikler nedeniylermal hicrelere de zarar

verebilmektedir (2).

Sisplatin; yapisi bakimindanggir antineoplastik ilagclara benzemeyen, organikirplat

turevi bir ilag olup; 6zellikle bgboyun, testis, yumurtalik kanserleri ile mesanmesiat,
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serviks, 0zefagus, osteojenik sarkom, noroblasteenkticiik hicreli akger timdarleri
gibi bir cok solid timdérun tedavisinde yaygin olakallaniimaktadir (4-6).

Kullanimini sinirlayan en énemli yan etkileriningbada; nefrotoksisite, nérotoksisite,
karacger hepatotoksisitesi, testis dokusu toksisitgigidetli bulanti-kusma,stahsizlik
ve diyare gibi gastrointestinal bozukluklar ile mligsupresyon, kemik fi supresyonu
ve ototoksisite sayilabilir. Ozellikle, akut tibiileekroza gik eden nefropati ve
nefrotoksisite sisplatinin Kklinik kullanimini kieyan en 6énemli faktorlerin kanda
gelir (4,6-9).

Hepatotoksisite; sisplatin i¢cin doz sinirlayici laktor olarak kabul edilmeginden,
fazla dikkate alinmamgive bu yonde cok az ¢cgitna yapiimgtir. Hepatotoksisite, ilacin
yuksek dozlarda uygulanmasindan sonra gozlenmektediastanin klinik durumunda
onemli deisiklikler meydana getirebilmektedir. Sisplatin  hepaksisitesinin
patofizyolojisinde; oksidatif stresin 6nemli rolrmadgi, karacger ve bdbrek dokusunda
lipit peroksidasyon agina neden oldgu tespit edilmgtir. Sisplatin; hidroksil ve
superoksit gibi bazi reaktif oksijen turlerini teetk, glutatyon peroksidaz ve siperoksit
dismutaz gibi bazi aktif antioksidan enzimleri indi edip, glutatyon duzeyini
disUrebilmektedir. Birtakim koruyucu ajanlar antitimdaclarla kombine olarak
kullaniimaktadir. Sisplatinin okturdusu hepatotoksisiteye karkorunmada da géli
antioksidanlar kullaniiigive oldukca bgarili sonuclar elde ediltir (7,10).

Bitkisel tedavi yontemleri; kanser tedavisi suresimiygulanan destekleyici ve alternatif
tedavi yontemlerinden birisi olup, gerek Ulkemizderekse dinyada oldukca sik
uygulanmaktadir. Ancak, dal yollarla elde edilen ve yan etkileri az olanitaglarin,
klinik kullanima gecirilmeden 6nce; ¢cok dikkatlirigekilde aratirilip, tedavi segiminde
yarari bilinen ve yan etkisi olmayan uygulamalaercih edilmesi gerekmektedir (11-
13).

Uzum cekirdgi ozutu (UCO)Ynin ozellikle; kardiyoprotektif, hejogrotektif, ve
noroprotektif etkileri kadar antioksidan, anti-emflatuar ve antimikrobial aktiviteler

gibi genk spektrumlu, farmakolojik ve terapotik etkileri ofgl bilinmektedir (14).

Esansiyel kekik ya (EKY)'nin ise; icerdgi karvakrol ve rozmarinik asit gibi, serbest

radikallerin detoksifikasyonunda énemli rol oynayfenolik bilesiklerden kaynaklanan
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antioksidan 0Ozelfi ile hepatoprotektif etki gostergli ayrica kanserden korunmada da
etkili oldugu bildirilmistir (15,16).

Sisplatin’in hepatotoksik etki mekanizmasini agkdk amaciyla, sican model
Uzerinde yapilan bu camada; sisplatin uygulanan sicanlarda oksidatifsstrearlgi
arastirilarak, antioksidan 6zegli olan UCO ve EKY’nin; sisplatin’in yol ag toksisite
tzerindeki muhtemel etkilerinin, hem ayri ayri heahe kombine uygulamalarla

degerlendirilmesi amaclanrtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SPLATIN (CiS-DiAM INEDIKLOROPLAT iNUM II= CDDP)

Sisplatin, Rosenberg ve arkalainin 1965 yilinda yagh bir calsma sayesinde
kesfedilmistir. Elektriksel alaninE.coli bakterisinin ¢@almasi Gzerindeki etkileri
incelenirken; platin elektrotlardan elektrolit arta gecen platin tdrevlerinin
antibakteriyel ve antineoplastik etkilerinin de wid g6zlemlenmgtir. Bu durum;
bakterilerin bolunmesini durduran ilacin, ¢cok hidiyluyen tumoérlerdeki hicre

bélinmesini de durdurabilegiai distindtrmigtar (17).

Ik olarak, 1970'li yillarda 6nemi anddan sisplatin; klinikte en yaygin kullanilan

antineoplastik ilaclardan biri olagelstir (6-8).

Sisplatin; baboyun, mesane, prostat, serviks, 6zefagus, ileglgomurtalik kanserleri,
nonseminomatoz testis tumorleri, osteojenik sarkamdoroblastoma solid timorleri
gibi bircok kanser turinin tedavisinde yaygin dadeullanilan, oldukca gesi

spektrumlu, potansiyel bir antineoplastik ajan@,4¢6,10,18).

Sisplatin €is-diaminedikloroplatinum (ll)cis-platinum (Il), cis-DDP ), merkezdeki iki
degerlikli platin atomuna bgl iki amonyum ve iki klor bai icerir (Sekil 2.1.). Bilesik,
cis ve trans olmak tzere iki izomere sahiptir. Bunlardan sada@sdormu sitotoksiktir
(19).



Cl NH
N
Pt

CI/ \NH
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Sekil 2.1. Sisplatinin kimyasal yapisi

flacin etkinlgi, ortamda bulunan klor iyonu konsantrasyonunglida. Klor iyonu
konsantrasyonunun yakla 100 mM oldgu kanda ve ekstraseliler sivilarda sisplatin
daha az etkindir. Hucre ici klor iyonu konsantrasyadaki ani dglsler, ilacin

etkinliginin artmasina neden olur (17).

Sisplatinin antitimoral ve nefrotoksik etkisi; hége diflizyon yoluyla girerek, hiicre
icerisinde, reaktif monoaqua-diamine-platin veyaagdia-diamine-platin ttrlerine
hidrolize olmasindan kaynaklanmaktadir (2@0facin niikleik asit ve proteinler ile
tepkimeye girebilen aktiekillerini olusturabilmek icin su aracgiyla yer dgistiren
klor atomlari aktif rol oynar. Sulu ortamda ciftheems elektron iceren oksijen, sulfir
ve nitrojen atomlari gibi nukleofilik gruplar, klayonlaryla yer dgistirmek lzere
platine baglanir. Balanan gruplar deoksiribontkleikasit (DNA) veya nitidkleikasit

(RNA)'nin purin bazinda ve bircok aminoasit yanciterinde yer alir (17).

Sisplatin DNA ile etkilgerek bir¢cok zincir ici ve zincirler arasi caprazvitent bglar
olusturur. Guanin bazinin, oldukca reaktif olan 7. aatimu ile kolayca tepkimeye
girer. Sisplatin, en sik ayni DNA zincirindeki keunguaninler arasinda caprazijais-
platinum diamine-d(GpG)] oktururken; ikinci siklikta, guanin-adenin caprazslaa
[cis-platinum diamine-d(ApG)] okturur. Nadiren, zincirler arasi ¢caprazgbalusturur.
Sisplatinin antineoplastik etki mekanizmasi, ilaDINA ile kovalent bglar olusturarak
hiicre siklusunu &fazinda durdurmasi ve apoptozisi tetiklemgedilinde agiklanngtir
(21).

DNA’nin transkripsiyon ve replikasyonunu inhibe adgapraz bgar, sisplatinin hem
terapotik etkisi hem de hicresel toksisitesi adesmn dnemli olup DNA zincirinin
kivrilarak aciimasini ggar. Boylece DNA molekult; DNA onarici proteinlefei
histonlari, mobilitesi ytksek gruplari ve gdr protein gruplarini kendisine ceker.
Sisplatinin modifiye etfii DNA yeterince yenilenemeginden, sézkonusu proteinlerin,
olusan DNA hasarina verdikleri sinyal apoptozisi slear. Soézkonusu hasar

onarilamayacak boyutlarda ise hiicre tarafindarrdadelilemez ve hicrenin 6limine
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neden olur (17,21). Sisplatinin etki mekanizmgmmatik olarak gdsterilngiir (Sekil
2.2.) (22).

Hicre
Membrani
HoN cl + Protein tanima
3°Np” HyN < _OH, HaN DNA Tfan§Kr|p5|yonunun
HyN -~ Nc _— t —_— Inhibisyonu
H3N~ >ci HyN -~ NG Onarim call smalari
Apoptozis
\\

Sekil 2.2. Sisplatinin etki mekanizmasingematik gosterimi

Vucuttan atilimi Uriner yol ile olur. Aligindan itibaren % 35'i 5 gunde atilir. Kalan
kismin atilimi ise daha uzun surer. Miyelosupreskinligi orta dereceli oldgundan
daha cok kombine olarak kullanilintravendz inflizyon (iv.) ve yayav. enjeksiyon

olarak 100 mg/ rdozunda, kombine olarak ise 20 md/ dozunda uygulanir (23).
2.2. SERBEST RAOKALLER VE ANT IOKSIDANLAR
2.2.1. Serbest Radikaller

Fizyolojik veya patolojik etkiler sonucu mitokonde gérilebilen; diyoériingesinde bir
veya daha fazla sayida ciffleemg elektron iceren, kararsiz ve son derece reakiif, n
veya iyonize atom ya da molekiillere “serbest rdtiika(SR) denir (24,25)ilk kesfi
1900 yihinda Gomberg tarafindan yapdmolan serbest radikallerin Uretilmesi,
patofizyolojinin énemli bir parcasi olup, bir colermbiyotgin toksisitesi de serbest
radikallerin fazla Uretilmesiyle ilgilidir (26). Seest radikaller, organik veya inorganik
yapida olabilirler ve yari dmdrleri oldukca kisadtiem oksidan hem rediktan 6zellikte

olup, tim hucresel bitenlere etki edebilirler (25).
2.2.2. Serbest Oksijen Radikalleri

Oksijen, canlilar icin iki temel 6neme sahiptir: pfgal nitelikli olan birincil 6nemi;
oksijenin, organizmalari ve besinleri giuran molekuillerin yapitani teskil eden
baslica element olmasindan kaynaklanmaktadir ve burduiéim canlilar i¢in gegerlidir.
Oksijen, her canl yapisindaki atomlarin yakta% 25’ini olusturmaktadir (27).

Oksijenin  fonksiyonel nitelikli ikincil 6nemi ise; oksijenin, canllardaki
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oksidorediksiyon tepkimelerinde ve solunum sistelmiriemel rolli oynamasindan

kaynaklanmaktadir.

Aerob organizmalarin mitokondriyal elektrogitaa sisteminin son elektron alicisi olan
oksijen; fizikokimyasal 6zelliklerinden dolayi, nadésolik aktivite slresince hicrenin
tum fraksiyonlarinda son derece reaktif olan verlyest oksijen radikalleri” (SOR)
olarak adlandirilan ¢ok sayida toksik ara triniuwmasina neden olabilir. Oksijenin
radikal olan ve olmayan tirevlerini kapsayan SORjanizmadaki tim hicresel
komponentlere zarar verereksitke hastaliklarin ortaya cikmasina neden olabilir.
Fizyolojik kosullar altinda, organizmadaki oksidan ve antioksidestemler dengesinin,
herhangi bir nedenle oksidanlar lehine bozulmasiksitatif stres” olarak
adlandiriimaktadir (24,25). Hucrenin g fonksiyonlarini yurutebilmesi icin gereken
ve oksijen kadar 6énemli olan molekullerden bigeti de nitrojendir. Nitrojenin de
oksijen gibi; endojen veya ekzojen kaynakli nedenl®dali olarak, hucreyi
hasarlayabilen serbest radikallere dgmésine “nitrézatif stres” denir. Gerek SOR,
gerekse serbest nitrojen radikalleri (SNR); hicretabolizmasinin dg@l Grinleridir.
Ancak, yararll ve zararl etkileri bir arada icéddrinden, biyolojik sistemlerde ikili rol
oynamaktadirlar§ekil 2.3.) (28).

DNA hasari
Protein oksidasyonu
Lipid preoksidasyonu

%NO /\ [ /\b ONOOH
ARG

ONOO~

Katalaz
SOD GSH-Px

0, > Oy” > H,0, » H,0

OH-
/ l \ Lipid peroksidasyonu

Protein oksidasyonu

DNA hasar1

Sekil 2.3. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari ve hagaggmatik gosterimi

2.2.3. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikallerin tretimi, endojen veya ekzdg@ynakli olmak Uzere iki grupta

incelenebilir.
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2.2.3.1. Potansiyel Endojen SOR Kaynaklari

Sitokrom P-450, mitokondri, endoplazmik retikulumikrozomlar ve peroksizomlar ile
enflamatuar hicre aktivasyonu potansiyel SOR kawnakr. Sitokrom P-450
uyarilirsa, superoksit ve hidrojen peroksit radikaetebilir. Vicuttaki stiperoksidin
temel kayngl olan mitokondri, hidrojen peroksit radikali destebilmektedir. Hidrojen
peroksitin yaridan fazlasi mikrozomlarda tretilneekt.

SOR drinleri, karager metabolizmasi esnasinda, Kupffer hicre aktivasyo
aracllglyla serbestlgen sitokinler benzeri molekullerin neden qtdu tepkimeler

sirasinda da ofabilmektedir.

Sitoplazmada bulunan NADPH-oksidaz ve molibdo-flavamler grubundan olan
ksantin-oksidaz gibi oksidan enzimler deslbm potansiyel SOR kaynaklaridir.
Ksantin-oksidaz hipoksantini Urik aside katalizlekyni zamanda as&onik asit

metabolizmasi Urinu olan superoksit anyon radikali,tepkimenin ilk Grand olup;

ikinci Urtin ise hidrojen peroksittir (29).

Mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmetikulumdaki; siklooksigenaz,
lipoksigenaz ve NADPH-oksidaz enzim aktivitelerierpksizomal ve lizozomal
oksidazlar da SOR gumuna neden olmaktadir. Karbohidrat, lipit, proteenntkleik
asitler gibi biyomolekullerin zincir tepkimeleri ya otooksidasyonu da, SOR Uretimi
acisindan 6nemlidir (30).

2.2.3.2. Potansiyel Ekzojen SOR Kaynaklari

Canli hicrelerin elektromagnetik veya partiktlldyasyona maruz kalmasi sonucunda,
basta su olmak Uzere radyasyonlasiten yiksek enerjinin, hicreyi gluran
bilesenlere aktariimasiyla serbest radikal yapisindasikiér olusabilmektedir (31).
Ayrica, civa, kadmiyum, nikel, krom, demir ve bakir gibi cge metalleri ile
zenobiyotikler de SOR ofumuna neden olabilir (27,30,32).

Karbon tetraklorir (CG), nitrik oksit, nitrojen dioksit, ozon, karbon nuksit,

hipoklorit, kukurt dioksit, mineral tozlar, toksem, bazi solventler, plumbajin, juglon,
yanginlar, parakuat ve dikuat gibi herbisitler sieka ve asbest lifleri gibi peroksizom
proliferatorleri SOR miktarlarini artiran maddeleimakla birlikte ayni zamanda

karsinojeniktirler (32).
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2.2.4. Balica SOR Urunleri ve Biyokimyasi

Biyolojik sistemlerde bulunan Blaca SOR Uurunleri ve 6ncullegunlardir: Molekdler
oksijen (Q), singlet oksijen0,), siiperoksit anyon radikali O°), hidrojen peroksit
(H.0O,), hidroperoksil veya perhidroksil radikali (HQ) hidroksil radikali (OH), alkoksi
radikali (RO), alkilperoksi radikali (R@), hipoklorit (CIO) ve nitrik oksit (NO)'tir.
SOR terimi, OH ve @gibi reaktif oksijen radikallerini kapsagikadar, HOCI, HO, ve
10, gibi oksijenin radikal olmayan énciillerini de kapsaktadir (30,33):

2.2.4.1. Molekuler Oksijen (Q)

Molekuler oksijen (dioksijen) fazla reaktif gildir. Fakat Q'nin bu 6zellgi, onun
diger serbest radikallerle tepkimeye girmesini engedle. Iki molekil arasinda
oksidatif bir tepkimesin gerceldebilmesi icin, Aufbau kuralina gére; bu molekulteri
eslesmemg elektronlari, kant yonde salinmalidir. Yani: £ organik molekdllerle
tepkimeye girme @liminde dezildir; bu nedenle direkt olarak sitotoksik sayillmaz
(34,35). Ancak, cgtli etkenlerle; Qnin bu paralel salinan ortaki@mams
elektronlarindan birinin yénii tersine cevrilebiéir§O, = singlet oksijen) veya Obir
elektron kazanirsa (O° = siperoksit), oldukca reaktif bir duruma geliu &i durum,
organizmadaki bazi tepkimeler sirasindasahilir ve oldukca reaktif olan siuperoksit

veya singlet oksijen formlari meydana gelebilir)(27
2.2.4.2. Superoksit Radikali (Q"")

Molekdiler oksijenin, bir elektron alarak indirgeasn sonucunda superoksit radikali

olusur.

Q + e oo0- o

Superoksit radikali, bir SOR Uriini olmakla birlikbeganizmaya direkt olarak zarar
vermez. Hidroksil ve hidrojen peroksit gibigdr serbest radikallerin kaygiaolmasi
acisindan énemlidir. Haber-Weiss tepkimesi ile dkdil radikaline, nitrik oksit (NQ
ile tepkimeye girerek peroksinitrite (ONOQdoniebilir. Hafif asidik ortamda spontan
dismutasyonla veya superoksit dismutaz (SOD) tadah hidrojen peroksit (D,)’e
donisturilerek detoksifiye edilir (29,36).

O, "+ NO OO -~ ONOQO" (Peroksinitrit olgumu tepkimesi)
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2H" &
O, "+ el0-020000000 = HO,
SOD

20, "+ 2H 00 - HO, + O (Dismutasyon tepkimesi)

2.2.4.3. Hidrojen Peroksit (HO-)

Radikal tanimlamasina uymayan hidrojen peroksit,uksyz oldgundan dolayi
membranlardan kolaylikla diffiizlenebilir ve uzun @madir (34,35). Ozellikle,
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) fiagan suya dongilrilerek
detoksifiye edilir (35-37).

GSH-Px
HO,+2GSH U0 00U - 2H0 + G-S-S-G
CAT
2HO, U000 - 2H0 + G

Hucre metabolizmasi sirasinda; molektler oksijékielektron alarak indirgenmesiyle
veya superokside bir elektron katilmasiyla, perokaiikali oluur. Peroksit molekilu

ise cevreden iki proton alarak hidrojen perdkslusturur.

SOD
20, "+ 2H' 00 - H,0,+ O, (Dismutasyon tepkimesi)

Hidrojen peroksit, tiroid biyosentezi ve makrofaktigitesi gibi bir cok hicresel
metabolik olay acisindan fonksiyonel 6neme sahipfitokondriyal elektron tama
sistemi tarafindan mitokondrilerde Uretilmesingman, hicrelerde de eser miktarda
bulunur. Nitrik oksit ile tepkimesinden, hidrokgihdikali ve peroksinitrit olgabilir.
Demir (Fe) gibi geg metal iyonlarinin varfiinda “Fenton tepkimesi” vererek

kendisinden daha reaktif olan hidroksil radikabhisturabilir.
H,O, + F€?0 0 — OH + OH + Fé®  (Fenton tepkimesi)

Bikarbonat anyonunu (HCO), peroksi karbonat anyonuna (HEQ ve suya (HO)

donistarebilir.
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H,O0, :HCO; O U - HO + HCG

Klorit iyonlarint (CI') miyeloperoksidaz enzimi ile enzimatik olarak alkesjip
hipoklordéz (HOCI) asit ve OHradikalini oluturabilir.

H,O,+ CIr' OO - HOCI + OH
Hipokl6roz asit ise, singlet oksijerlid,) olusturabilir (36,37).

HO,+OCI 00 - 0, + H,O + CI

2.2.4.4. Hidroksil Radikali (OH")

Oksijen radikalleri icerisinde, en reaktif ve enogiksik olanidir (38)Insanlar igin,
hidroksil Gretimi acgisindan bilinen en ©6nemli oldyaber-Weiss veya Fenton
tepkimesidir (35):

H,O,+O; " 00O - O, + OH + OH (Haber-Weiss Tepkimesi)

Sebep oldgu DNA modifikasyonu sayisinin yizden fazla ddubilinmektedir.

Hidroksil (OH) radikali oluturan balica (ic mekanizma mevcuttur:

Haber-Weiss Tepkimesinin bir basainalan Fenton tepkimesi ile alabilmektedir.

H,0, + Fé? 00 - OH + OH + Fe™(Fenton tepkimesi)
Iyonlastirici radyasyonun (hV) suya etkisiyle géuilir.
hv
HO 00O - H20++ e
H20+ +H,O 00O - HO +O_H
Alkilhidroperoksitlerin fotolizi ile olgabilmektedir (29,36).
2.2.4.5. Peroksil Radikali (RQ")

Hidroperoksil radikalinin konjige asididir. Lipit epoksidasyonu éaticisidir.
Proteinlerin yapisini bozarak, siperoksit anyorikeddile ortak etkisi sonucu DNA
hasari olgturabilir. (26,29,39).



12

2.2.5. Serbest Radikallere B3l Hicresel Hasar
2.2.5.1. Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Fazla miktarda SOR Uretimi, DNA molekulinin turted@nleri Gzerinde desikliklere
neden olabilir. Clnki: DNA, serbest radikaller i¢ginemli bir hedeftir. Singlet oksijen
ve Ozellikle hidroksil radikali, deoksiriboz ve lbada kolayca tepkimeye girerek; tek ve
cift zincir kirllmalarina, baz dizilim dgsikliklerine ve baz eksilmelerine neden olabilir.
Hidroksil radikali; nukleik asitlerdeki doymukarbon atomlarindan, hidrojen atomu
cikarilmasi veya cift gara katilma tepkimeleri ile sonuclanan sureclemalealir. Bu
olaylarin sonucunda ise; mutagenez, karsinogenezap@ptozis olgabilmektedir
(28,40).

2.2.5.2. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

SOR’nin karbonhidratlar Gzerine polisakkarit depwrizasyonu ve 06zellikle de
monosakkarit  otooksidasyonu gibi  etkileri mevcuttur Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu, hidrojen peroksit de daliiha& Uzere peroksitler ve
okzaldehitler olgmaktadir. Bu radikaller, titiin kullanma ve diyahetieden oldgu

patolojik durumlarda énemli rol oynarlar (41).
2.2.5.3. Lipitler Uzerine Etkileri

Bir tur otooksidasyon tepkimeleri zinciri olan liggeroksidasyonu, organizmada o
serbest radikallerden biri araglyla; membran yapisinda bulunan ¢oklu doynmayag
asitlerinin (PUFA) yan zinciri veya karbon zincidieki metilen gruplarinin birinden, bir
hidrojen atomu uzakgairiimasi ile balar. Lipit peroksidasyonu zincir tepkimeleri ¢

asamada gercekjebilir (29):
A- Baslangig

Daha az reaktif olan superoksit ve hidrojen peatoks tepkimeyi direkt olarak
baslatamaz. Bu nedenle; lipit peroksidasyonu, ‘Q&dikalinin, ¢coklu doymansiyag
asidinden (RH) bir hidrojen c¢ikarmasiylaslzat:

RH + OH OO- HO + R
B- Yayllma

Olusan lipit radikalinin (R) oksijenle tepkimesi sonucu, lipit peroksil radikiROO")

meydana gelir.
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R+ QG 00O ROOC

Lipit peroksil radikalleri, lipit molekuillerinden idrojen atomu cikartarak lipit
endoperoksitleri haline gelirler. Ardindan membyapisindaki dier coklu doymangi
yag asitlerini oksitleyerek yeni zincir tepkimeleri ghatirken; yeni lipit radikalleri
olusturarak, kendileri de aga cikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidropesitlerine
(ROOH) dongehbilirler.

ROO + RH (dger bir PUFA) O 0 - R (baska bir lipit radikali) + ROOH
C- Sonlanma: Tekrarlayarak yayilan bu tepkimeler; antioksidaadatelerle temas
edene kadar stabil olarak kalirlar. Veya ikili tigiidroperoksitleri kombine olarak,

alkoller ve ketonlar gibi radikal olmayan turleréndsebilirler.
R+ VITAMIN-E 00 - RH + VITAMIN-E
2ROOH U U - ALKOL + KETON + &
VITAMIN-E + R 00 -~ RH + OKSDE-VITAMIN-E

Uc veya daha fazla cift Baiceren, coklu doymarmiyag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu olgan malondialdehit (MDA), membran bjlnlerinin ¢capraz ganma ve
polimerizasyonlarina neden olabilir. Bu ylzden; rbeam deformasyonu, membran
transport bozukluklari, enzim aktivite ggklikleri ve hlcre yizey bilgenlerinin
agregasyonlari gibi patolojik sonuclar gdoabilir. Bu etkiler, MDA’nin nigin

mutajenik, karsinojenik ve genotoksik olabduhi aciklamaktadir (42,43).
2.2.5.4. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinlerin, bgta OH olmak Uzere; tim radikallerle kovalent etkiteler sonucu
degisikliklere ugramasina “protein oksidasyonu” denir. Protein o&sybnuna neden
olan mekanizmalar g#lilik arzetmektedir. SOR’nin, protein i¢i ve pmhler arasi
capraz bglar olwturmak suretiyle, protein oksidasyonu yagattibilinmektedir.
Ozellikle; di-sistein capraz Bkari, sulfhidril gruplarinin oksidasyonu ile gmaktadir.
Ayrica; radikal aktivite sonucu aojan karbon merkezli radikallerin etksienleri,
oksidasyona maruz kalgiproteinlerin karbonil grubuna lizinin amino grulwm
eklenmesi ve di-tirozin ohumu sayilabilir. Gegi metalleri ise; hem aminoasit
dizilerinin hem de serbest aminoasitlerin oksidasyw arttirarak, protein oksidasyonu

yaratabilirler. Bunun yani sira, peroksinitrit rieali de protein oksidasyonunda aktif rol
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oynayan ajanlardan biridir. Proteinlerin oksidati&sari pek c¢ok patolojik durumla
sonucglanmaktadir; kanser, Alzheimer sendromu, Reoki, iskemi-reperfiizyon hasari,

karacger sirozu, yganma bu sonuclarin gecalarini tgkil etmektedir (29,40).
2.2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Hucrelerde oksidasyon riskistgan molekulleri; kendi miktarindan @gensiz olarak,
oksidasyona kar koruyan veya oksidasyonu geciktiren maddelereti6&sidanlar”
denir. Antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik mak Uzere iki grupta
siniflandirlabilmektedir (44). Antioksidanlar, exédn (d@al) ve ekzojen kaynakl
olmak Uzere iki ana gruba ayrilabgdigibi, enzim ve enzim olmayanlageklinde
yapilarina goére; c¢ozunurluk oOzelliklerine ve organadaki dgilimlarina gore de
siniflandinlabilirler (Tablo 2.1.) (45,46).

Tablo 2. 1.Antioksidanlarin siniflandirilmasi

EKZOJEN ANT IOKSIDANLAR

- Demir redoks déngusunun inhibitorleri - N-Asédiisin (NAC)
- Rekombinant antioksidan enzimler - Melatonin (MEL)
(r-SOD) . Gida Kaynakli Antioksidanlar
- Ksantin oksidaz inhibitorleri - Demjelatorleri (Desferroksamin)
- NADPH-oksidaz inhibitorleri - BarbitUratlar
- NOS inhibitorleri - Lokal anestezikler

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

I. ENZIMLER Il. ENZ iM OLMAYANLAR
- Suiperoksit dismutaz (SOD) * Lipit fazda ¢Ozuereni-tokoferol, 3-karoten
- Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) * Sivi faz (sitozol, kan plazmasi)'da ¢oziinenler
- Glutatyon rediktaz (GSSG-Rd) - Askorbik asit - Alblimin
- Glukoz 6-P dehidrogenaz (G6PD) - Glutatyon (GSH) - Hemoglobin
. Katalaz (CAT) - Urat - Miyoglobin
- Seruloplazmin - Sistein - Transferrin
- Glutatyon-S-transferaz - Bilirubin - Laktoferrin
- Tiyoredoksin rediiktaz (TR) - Bazi metal iyonlar - Ferritin

(Mg, Mn?*, Zr?) - Lipoik asit
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Organizma agcisindan fonksiyonel onemgiytan antioksidanlar, antioksidan savunma

sistemlerinin bir pargasidirlar.
2.2.6.1. Enzimatik Savunma Sistemleri
2.2.6.1.1. Superoksit Dismutaz (SOD) (EC: 1.15.1.1)

Ozellikle, suiperoksit radikaline karkoruyucu enzimler icerisinde en aktif olanidir.
Superoksit radikalini, daha az reaktif olan hidrojeeroksit ve molekuiler oksijene

cevirir:
20, + 2H OO0 - HO, + G

SOD grubu enzimler, birer metaloenzim olup, supsitattetoksifikasyonunda kofaktor
olarak kullandg metal iyonlarina gére adlandirilir: Cu/ Zn-SODn4#80D, Fe-SOD ve
Ni-SOD gb. Cu/ Zn-SOD dimerik yapili bir metaloemzolup; iki alt Ginitesinde Cu ve
Zn baglidir ve 0zellikle sitozolde lokalizedir. Tetramleryapida olan Mn-SOD ise,
Ozellikle mitokondride lokalizedir (26,47).

2.2.6.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) (EC: 1.11.9):

Hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu, selenyiceren bir metaloenzimdir ve
aktif merkezinde, selenosistein bulunduran sitézddir metaloproteindir. Enzimin
substratt GSSH'dur. Ancak, enzim hem hidrojen psidiknem de organik peroksitleri
substrat olarak kullanabilmektedir. Bu nedenle enzihidrojen peroksit ve
hidroperoksitleri indirgemek igin, glutatyonu kulla. Karacgerde en aktif; beyin,kalp
ve akcgerde orta derecede aktif olup; kaslardaki aktivies digiktir. Bu enzim

asagidaki tepkimeleri katalizler (48):
GSH-Px
HO, + 2GSH OO0 - GSSG + 2pD

GSH-Px
ROOH + 2GSHO OO - GSSG + ROH + @

2.2.7. Uzuim VitisviniferaL.)

Bitiin dinyada yaygin olarak en ¢ok tuketilen megndsin biri olan Gzimun anavatani,
gliney Avrupa ve dgu Asya’dir. Ginumuizde dinyanin tim iklimskklarinda kalttri
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yapilan Uzim asmasinin c¢ekirdekleri ve yapraklatkidel tedavide kullanilirken,
meyvelerinden ise destek besin olarak yararlanitathk (14,49).

2.2.7.1. Kimyasal Yapisi ve Biyoaktif Bilgenleri

Uzumin temel bilgenlerini; su,seker ve asitler okturmaktadir. Onemli miktarda su
iceren Uzum meyvesinin; % 81-87'si su, % 12-18'rbamhidratlar, % 0,5-0,6'sI
proteinler, % 0,3-0,4'0 ise ydan olgmaktadir (49). Ayrica, 6nemli miktarda
potasyum (% 0,1-0,2), C vitamini (% 0,01-0,02), Aamini (% 0,001-0,0015), eser
miktarda da kalsiyum (0,001-0,002) ve fosfor icektedir. Yapilan diyetsel
analizlerde, Uzumun her 100 graminda; 78 kalordikerji, 0,5 g protein, 19 g
karbonhidrat, yglardan sglanan kalori dgerinin % 3’Une kaglik gelen 0,3 g y& 0,18
mg sodyum, 155 mg potasyum, 0,4 g lif, 13 mg kaisiy 9 mg fosfor ve 10 mg C
vitamini bulunmutur (50). Uzim, ayni zamanda kemilglsgn acisindan 6nemli olarak
nitelendirilebilecek elementlerden biri olan bobigbek ¢ok besinin de temel kayhdir
(51). Polifenoller ve polifenolik bilgklerce zengin olan UGzimin kompozisyonu;
flavonoidler ve nonflavonoidler olarak iki kisimdacelenebilir. Flavonoidlerin yapisi;
oksijen iceren bir piran halkasina (Cgbaki benzen halkasindan meydana gelen (A ve
B) bir flavan ¢ekirdekten oimaktadir Sekil 2.4.) (52).

Sekil 2.4. Flavonoidin yapisi

En yaygin flavonoidler: if kampferol, kuersetin ve mirisetin iceren flavdeaol(ii)
flavan-3-ol'ler ; ileri derecede polimegimis oligomerlerin (+)-katgn, (-)-epikatsin,
(-)-epikatgin-3-O-gallat monomerleri ile dimerik, trimerik vetetramerik
prosiyanidinler ile {ii) antosiyaninler sayilabilir. Nonflavonoidler isiek bir aromatik
halkadan olgan fenoller ile kafeik asit v@-kumarik asit gibi hidroksikinnamik asit
turevleri ile gallik asit gibi hidroksibenzoik asitirevlerini kapsamaktadir.
Nonflavonoidlerin dger grubunun en iyi bilinen 6rge transresveratrol ffans-3,4,5—
trinidroksisitilben) gibi sitilbenleri ve sitilbenglikozidlerini kapsamaktadir. Ana
iskeletleri; bir metilen képrusu ile Benms iki aromatik halkadan oliaktadir §ekil
2.5.).
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Halihazirda, Gzimuin meyvesinden ekstrakte edilelfgmolik bilesenlerin; % 10 veya
daha azi posasindan, % 60-70'i cek@#idden, % 28-35'i ise kal@undan elde
edilmektedir. Uzim cekirdeklerinin fenol icgki agirigin % 5 ila 8'ine tekabdl
etmektedir. Ayrica, cekirdekler % 90 oraninda zergr proantosiyanidin kaygadir.
Bilinen, 6nemli bazi biyoaktif Gzim bgenlerinin kimyasal yapilari yukarida toplu
olarak verilmgtir (Sekil 2.6.) (49).

2.2.7.2. Farmakolojik ve Biyolojik Etkileri
2.2.7.2.1. Antioksidan Etkileri

UCO, serbest radikal temizleme aktivitesi ile aksidan 6zellik tamaktadir (53,54).
Cekirdezindeki prosiyanidinlerin, alfa-tokoferol Uzerine rikgucu/ geri dingttrici
etkisi, fosfatidilkolin lipozomlarinda ve eritroltde ispatlannstir (55). Ayrica
prosiyanidinler serbest radikal temizlemenin yamaisoksi-radikal kaskadi tetikleyen
ksantin-oksidaz enzimi aktivitesini de kuvvetli veon-kompetitif olarak inhibe
edebilmektedir (56). LDL kaynakl lipit peroksidasy trtnlerinin birikiminden diik
serum antioksidan dizeyleri sorumlu tutulmaktad@ir. calismada; Gzim cekirde
proantosiyanidinlerinin diilk konsantrasyonlarda bile (2 mg/ L), ¢coklu doymayag
asidi peroksidasyonunu inhibe gitigosterilmitir (49). /n—vitro serbest radikal
temizleme analiziyle yapilan bir fa calsmada ise, UCO'niin (50 mg/ L), serbest
radikallere kagi C ve E vitaminlerinden daha iyi bir korumagkaligi gosterilmitir.
Hatta dger antioksidanlarla kasastirildiginda, UCO'niin (100 mg/ kg) 12-O-
tetradekanoil forbol-13-asetat (TPA)'nin neden @ldwksidatif hasarlara kardaha
fazla koruma sgladigl da belirlenmgtir (57,58). Ayrica, DNA oksidatif hasarlarina
karsi Onleyici hlcresel ajanlar olarak, @ik konsantrasyonlardaki (10 pumol/ L, 25
pumol/ L) prosiyanidin B4, kagen ve gallik asidin bgarih olduklari belirlenmtir.
Ancak bu maddelerin yiksek konsantrasyonlarda ([@16®Il/ L) DNA hasarina yol
acma olasiliklari mevcuttur. Benzgakilde UCO’niin; sican lokositlerinde, oksidatif
hasara kar 6nemli 6lciide koruyucu etkisinin olgu gosterilmgtir (49). Ayrica, UCO
(75 mg/ kg) veMarjoram esansiyel yanin (0,16 mL/ kg) birlikte verilmesinin;
etanolin fertilite Gzerindeki olumsuz etkileri ilearacger ve beyin dokularinda yapti

tahribati, oksidatif hasari 6nlemek suretiyle agalbildirilmistir (59).
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2.2.7.2.2. Hepatoprotektif Etkileri

Farelerde asetaminofenin hepatotoksik dozlarind@a-600 mg/ kg, ip.) 6nce UCO (3-
7 gun, 100 mg/ kg, po.) uygulamasinin asetaminofesg hepatik DNA hasarini,
karacger hicrelerinin apoptotik ve nekrotik 6lumunt anliaderecede azalfi ve bcl-
XL ekspresyonundaki asetaminofenglbdegisiklikleri onledigi gosterilmitir (60). Bir
calsmada UCO'nun (giinde 50 mg/ kg oral doz, 28 gunjcardarda, safra kanali
baglandiktan sonra karggri oksidatif hasardan korugu bildirilmistir (61). Bir baka
calismada da, sicanlarda; iskemi/ reperfiizyon hasariddaa ve reperflizyon periyodu
oncesinde tekrar 50 mg/ kg/ gin oral olarak, 15 @i@O verildiinde iskemi/
reperflzyon hasarini azafiti gozlenmgtir (62). Sicanlarda yapilmi olan, son
calsmalarda ise; sican kargerinde, UzUm cekirdg proantosiyanidinlerinin;
antioksidan enzim aktivitelerini arttirarak, meeisat ve radyoterapiye #aoksidatif

hasara kar oldukca ytksek oranda korumgsksadigl gosterilmstir (49,63,64).
2.2.8. Kekik Origanum onitesL.)

Origanum onites Ltiurd, Lamiaceae(Labiatae, Ballibabagiller familyasina mensup
olup; bu familya dinyada 200 cins ve 3500 tiregefilkde ise 45 cins ve 546 tire
sahiptir. Familya tyeleri, Akdeniz Ulkeleri gta olmak Uzere; Avusturalya, Glneybati
Asya ve Guney Amerika'ya kadar yayiknr (65,66).

Origanum onites Lturt ise; Kuzey yarim kiurede 0Ozellikle, Ege vesulcAkdeniz'e
0zgu bir bitki olup, Turkiye, Sicilya ve Yunanistda da yetgmektedir. Anadolu’da ise;
Ege ve Akdeniz bélgelerinde gial olarak bulunmaktadir (67,68).

Origanumkelimesi; eski Yunanca kokenli bir kelimedir veayi anlamindaki Oros’
ile “sts” anlamindaki Gano$ kelimelerinin birlegmesinden turemi olup; “Dagin
Susu” anlamini tamaktadir (69).

Avrupa’da “Turkish Oregano”, Anadolu’da isejziir Kekigi, Guvey Otu, Peynir
Kekigi, Ak Kekik, Bilyall Kekik ve Tg Kekik” yoresel adlarnyla bilinmektedir.
Anadolu florasinin dgal bir Grint olmakla birlikte; kalttr bitkisi olakayetistirilen ve

tlkemizdeki tarim alani 6300 donimegala, tek ticariOriganumtarudur (67).

Kekik adi altinda bilinen bir ¢ok bitki tiri olmasi r&men; Ulkemizde en yaygin
olarak bulunan ve en fazla kullanila@riganum onites Lturtaddr. Eski Yunan, Roma

ve Bizans'ta kullanilan 6nemli bir fitoterap6tik J@r toéren bitkisidir. GUnimuzde
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bitkinin Anadolu’da kullanilan adlarindan biri olatGuvey Otu” adinin; arkaik
donemlerde evlenen ciftlerin faa takilan “kekik tacindan” gelgli bilinmektedir
(70,71).

Morfolojik varyasyonlarinin sayisi oldukca fazlaweOriganuniun; Turkiye’'de bilinen
21 endemik turd mevcuttur. Ayrica, buti@riganum taksonlarinin % 60’Inin
Turkiye’de bulunmasi; tlkemizi®riganumagisindan bir gen merkezi ofgitnun da
kanitidir. Ayrica, Turkiye; dinya kekik ticaretindd00 tonla ilk sirayr almaktadir.
Tarkiye'deki kekik ticaretinin % 80’ini olgturan Origanum onites L. Turkiye'de
yetisen kekik turleri icerisinde en fazla ticareti yamltir olmasi agisindan da buyuk
onem taimaktadir (72).

2.2.8.1. Kimyasal Ozellikleri

Labiataefamilyasinin dger Gyeleri gibi,Origanum onites Ltirt de keskin kokulu ve
aromatik bir bitki olup; kokusu, yapisindaki esgesiyaslardan kaynaklanmaktadir
(73). Esansiyel ya icindeki kimyasal maddeler gruplarina gorger sekilde
siniflandinlabilir (73,74):

1. (CsHg), genel formuline sahip hidrokarbonlar: Terpenleriridén, Limonen,

Terpinolen, Terpinen, Osimen, Pinen, Kampfen, Sabigb.)

2. Oksijenli Terpen Turevleri: Terpen aldehit, alkkkton ve esterleri (Linalool,
Terpinol, Karveol, Mentol, Sitronellol, Borneol, I8aol, Sitral, Menton,

Karvon,iyonon, Piperiton gb.)

3. Benzenoid yapili aromatik bifkler: (Karvakrol, Timol, Anetol, Anizol, Ojenol
gb.)

4. Azot ve Kiikirt iceren bikgkler: (Skatol,indol, Metil Antranilat gibi.)

Taninmsg bazi terpenlerin molekil yapilagagida belirtiimistir (Sekil 2.7.) (75).

Kekik suyu, esansiyel veya terpenikgyadi verilen esansiyel gar; lignin ve sellloz

polimerleri ile sudan okmaktadir (76).

Origanum turlerinde bulunan esansiyel glarin % 1-8'i kurutulmyg yaprak, cicek,

tomurcuk ve dallarindan elde edilmektedir (77,78).

Toprak Usta kisimlar 6zellikle; gok alginlgl, basagrisi, mide rahatsizliklari gibi

durumlarda kullanilirken, esansiyelgyain da analjezik @ kesici) etkisi gozlenngtir.
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Antiseptik, antibakteriyel, antispazmodik ve antimlan etkileri ise; yuksek miktarda
fenol icermesinden kaynaklanmaktadir (67).

Esansiyel yglarin % 2-3'0 toprak Ustl organlarindan elde ediisansiyel ygar,
karvakrol ve timol gibi fenolik maddeleri icerme#lie En eski antibiyotiklerden birisi
olan timol tipta; ekspektoran, antiseptik, antilegiftel, antiastimatik ve antispazmodik
olarak, esansiyel yari ve terpenik bilgklerinden dolayr da fungusit olarak
kullaniimaktadir. Ayrica, timol di dolgularinda kullanilan bazi farmakolojik aktif
maddelerin sentezinde, yiyeceklerin korunmasindaaneseptik banyo sabunlarinda
kullaniimaktadir. Baharat olarak getuir kullanim alanina sahip olariganum onites
ulkemizde en fazla ihrag edilen drtinlerden biris{@d).

Ulkemizde farkli cgitleri mevcut olan timOriganum taksonlarinin ortak 6zed;
esansiyel yglardan zengin olmalari ve esansiyelgyana bilgiklerinin, kekige 6zgu

kokusunu veren karvakrol ve/ veya timol olmasi@s,80).

P QT

Karvakrol Timol yTerpinen  pSimen  Linalool  a-Pinen
O
74 =
éi ;OH H" H
Mirisen Limonen Dihidrokarvon  Terpinen-4-ol [Karyofilen

Sekil 2.7.Bazi 6nemli terpenlerin molekul yapilari

Karvakrol (% 67-82)0riganum onites Lesansiyel ya& ile yapilan cakmalarda, 13
ornekteki temel bilgen olarak bulunmgiur. Turkiye’nin giney bolgelerinde bulunan,
Antalya ve Mgla gibi yorelerden elde edilen 4 6gne de Linalool'ce (% 80-92)
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zengin oldgu bulunmuytur. 3 drnekte ise; Karvakrol (% 36-66) ve Linal¢® 15-52)
birlikte baskin bilgenler olarak belirlenmgtir. Ayrica, Karvakrol (% 57) ve Timol (%
12) ise 1 6rnekte temel bglen olarak belirlenngtir (Tablo 2.2.) (72).

Tablo 2.2. Turkiye'de yetsen Origanum onitegsansiyel yakompozisyonu

Tipi Yag Karvakrol Timol yterpinen p-simen Linalool
Verimi (%) (%) (%) (%) (%)
(%)
-tin*
Karvalfrol tp 1.1-4.7 66.5-81.9 0.2-1.9 1.6-8.7 3.0-10,9 0.04-1.
(13 6rnek)
Lma.l.OOI_tlp 2.6-4.0 0.3-13.4 0.0-0.05 0.03-0.1 0.01-0,3 79.991
(4 6rnek)
Karma-tip 2528 | 36.3-660| 0.04-3.6 1.34.1 1.5-4.9 14,851,
(3 6rnek)
* Diger 2.4 57.4 11.6 5.2 8.1 0.1
(1 6rnek) ' ' ' ' ' '

** Antalya, Mu gla

Tadi, kokusu, rengi ve gorinimu kendine 6zgu otamsiyel yglarda; organik asitler,

alkoller, fenoller ve ketonlar ile terpenik hidrakanlar ve bunlarin oksijenli tirevleri
de mevuttur (81). Karvakrol orani, bitkinin cice& salkimlarinda % 72,8, bitkinin tim
toprak Ustd kisimlarinda % 63,89 ve yapraklarind®@®d.7 oraninda bulunmaktadir.
Cicek ve salkimlardaki timol orani ise; % 0,60, raqparda % 4,64'tur (76).

Tarkiye'de yapilan ¢agmalar,Lamiaceagamilyasinin fenolik monoterpenlerce zengin
olup; kekgin biyolojik aktivitelerinin ¢g@unun esansiyel kekik gain ana
bilesenlerinden olan karvakrol ve timole g oldugunu gdsternstir. Karvakrol,
antioksidan, antispazmodik, antitimoral, antimikyab antifungal, diuretik ve
analjezik oOzelliklere sahip bir monoterpendir (88riganum tirlerinde bulunan ve
kafeik asit turevlerinden biri olan rozmarinik adié antioksidan ve antiviral etkilidir
(83,84).

2.2.8.2. Antioksidan ve Hepatoprotektif Etkileri

Lamiaceae familyasinin tdrleri, sahip olduklari dik bilesiklerinden dolayi
antioksidan 06zellik gostermektedirler. Origanum telglarinda; karvakrol ve
rozmarinik asit gibi serbest radikallerin detoksisyonunda 6nemli rol oynayan fenolik
bilesikler bulunmaktadir (15).
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Jimenez ve arkad@rinin yaptgl bir ¢alsmada; karvakroliin, karggr tahribatinin
indekslerinden biri olan transaminaz dizeyini dnéifgide azaltfii gozlenmgtir (85).
Esansiyel kekik ya&, bir cok karagier koruyucu glevlerinin yani sira; orta gaa,
“karaciger” hastaliklari ve “antitimor” etkingi nedeniyle kullanilimgtir (16). Fransa’'da
yapilan bgka bir calgmada iseOriganum glaucunesansiyel ya&nin, koleretik etkisi
gOsterilmitir  (86). In-vitro sartlarda yapilan glutatyon-S-transferaz deneylerind
esansiyel yain aktif bir bileseni olan karvonun; kanserojen etkili kimyasal agaum
etkisini 6nledgi gosterilmitir (87). Ayrica, karvonun kan-beyin bariyerini gbddigi
de bilinmektedir (88). Serbest radikal temizlemetiyebarbitiirik asit reaktifleri 6lgcim
yontemi kullanilarak Origanum vulgare L.ile yapilan bir ¢akmada; Origanum
esansiyel yanin, hidroperoksit olgumunu inhibe ederek karbonil (CHO) gruplarina
karsi cok gucla bir antioksidan aktivite gostefidigozlenmgtir. Ayrica, sézkonusu
antioksidan etkinin Origanum esansiyel yanin karvakrol ve timol iceginden
kaynaklandgl belirtiimistir (89). Yine,Origanum Onites Lgibi Lamiaceadamilyasina
mensup ve Turkiye'ye 0zglu endemik bir tir olarhymus argaeus 'in;
antimikrobiyal etkisinin yani sira gucli antioksidaaktiviteye sahip oldiu

gosterilmitir (90).
2.2.9.Aminotransferazlar

Amino asitler ile 2-okzo-asitlerin birbirine ¢ewrksini, amino gruplarinin transferi
yolu ile gerceklgtiren enzimlerdir. Amino grubu transferlerinin gekgestirildi gi tim
tepkimelerde 2-okzoglutarat/ L-glutamat cifti, amigrubu alicisi ve vericisi olarak
kullanilir. Her enzimin 6zgullgii, amino grubu vericisi olarak kullanilan 6zel amin
asidinden kaynaklanir. Aspartat aminotransferaz T)ASe alanin aminotransferaz
(ALT) sirasiyla, belirtilen tepkimeleri katalizl¢gekil 2.8.). AST (EC 2.6.1.1) ve ALT
(EC. 2.6.1.2) ile katalizlenen bu geri dgiithlt reaksiyonlarda denge, sirasiyla aspartat
ve alanin olgumu yonundedir. Piridoksal-5'-fosfat (P-5'-P) ve imon anal@u,
piridoksamin-5-foslat, amino grubu transferi regksiarinda koenzim olarak gorev
yaparlar. Apoenzime lganan P-5'-P, prostetik grup olarak gorev yapab'-P-bali
apoenzim ilk substrattan (aspartat veya alaninnargrubunu alir ve ilk tepkime trlinu
olan enzime k& piridoksamin-5'-fosfat ile oksaloasetat veyaigat olwturur. Amino
grubu bali bulunan koenzim amino grubunu ikinci substré&akzoglutarat) aktararak

ikinci Grandn (glutamat) okmasini sglar. Geri elde edilen P-5'-P yeniden kullanilir.
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Sekil 2.8. AST ve ALT'nin katalizledgi tepkimeler

Hem holoaminotransferazlar hem de koenzimgimtayan apoenzimler serumda
bulunabilir. Bu kaullarda eklenen P-5'-P, enzim yapisina katildjin aminotransferaz
aktivitesi belirgin olarak artar. Sifir ile U¢ veydrt kat arasinda @sen bu ary,
normal serumda AST aktivitesinde ya{ka% 50, ALT aktivitesinde ise % 20 g yol
acar. Karagerin buttnligina etkileyen hastaliklarda serum AST ve ALT dieggin
arttigi gorulmesine karn, ALT karacgere daha 0zgun bir enzimdir. Parankimal
karacger hastaliklari ginda serum ALT aktivitesinde agtinadiren gb6zlenir. Ayrica
ALT aktivitesi AST aktivitesinden daha uzun siur&gék kalir (91).



3. GEREC ve YONTEM

Subat 2009 ile Kasim 2009 tarihleri arasinda, Eiyniversitesi Hakan Cetinsaya
Deneysel ve Klinik Argtirma Merkezi (DEKAM)'nden temin edilen sicanlaglapilan
deneysel caymalar sonucunda alinan kargei doku 6rneklerinde; Erciyes Universitesi
Tip Fakultesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvadia oksidatif stres parametreleri,
serum Orneklerinde ise; Gulser—Dr. Mustafa GUNIBIJ Merkez Laboratuvarinda
aminotransferaz diizeyleri tayin edildi. EUTF Pajioknabilim Dali laboratuvarlarinda

da sican karager dokularinin histopatolojik olarak gierlendirmeleri yapildi.
3.1. GEREC

Biyokimyasal olcimlerdelMerck ve Sigma marka analitik saflikta kimyasal ichaler
kullanildi. Calgma sirasinda gotmali santriftj (Sigma 3k 30), otoanalizér (Olynspu
AU 2700), derin dondurucu (BOSCH, PHILCO), spekttofmetre (Shimadzu uv-
1601), pH-metre (HANNA HI 9321), tridistile su cina(Barnstead), etlv (Dedga),

su banyosu (Kotterman), vorteks (Elektromag), makyaristirici (ntve), kronometre,
otomatik (Socorex ve Gilson) ve cam pipetler, capidr, beher, mezir ve balon jojeler
kullanildr.
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Cam malzemeler; % 20’lik nitrik asit ¢ozeltisi ic@nde, 24 saat bekletildikten sonra 3
defa distile su ile yikanarak deiyonize edildi (9B)yokimyasal dl¢timler icin gerekli

cOzeltiler ve tamponlar, tridistile su ile hazidan
3.1.1. Deney Hayvanlari

Calsmaya 96 adet, 230- 310 ggidiginda erkek Wistar-albino cinsi sican alindi.
Sicanlar, havalandirmgartlar sglanms, ging 1sigl alan odalarda ve her birinde dort
sicanin bulundgu 6zel kafeslerde tutuldular. Cahaya balamadan onceki yedi gin
sliresince, sicanlar oda sicgkida (22 + 2°C), 12 saat dgal aydinlik-karanlik
periyodunda barindirildilar. Beslemgemi igin; ticari standart pellet yem ve gergkti
kadar ¢eme suyu verildi. Sular her gun ggtirildi ve kafes temizigi giin gir1 yapildi.
Standart yedi gunlik ama periyodundan sonra, gahaya balamadan 12 saat 6nce
benzer metabolik durumu @amak icin su kisitlamasi yapmaksizin yiyecek lasasi

yapildi.
3.1.2. Uzum Cekirdgi Ozutu (UCO)’ nun Kaynagi-Hazirlanisi

Sarap yapiminda kullanilan ve Turkiye'de yétilen en yaygin olgunkmis Gzim
(Vitis vinifera L) kiltiru olarak bilinen, Tokat yoresine 6zgii Okézg kirmizi tiziim
kalturd kullanilarak hazirlandi. Hasat sonrasi, etedmemy s&likli Gzim taneleri
salkimlardan kesildi. Sonra, uygun gérulen tanelgrordamiyla serildi. Cekirdekler ile
cekirdesi cikarilms ve suyu alinmyi taneler 70°C’de, 72 saat boyunca serilerek
kurutuldu. Kurutulmg cekirdekler; kaliteli bir grantl kitle elde edebgk amaciyla
Oguticuye vyerlgtirildi. Cekirdek grandlat (100 g) alinarak; Soxhlekstraktoriinde
(Merck, Darmstadt, Germany) gaceren bilgenlerinden arindiriimasi amaciyla, 60°C’
de 6 saat boyunca, petrol eteri ile ekstrakte edWdg iceriginden arindiriimy olan
cekirdek granilati, 8 saat boyunca 200 mL etanglkel@den ekstrakte edildi. Daha
sonra ekstrakt, ham ekstraktl elde edebilmek ar@dagndi ekseni etrafinda donen bir
evaporatorde (Rotavator Evaporator R 200, BuchijtZewand), 40°C’nin altinda
vakumlanarak konsantre edildi ve liyofilizasyoglemine (Labconco Freezone 2.5,
Missouri, USA) tabi tutulduktan sonra kullanima &adl°C’de koyu renkli bigisede
muhafaza edildi (93). Folin-Ciocalteu kolorimetgkintemi ile, ¢cekirdek ekstraktinda
bulunan total fenolik bilgen konsantrasyonu olculdi (94). Olgumler; ggnaal olarak
uygulandi ve hesaplamalar gallik asit ile elde exdikalibrasyon gisi kullanilarak

yapildi. Total fenolik konsantrasyonlar; ekstrakgjrami baina digen gallik asitin
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miliekivalent grami cinsinden olmak suretiyle, galhsit ekivalansi olarak ifade edildi
ve total fenoliklerin icegii; cekirdek ekstraktinin grami ggaa 573.5+ 6.80 mg gallik

asit ekivalanti olarak bulundu (95,96).
3.1.3. Esansiyel Kekik Y& (EKY)'nin Kayna gi-Hazirlanisi

Calismada kullanilan kekiKOriganum onitel 6rnekleri, izmirden toplandi. Yabani
Origanum (Origanum onites L.esansiyel y& Clevenger hidrodistilasyon yontemi ile
uretildi (90). Bitki materyalleri (500 g); kuguk malara ayrilarak, icerisinde iki kere
distile edilmg, 2 L distile su bulunan distilasyon aparatina egrilerek, 3 saat
boyunca hidrodistilasyorglemine tabii tutuldu. Esansiyel §gasodyum siilfat anhidrit
yardimiyla saflgtirllarak, analiz glemine kadar -60 °C’ de saklandi. Galanin bir
onceki g@amasinda gas chromatography/ mass spectrometry K&)/ quadropole
dedektori (Shimadzu QP 5050 System, Shimadzu, DngskGermany) yardimiyla
Olcilmis olan esansiyel yakompozisyonunda; mirisen (% 0.47+0.0&)terpinen (%
0.61+0.08),y-terpinen (% 2.61+0.02p-simen (% 2.93+0.02), linalool (% 11.85+0.10),
p-caryofilen (% 0.96+0.08), terpined-ol (% 0.92+0.04), timol (% 9.34+0.17) ve
karvakrol (% 70.27+0.17) bulundu. Yabadriganum (Origanum onites L. esansiyel
yaginin, yuksek oranda karvakrol, linalool ve timolerigi ile karakterize oldgu
sonucuna varildi (97).

3.2. YONTEM
3.2.1. Deney Gruplarinin Olturulmasi, UCO ve EKY ile Sisplatinin Uygulanmasi

Deneysel cajma 96 Wistar-albino erkek sicandan gblu ve rastgele, her biri 12
hayvandan olgan 8 gruba bolinerek; 10 gun sireyle takip edildi:

Kontrol grubu: Periton igine serum fizyolojik enjekte edilerelavgj yoluyla distile su

verildi.

UCO grubu: 100 mg/ kg / giin, gavaj yoluyla verildi.

EKY grubu: 1 g/ kg/ guin, periton igine enjekte edildi.
Sisplatin grubu: 7 mg/ kg, 6. gun, periton icine enjekte edildi.

UCO + Sisplatin grubu: UCO 100 mg/ kg/ giin, gavaj yoluyla verildi ve s&m 7
mg/ kg, 6. gun, periton icine enjekte edildi.
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EKY + Sisplatin grubu: EKY 1 mg/ kg/ guin, periton igcine enjekte edildi sisplatin 7
mg/ kg, 6.gun, periton icine enjekte edildi.

UCO + EKY + Sisplatin grubu: UCO 100 mg/ kg/ giin, gavaj yoluyla verildi, EKY 1
mg/ kg/ gun, periton icine enjekte edildi ve sisiplar mg/ kg, 6. gun, periton icine
enjekte edildi.

UCO + EKY grubu: UCO 100 mg/ kg/ gun, gavaj yoluyla verildi ve EKIYmg/ kg/
gln, periton icine enjekte edildi. Cahanin 11. gind tim sicanlar, genel anestezi
altinda 50 mg/ kg (ip.) ketamin uygulamasi ile alddi Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Calismaningematik olarak ifade edilmesi



29

UCO ve EKY soliisyonu vesit miktarda plasebo (oral distile su), gatia siresince her
glin ayni saatte, oral yolla, 3 in¢-16 gauge gayaij tle verildi.Etken maddelerin dozu

ve uygulamaekilleri deneysel cadma prosedurleri esas alinarak belirlendi.

Karacger fonksiyonlarinin goéstergesi olan serum alaninnatransferaz (ALT) ve
aspartat aminotransferaz (AST) duzeylerini 6lcebkntin sicanlar éldirtlmeden dnce
intrakardiyak, 4-5 cc kan orgealindi. Alinan kan numuneleri 986 g'de 10 dakika
santrifij edilerek serumlari ayrildi. Elde edilemsmlar,cakma giiniine kadar -80'de
saklandi. Sicanlar oldurialdikten hemen sonra, aki§idtres belirteci malondialdehit
(MDA) ile antioksidan enzimlerden superoksit disarmu{SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzim aktiviteleri ¢allmasi igin karagier dokulari gikarildi. Cikarilan
organlar; histopatolojik inceleme icin, buzlu izoio salin solisyonunda yikandiktan

sonra formalin icine konuldu.
3.2.2. Karacger Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Karacgerden doku homojenatlarinin hazirlanmasi sirasyagalan tim glemler buz
icerisinde ve +4°C’de yudratuldi. Homojenizasyatemi, teflon uclu homojenizator
(Ultra-Turrax T25, IKA;Werke 24.000 rpm.; Germarilg) yapildi.

Karacger dokulari, 0.05M Fostat tamponu (pH= 7,4) ileld/ (w/ v) oraninda dilte
edildikten sonra homojenize edildi. Bekilde hazirlanan homojenat, 19090 g'de 30
dakika santriftj edildi ve elde edilen supernatabMduzeyi ile SOD ve GSH-Px
aktivitelerinin 6lcimiinde kullaniimak Uzere alilkaotihalinde, -80°C’de dondurularak
saklandi (98).

3.2.3. Total Protein Tayini

Total protein miktarinin tayin edilmesinde Lowrynggmi kullanildi (99).
Reaktifler

— A cozeltisi (% 2’lik NaCOs.H,0, 0.01 N NaOH icinde):
NaCOs3.H,O 209
NaOH 0,449
Tridistile deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlanarakkli sisede saklandi.

— B; ¢ozeltisi (% 1'lik CuSQ.5H,0):
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CuSQ.5H,0 0.5g
Tridistile deiyonize su ile 50 mL’ye tamamlandi.
— By ¢ozeltisi (% 2’lik Na-K tartarat.4D):

Na-K-tartarat.4HO 1lg
Tridistile deiyonize su ile 50 mL’ye tamamlandi.
— C c¢Ozeltisi (gunlik hazirlandr):

100 hacim A

1 hacim B

1 hacim B
— BSA standardi:

BSA 250 mg
Tridistile deiyonize su ile 200 mL’ye tamamlandi.

— Folin—Ciocalteu—Fenol reaktifi:

Sodyum tungustat 100 g
Sodyum molibdat 25¢
Tridistile deiyonize su 700 mL
Konsantre HCI 100 mL
% 85'lik fosforik asit 50 mL

Hazirlanan bu ¢ozelti, cam balona kondu. Gegusacu altinda 10 saat kaynatildiktan

sonra;
— LiSOy 150 g
— Tridistile deiyonize su 50 mL
— Brom 1-2 damla

Ilave edilerek 1 saat daha kaynatildi.
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Bromun fazlasini uzakgarmak icin su ile 1000 mL’'ye tamamlanarak suzul&é&ngi
altin sarisi olan soltuisyon buz dolabinda saklaksit.cinsinden 2 N olan soltisyon, 1/ 1

oraninda tridistile su ile dilie edilerek kullanild
Calisma

Deney tuplerine 0.3 mL doku ihtiva eden ellat v 8L “C” ¢Ozeltisinden pipetlendi.
Vorteksle kantirihp, 15 dakika oda 1sisinda inktibe edildi. Daoara tiplerin Uzerine
0.3 mL dilie Folin-Ciocalteu reaktifinden ilave kglihemen vorteksle kagarildi.

Tupler oda 1sisinda 30 dakika bekletildikten sospaktrofotometrede 750 nm’deki

absorbanslari, tridistile su ile awakilde calgilan kdre kagi okundu.

Degerlendirme 0.05; 0.1; 0.15; 0.20; 0.25 mg/ mL kaotisssyonlarinda hazirlanan
BSA standart grisi Gzerinden yapildiSekil 3.2.). Sonuclar mg / mL olarak verildi.

y =7,5000 e - 3 + 1,7300 ¥R 0, 999

| I
0.0 0.1 0.2 0.3

Bovin serum albumin (BSA) (mg / mL)

Sekil 3.2. Total protein standartgési
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3.2.4. Doku MDA Tayini

Karacger dokusu MDA tayininde, Ohkawa ve ark. (100) terd&n geltirilen yontem
kullanildr.

Reaktifler

1. % 8.1 Sodyum dodesil stilfat (SDS)
2. % 20 Asetik asit, pH= 3.5

3.% 0.8 TBA

4. n-Butanol/ Piridin kagimi (15:1; v/ v)
5. 5.848 M MDA (stok standart)
Calisma

Karaciger doku homojenatinin (1/ 10 w/ v) santrifilj edisiyge elde edilen stpernatan
MDA o6lcumunde kullanildi. Sdpernatanlardan 0.1 miinip kapaklh cam tuplere
konuldu. Uzerlerine sirasiyla 0.1 mL SDS, 0.75 skt asit, 0.75 mL TBA ve 0.3 mL
distile su eklenerek iyice katirildi. Agizlari sikica kapatilan tupler, kaynar su
banyosunda 60 dk kaynatildi. Musluk suyu altindgusdan tuplere 0.5 mL distile su
ve 2.5 mL n-butanol/ piridin kanmi ilave edilerek vorteksle iyice kanrildi.
Ekstraksiyonu takiben®@’de, 1753 g'de 15 dk santrifiij edilen tuplerin &ssminda
olusan pembe renkli organik fazin absorbansi (A), 532de, distile su ile ayrgekilde

calisilan kore kagi olculdi. Degerlendirme standariga tizerinden yapildi.
3.2.5. Standart Serinin Hazirlanmasi

Stok MDA (5.848 M) cozeltisinde 100 nmol/ mL konsasyonunda ara stok
hazirlandi. Ara stok standarttan, deney ortami2da L) 0.25; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 3.0
nmol MDA/ mL olacak sekilde sirasiyla; 5; 10; 20; 30; 40; 60 nmol/ mL
konsantrasyonlarinda MDA c¢gina standartlari hazirlandi. Standart serinin hendien

0.1 mL alinarak numune gibi caldl ve standart@&i cizildi (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. MDA standart grafii

Karaciger doku sUpernatanlarinda Lowry ve ark.'’nin yontemgore; karager doku
protein miktarlari tayin edildi ve standargrelen bulunan doku MDA duzeyleri,

miligram protein bgna verildi (nmol MDA/ mg protein) (99).
3.2.6. SOD Aktivitesi Tayini

Calsmaya alinan sicanlarin karger dokularindaki stperoksit dismutaz aktivitesi

tayininde, Sun ve ark. tarafindan ggtilen yontem kullanildi (101).

Prensip: Ksantin oksidaz (XO) ile ksantinin oksidasyonuasinda a@a cikan
stiperoksit anyonunun §O ), nitroblue tetrazolium (NBT) gibi boyar maddeleri
redukleyerek formazonlari afturmasi prensibine dayanmaktadir;” O 'un H,O'e
dismutasyonunu gtayan SOD varfiinda, X0 tepkimeleri ile Uretilen O sirekli
tiketilecginden, NBT ile tepkimeye giren O’ miktari azalacak ve bu yolla formazon

olusumu 6nlenecektir.

Ozetle SOD aktivitesi; XO'In katalizlegli tepkimede, NBT rediksiyonunun inhibisyon
derecesine kg olarak olctlebilir. SOD aktivitesi yukseldikc®BT reduksiyonu ile

formazon olgumu azalacaktir.

XO

Ksantin L Urik asit v O

NBT+ O ° T Formazon (redikte NBT)

SOD
2H'+ Q" ——————>  #,+ O,
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Reaktifler

1. 0.01 M Fosfat tamponu, pH=7.0
2. 0.3 mM Ksantin

3. 150uM NBT

4. 0.4 M Sodyum karbonat

5. 0.6 mM EDTA

6. 1g/LBSA

7. 0.8 mM CuC}

8. 2 M Amonyum sulfat

9. 167 U/ L (Unite/ Litre) XO (Sigma X-1875) (2 M gok amonyum siilfat icinde

hazirlanir)
10.0.6 mg/ mL SOD (Sigma S-2515) (stok standart)

Karaciger doku homojenati (1/ 10 w/ v)'nin; 19090 g'de cikika santrifilenmesiyle
elde edilen sipernatanin 0.05 mL’si, 0.01 M Foséahponu (pH= 7.0) ile 1/ 10
oraninda dilie edilerek, SOD olcimunde kullanildi.

Calisma

SOD aktivitesi tayin edilecek her numune icin, toplhacim 2.45 mL olacajekilde,

asagidaki konsantrasyonlarda bir deney kami hazirlandi:

0,3 mM Ksantin 1,0 mL
15@M NBT 0,5mL
0,4M Sodyum karbonat 0,3 mL
0,6 mM EDTA 0,5mL
1g/L BSA 0,15 mL
Deney kami 2,45 mL

Deney kagimi pipetlenen numune ttplerinin tGizerine kagacidoku homojenatlarindan
elde edilen 0,5 mL dilie sUpernatan ve deneyskariiceren kontrol tiptine 0,5 mL
0.01 M Fosfat tamponu (pH= 7,0) ilave edildi. Degnépleri 25°C’de 5 dakika inkiibe
edildikten sonra, her birinin lizeringitezaman araliklari ile, 0.05 mL 167 U/ L XO
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eklenerek tepkime Blatildi. Tupler, 25 °C'de 20 dakika sireyle tekirgkibe edildi.

Bu sirenin sonunda, yingiezaman araliklar ile tiplere 1 mL 0,8 mM Cu@éavesi ile

tepkime durduruldu. Numune ve kontrol tluplerindeprniazon olgumundan

kaynaklanan renkiddeti, 560 nm dalga boyunda, distile su kéruingikgrektrometrede
okundu. SOD icermeyen kontrol tiptinde, maksimurmézon olgumu (A veya optik
dansite: 0.250) gOzlendi.

3.2.7. Standart Serinin Hazirlanmasi

SOD (3300 U/ mg solid/ mg protein), 0,6 mg/ mL kantrasyonda olacajekilde,
distile su ile ¢6zuldu. Bu stok standart 0.01 Mfabsamponu ile dilie edilerek, deney
ortaminda sirasiyla 10; 20; 40; 80; 100 ng/ mL lkotssyonlarinda olacajekilde,

SOD calgma standartlari hazirlandi ve numune gibisciall.
Hesaplama

Standart seri ve numune tuplerinde % inhibisyorgederi aagidaki formulle
hesaplandi:

(Kontrol A-NumuneA) «
Kontrol A

% Inhibisyon= 100

Standart seri icin hesaplanan % inhibisyongeterine kagilik gelen SOD
konsantrasyonlari kullanilarak; SOD tarafindan NBEUksiyon hizinin inhibisyon
grafigi cizildi ve hiperbolik bir gri elde edildi §ekil 3.4.).

% Inhibisyon
100
80
60
40 |

20

‘ ; — . SOD (ng / mL)
0 20 40 60 80 100 120
Sekil 3.4.SOD inhibisyon grafii

Ayrica % inhibisyon dgerlerine kagi, SOD konsantrasyonlarinin logaritmikgaeleri
kullanilarak, dgrusal bir grafik elde edildiSekil 3.5.).
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% Inhibisyon

y = 37,844x + 8,6035
R? =0,9995

100 |
60 |
40 |

20 |

0 t—— D ' Log SOD (ng / mL)
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Sekil 3.5. Logaritmik SOD- inhibisyon grai

Bir tnite SOD, standart deneyartlarinda, NBT rediksiyon hizini % 50 inhibe eden
enzim miktari olarak tanimlandi (101). Bu ¢alada, % 50 inhibisyon yapan SOD
konsantrasyonu (1 tnite SOD), 12.41 ng/ mL olanalkdu.

Cizilen grafikler yardimi ile numunelere ait % iblyon dgerlerinden Unite SOD
degerleri hesaplandi. Bu derler, yontemin uygulanmasi sirasinda kullanildiisgon

faktdrleri ile carpilarak, numunelerin gercek SOmitélerine ulaildi.

Protein miktari da tayin edilen karger doku homojenatlarinda SOD aktivitesi;

spesifik aktivite cinsinden, tnite/ miligram (U/ dngrotein olarak verildi.
3.2.8. GSH-Px Aktivitesi Tayini

Karaciger dokularinda glutatyon peroksidaz (GSH-Px) atésii Paglia ve Valentine'in

birlesik enzimatik yontemi kullanilarak tayin edildi (102

Prensip: GSH'In HO; ile oksitlenmesini katalizleyen GSH-Px tepkimeihia, GSSG-
Rd tepkimesi sirasinda tiketilen NADPH konsantragydzerinden dl¢cilmesi esasina

dayanmaktadir:

GSH-Px GSSG-Rd

2GSH+ HO, — D + GSSH ﬁ 2GSH

NADPH+H  NADP+
Birlesik enzimatik tepkimelerle, GSH konsantrasyonu sabitildusundan; GSH-Px
aktivitesi, UV-spektrofotometrede 340 nm dalga bwa, NADPH'In NADP’a
donsimU sirasinda gozlenen OD (optik dansite}iglii Uzerinden dgrudan tayin

edilebilir.
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Reaktifler

0.05 M Fosfat tamponu, pH= 7.0 (5 mM EDTA igerir)
8.4 nM NADPH

0.15M GSH

112.5 mM NaN

100 U/ mg protein/ mL GSSG-Rd (Sigma, G-1762)
2.2 mM RO, (taze hazirlanir)

S S o

7. Konsantre Drabkins ¢ozeltisi (Ayni hacimde iki kahsantrasyonda hazirlanir)

Calisma

GSH-Px aktivitesi tayin edilecek her numune icyagada verilen konsantrasyonlarda

istenen deney karmi hazirlandi:

Fosfat tamponu 2.63 mL
8.4 mM NADPH 0.10 mL
100 U/mL GSSG-Rd 0.01 mL
112.5 mM NaN 0.01 mL
0.15M GSH 0.10 mL
Deney kagimi 2.85 mL

Pipetleme hatalarini azaltmak amaciyla; test g@yigyore, reaktiflerin dnceden
karsilastiriimasiyla elde edilen deney kam havuzu, 2.85 mL hacimde, deney

tuplerine pipetlendi.

Hazirlanan deney karmini iceren tuplerin Gzerine 0.05 mL numune (lizaDrabkins
karisimi ya da doku supernatani) ilave edildi ve tugerC’de 10 dakika inklibe edildi.
Kuartz kilvetlere aktarilan inkibasyon kanlari Gzerine 0,1 mL, 2,2 M D,
pipetlenerek tepkime bkatildi ve UV-spektrofotometrede 340 nm dalga bajain
distile su koérine kar, OD’deki disis 4 dakika sure ile izlendi. Ayrica GSH’nun
nonenzimatik oksidasyonunu tayin etmek i¢in, numyagne distile su kullanilarak

(kontrol) calsma tekrarlandi.
Hesaplama

Her numune ve kontrol tapu icin 2. ve 4. dakika #bgorbans veya optik dansite)
degerleri kullanilarak, dakikadaki absorbansgigeni (AA/ dk) deserleri hesaplandi.
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Daha sonra numunaA/ dk deserlerinden kontrol dgerleri gikarilarak, nenA/ dk
degerleri bulundu.

Bir Unite GSH-Px, standart denegartlarinda 1.0 mikromol ynol) NADPH'In
oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar olarakrtdandi. (U/ L=pmol NADPH/ dk/
L) (102).

NADPH’In molar ekstinksiyon katsayise € 6.22 x 16 M™* cm) kullanilarak doku

orneklerinin neA/ dk dezerlerinden, Unite birimine gecildi:

AA/ dk XTotaI hacim(mL) y 10° zmol 1

U/mL= : X
O Num hacmi(mL) mol 1000mL

AA/dk 30  10°
X——X

U/mL=
622x10° 005 1000

U/mL=AA/dk x 9.646
GSH-Px unite (U/ mL) dgerleri, yontemin uygulanmasi sirasinda yapilganlere
karsilik gelen dilusyon faktorleriyle carpilarak, dol@BSH-Px aktiviteleri bulundu.

Karaciger dokusu GSH-Px aktivitesi, gram proteinsina (U/ g protein) hesaplanarak,

spesifik aktivite cinsinden verildi.
3.2.9. Aminotransferaz Olgum Yontemleri

Karacier fonksiyonlarini dgerlendirmek igin; sicanlardan alinan serum oOrnabdier
Olympus AU 2700, Japan marka otoanalizérde, Olynipiagnostics’'ten temin edilen
kitler ile IFCC (International Federation of Climic Chemistry)'nin tavsiye efii
coupled-enzyme tekgii kullanilarak alanin aminotransferaz (ALT) ve adpa
aminotransferaz (AST) diizeyleri tayin edildi.

3.2.9.1. ALT Ol¢lim Yontemi
L-alaninden 2-oksoglutarat’a bir amino grubununaakmasiyla piruvat ve L glutamat

olusur. Bu tepkimeyi ALT katalizler:

L
L-Alanin + 2-Oksoglutarat (_@ D—> L-Glutamat + Piruvat



39

Tepkime sonucu okan piruvat, laktat dehidrogenazin (LDH) etkisi ilektata

indirgenir.

Piruvat + NADH +H @Elea D-Laktat + NAD'

Prensip: Tepkime sirasinda NADH oksitlenir ve NADIusur. 340 nm dalga boyunda
NADH miktarinin birim zamandaki azalmasi belirlenBirim zamanda absorbansta
gozlenen dgisiklikler (AA/ dk ), mikromol cinsinden okside olan NADH ve moknol
cinsinden dgisime wrayan substrat miktarinda, internasyonal Uniteicden dakikada

meydana gelen dgiklik ile orantilidir. Sonuclar; U/ L olarak hesapidi.
3.2.9.2. AST Olgiim Yontemi

L-aspartattan 2-oksoglutarat’a bir amino grubunkitamimasiyla okzaloasetat ve L
glutamat olgur. Bu tepkimeyi AST katalizler:

L-Aspartat + 2-Oksoglutarat«— ﬁsﬁ—» L-Glutamat + Okzaloasetat

Tepkime sonucu okan okzaloasetat, malat dehidrogenazin (MDH) etikésimalata

indirgenir.
Oksaloasetat + NADH +H (_MDM — L-Malat + NAD"

Prensip: Tepkime sirasinda NADH oksitlenir ve NADIusur. 340 nm dalga boyunda
NADH miktarinin birim zamandaki azalmasi belirlenBirim zamanda absorbansta
gozlenen dgisiklikler (AA/ dk ), mikromol cinsinden okside olan NADH ve moknol
cinsinden dgisime urayan substrat miktarinda, internasyonal Uniteicden dakikada

meydana gelen dasiklik ile orantihidir. Sonugclar; U/ L olarak hedapdi (91).

3.3. KULLANILAN YONTEMLER iIN TEKRARLANAB iLIiRLiIGI (CVv
DEGERLERI)

Calistigimiz yontemlerin givenilirfiini test edebilmek amaciyla, galan serum ve
dokulardan; 8 deney grubunun her birinden alinma&ré) 3-4’er tane gsli gtizel

serum ornekleri secilerek bir serum havuzu haaiilan

Hazirlanan bu serum havuzundan, gkn her bir yontem icin en az 10’ar defa (x10);
sicanlarin karager dokusu MDA duzeyleri, SOD ve GSH-Px aktivitegederi ile
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serum ALT ve AST duzeyleri 6lcim yontemlerinin loén icin ayri ayri cailarak CV

(degisim katsayisi) dgerleri hesaplandi.
Caligilan yontemlerin CV dgerleri "CV = S;SﬂOO" pentisi kullanilarak hesaplandi.
Calisilan her bir yontem icil€V deserleri: % 0-10normal kabul edildi.

Calismamizda kullanilan protein tayin yonteminin tekaadbilirligini 6lgmek igin;

doku fraksiyonlarindan ofturulan havuz 1/ 50 oraninda dilie edildikten sdt®adefa
protein olcimia yapildi. Sonuclar grafikten gddendirildi ve dilisyon faktort ile
carpildi. CV dgeri % 2.68 olarak bulundu (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1.Kullanilan yontemlerin CV dgerleri

CV Degerleri X * SS CV (%) n
Total protein (mg/ mL) CV dgeri 4.33+0.116 2,68

MDA (nmol / mg protein) CV dgeri 3.46 £0.133 3,84

SOD (U / mg protein) CV dgeri 3.29+0.119 3,62

10

GSH-Px (U / g protein) CV geri 451 +0.113 2,51

ALT (U /L) CV degeri 3.82+0.115 3,01

AST (U/L) CV deeri 3.55+0.121 3,41

n: Deney sayisI, X = SS: Ortalama + standart sapma, CV: Desisim katsayisi

Calisilan her bir yontem icirCV degerleri % 0-10 arasinda hesaplahddan dolayi

kullandigimiz yontemlerin guvenilir oldgu sonucuna varildi.
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3.4. VERILERIN iSTATISTIKSEL ANAL izi

Veriler, ortalama * standart sapm&£ss) ve ortanca (25'inci persentil-75’inci
persentil) olarak ifade edildi. Cahna gruplarinin karager doku homojenatre serum
MDA, SOD, GSH-Px, ALT ve AST aktiviteleri ile karg®r doku homojenati aktivite
degerlerinin kasilastirlmasinda tek yonli varyans analizi (One-Way AN ve
coklu kasilastirma testlerinden (Post Hoc Tests) Tukey testilakuldi. Calsma
gruplarinda histopatolojik skorlarin ortancalarikasilastiriimasinda; Kruskal-Wallis
tek yonlu varyans analizi (goklu kalastirma ydntemi; Dunn’s) kullanildiistatistik
olarak P < 0.05 ise anlamli kabul edildi. Butin lesherde, Statistical Package for the
Social Science§SPSS) bilgisayar programi 13,0 kullanildi.



4. BULGULAR

4.1. BBYOKIMYASAL DE GERLENDIRME

4.1.1. Oksidatif Stres Parametrelerinin Dgerlendirilmesi

Sisplatine bgl oksidatif stres lizerine tiziim cekigl@ziti (UCO) ve esansiyel kekik
yagl (EKY) etkisinin dgerlendiriimesinde; serum oksidan/ antioksidan duroom
gostergesi olarak lipit peroksidasyonunun son uUniraliondialdehit (MDA) dlzeyleri
ve endojen antioksidanlardan superoksit dismuta@D(Sve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) aktiviteleri 6l¢uldi. MDA seviyeleri, SOl GSH-Px aktiviteleri ile ilgili
veriler deggerlendirildi (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1.Arastirma gruplarinin karager dokusu oksidatif stres parametreleri

MDA SOD GSH-Px
Gruplar X+ sS X+ sS X+ sS
Kontrol 2.459+0.155 | 0.189+0.003 20.288+1.323
Uziim 1.938+0.22% | 0.204+0.009 22.208+1.688
Kekik 2.617+0.298 | 0.193+0.002 19.060+0.820
Uzum + Kekik 1.699+0.385 | 0.213+0.004 23.417+1.26B
Sisplatin 8.0930.698 | 0.142+0.003 11.391+1.249
UzUm + Sisplatin 3.470+0.239 | 0.166x0.002 15.638+0.916
Kekik + Sisplatin 4.911+0.375 | 0.152+0.004 13.248+0.797
Uztm + Kekik + Sisplatin 3.157+0.427 | 0.182+0.003 16.089+0.863
P <0.001 <0.001 <0.001
X+ SS. Ortalama + Standart Sapma, MDA: Malondialdeh@®C8 Siperoksit Dismutaz, GSH-Px:
Glutatyon PeroksidaZ\fabetik Ust Simgeler: Ayni Harfler; Gruplar Araslaki Benzerfi, Farkli
Harfler; Gruplar Arasindaki Farklg ifade Etmektedir.




43

4.1.1.1. MDA Duzeyleri
Gruplarin ¢oklu kanlastiriimasina gore MDA dgerleri agisindan; Kontrol ve Kekik
gruplari arasinda anlamh dizeyde fark gozlenmedizim+Sisplatin ve
Uzuim+Kekik+Sisplatin gruplari arasinda anlamh Fark bulunmaz iken (p>0.05),
gruplarin dger ikili karsilastirmalarinda anlamli dizeyde fark offlu gozlendi
(p<0.001), Sekil 4.1.).

MDA (nmol / mg protein) — ortalama * 2 ss

i1 ;

I I I I I I I I
Sisplatin Kekik Kontrol KekiksSisplatin KekikeUziim ~ Kekik+Uzim+Sisplatin Uziim Uziim+Sisplatin

Gruplar

Sekil 4.1. Karacger dokusu MDA diizeyleri
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4.1.1.2. SOD Aktiviteleri

Gruplarin c¢oklu kagilastirilmasina gore SOD derleri acisindan; Kontrol ve Kekik
gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmaz ikerrQy®5), gruplarin der ikili

karsilastirmalarinda anlamli diizeyde fark oflugdzlendi (p<0.001)Sekil 4.2.).

0,225

020

0475

015 I

0125

SOD (U / mg protein) — ortalama + 2 ss

I I I I I I I I
Sisplatin Kekik Kontrol Kekik+Sisplatin Kekik+Uzim ~ Kekik+Uzim+Sisplatin Uziim Uziim+Sisplatin

Gruplar

Sekil 4.2.Karaciger dokusu SOD aktiviteleri
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4.1.1.3 GSH-Px Aktiviteleri

Gruplarin ¢oklu kaglastiriimasina gore GSH-Pdegerleri agisindan; Kontrol ve Kekik

ile Uzum ve Uzum+Kekik gruplari arasinda anlamlizelide fark gozlenmedi.

Uzum+Sisplatin ve Uzum+Kekik+Sisplatin gruplari sirala da anlamli diizeyde fark
gozlenmezken (p>0.05), gruplarngdr ikili karsilastirmalarinda anlamli diizeyde fark
oldugu gozlendi (p<0.001) Sgekil 4.3.).

57

20

157

GSH-Px (U / g protein) — ortalama + 2 ss

107

I I I I I I I I
Sisplatin Kekik Kontrol Kekik+Sisplatin Uzim-+Kekik Kekik+Uzlim+Sisplatin Uzim Uzlim+Sisplatin

Gruplar

Sekil 4.3.Karaciger dokusu GSH-Px aktiviteleri
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4.1.2. Aminotransferaz Duzeyleri
Sisplatine bgl karacger hasari tizerine, UCO ve EKY etkisininggdendiriimesinde;
karacger fonksiyonlarinin gostergesi olarak, sicanlarelaie edilen serum 6érneklerinde

alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminofienag (AST) dizeyleri tayin edildi.

ALT ve AST aktiviteleri ile ilgili veriler dgerlendirildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2.Arastirma gruplarinin serum aminotransferaz duzeyleri

ALT AST
Gruplar X+ SS X+ SS
Kontrol 52.083+1.676 119.167+4.528
Uzim 50.500+1.44% 122.583+7.141
Kekik 52.667+1.969 123.83345.37%
Uzim + Kekik 51.727+2.533 122.364+7.18%
Sisplatin 75.142+2.420 257.713+11.93%
Uzim + Sisplatin 61.556+1.667 186.111+17.617
Kekik + Sisplatin 69.000+1.56% 236.000+10.73%
Uzim + Kekik + Sisplatin 60.917+1.564 189.917+15.675
P <0.001 <0.001
ALT: Alanin Transaminaz, AST: Aspartat Transaminaz
Alfabetik Ust Simgeler: Ayni Harfler; Gruplar Araslaki Benzerli, Farkli Harfler; Gruplar
Arasindaki Farklig Ifade Etmektedir.

AST ve ALT duzeyleri; sisplatin grubunda,gdr gruplarla kagslastirildiginda anlamh

olarak yuksek bulundu.
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4.1.2.1. ALT Enzim Duzeyleri

Gruplarin ¢oklu kanlastiriimasina gore, ALT deerleri agisindan; Kontrol ve Kekik ile
Uzim ve Uzim+Kekik gruplar arasinda anlamli dizeythrk gézlenmedi.
Uzum+Sisplatin ve Uzum+Kekik+Sisplatgruplar arasinda da anlamli diizeyde fark
gozlenmezken (p>0.05), gruplarngdr ikili karsilastirmalarinda anlamli diizeyde fark
oldugu gozlendi (p<0.001) Sekil 4.4.).

80,00 1

70,00 1

60,00 1

ALT (U /L) — ortalama * 2 ss

50,00 1

40,00

I I I I I I I I
Sisplatin Kekik Kontrol Kekik+Sisplatin KekiktUzim ~ Kekik+Uzlim+Sisplatin Uzim Uziim+Sisplatin

Gruplar

Sekil 4.4.Serum ALT duizeyleri
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4.1.2.2. AST Enzim Duzeyleri

Gruplarin ¢oklu kaglastiriimasina gore, AST g@erleri agisindan; Kontrol ve Kekik ile
Uzim ve Uzim+Kekik gruplar arasinda anlamli dizeythrk gozlenmedi.
Uzum+Sisplatin ve Uzium+Kekik+Sisplatin gruplari sirala da anlamli diizeyde fark
gozlenmezken (p>0.05), gruplarngdr ikili karsilastirmalarinda anlamli diizeyde fark
oldugu gozlendi (p<0.001)Sgekil 4.5.).

300,00

250,00

| 20000

AST (U /L) —ortalama * 2 ss

150,00

1 1

I I I I I I I I
Sisplatin Kekik Kontrol KekikeSisplatin KekiksUzim ~ Kekkdk+Uzim+Sisplatin Uzlim Uzim+Sisplatin

Gruplar

100,00

Sekil 4.5.Serum AST duzeyleri
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4.2. HHISTOPATOLOJIiK DEGERLENDIRME

Sisplatin toksisitesinin yaragi karacger hicre hasarinin, yaygi@live derecesine;
UCO ve EKY’nin etkisini dgerlendirmek icgin, sicanlarin karger dokusunun
histolojik deserlendiriimesinde; hicre hasarinin yayginlve derecesi 0-3 derleri
arasinda semi-kantitatif olarak skorlandi. Semitiatif histopatolojik dgerlendirme
yontemi ile spesifik kriterlere gore iki patolograéindan kérlemesine @erlendirme
yapildi. Histopatolojik incelemeler icin; deney Bbundan alinan karggr doku
ornekleri % 10 fosfat tamponlu formalin ¢ozeltisintespit edildikten sonra parafin
bloklara gomuldi. Daha sonra, parafin bloklardanm3ik kesitler alindi ve
hematoksilen-eozin (H&E) ile boyandi. Kesitler, leinesine gik mikroskobunda
incelendi ve gagidaki derecelendirme sistemine goére histopatolajigisiklikler
skorlandi; (0): Normal, (1): Hafif hidropik dejereyon (Kupffer hicrelerinde galma
ve nekroz yok), (2): Orta derecede hidropik dejasgon (Kupffer hicrelerinde
cogalma ve nekroz ¢ok az yada hi¢ yok), (Siddetli hidropik dejenerasyon (Kupffer
hicrelerinde c¢galma ve nekroz) (103). Belirtilen yonteme gore; aadifer hasari

paramatreleri istatistiksel olarakgelendirildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3.Arastirma gruplarinin karager dokusu histopatolojik @erlendirme sonuglari

Histopatolojik degerlendirme

Gruplar Ortanca (25'inci-75'inci persentil)
Kontrol 0 (0-07

Uziim 0 (0-1y¢

Kekik 0.5 (0-1§*

Uziim + Kekik 1 (1-0y°c

Sisplatin 2 (1.75-2.25)

Uziim + Sisplatin 1 (1-2y

Kekik +Sisplatin 1 (1-2f

Uziim + Kekik + Sisplatin 1 (1-1.55

P <0.001
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Gruplarin  coklu kaglastirlmasina gore histopatolojik  gerleri  acisindan;
Uzum+Sisplatin, Kekik+Sisplatin ve Uzum+Kekik+Siaph gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmazkep>Q.05), gruplarin g¢er ikili

karsilastirmalarinda anlamli diizeyde fark oflu(p<0.001) gozlendi.
4.2.1. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari
Arastirma gruplarinin karager dokulari histopatolojik olarak gerlendirildiginde;

Siddetli karacger hasarini ifade eden A ve B resminde; santralweeiportal mesafe
iliskisi bozulmy olup, sintzoidal dilatasyon,siddetli hidropik ve vakuoler
dejenerasyonunskk ettigi, karacger hasarinin temel bulgusu olan, kagacidokusu
parankim hicre hasari ve hepatosit nekrozu goritkaak

Orta dereceli karager hasarini ifade eden C ve D resminde; santralpeetal mesafe
ili skisi bozulmy olmakla birlikte, orta dereceli hidropik dejengrasun glik ettigi ve
karacger hasarinin ikincil bulgusu olan Kupffer hiicre |gevasyonu gortulmektedir.
Hepatosit nekroz bulgusu yoktur.

Normal histopatolojik bulgulari ifade eden E vedsminde; santral ven portal mesafe
iliskisi korunmakta olup, hicreler meduller kordonlaraiizgin bir dalim

gOstermektedirler.



Resim 4.1.Resim A ve B’deSiddetli hidropik dejenerasyon ve hepatosit nekrdzesim C ve

D’de: Orta derecede hidropik dejenerasyon, Kugfigre proliferasyonu, nekroz yok; Resim E
ve F’'de:Kontrol grubunda normal histopatolojik bulgular



5. TARTISMA ve SONUC

Antikanserojen ajanlarin pek @o, oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengeyi
bozarak, c¢gtli organ ve dokularda toksisiteye neden olmakiadi(104,105). En aktif
kemoterapdtik antitimor ajanlardan biri olarakrm®in sisplatinin; 6zellikle, Baboyun,
testis, yumurtalik, mesane ve kucuk htcreli g&citimorleri gibi ¢gitli neoplazmlara
kargl aktivitesi gosterilmgtir (106). Sisplatinin gucli antitimor aktivitesirregmen,
nefrotoksisite ve norotoksisite gibi sik gorilen senmeyen, doz sinirlayict yan
etkileri nedeniyle Klinik kullanimi sinirlandirilgtir (107,108). Bununla birlikte
hepatotoksisite gibi, sisplatinin yiksek dozlarggulanmasindan sonra gorulebilen ve

hastanin klinik durumunu @atirebilen toksik etkileri de mevcuttur (109-111).

Sisplatin toksisitesine karpek cok stratejiler gafiirilmi s, es zamanli olarak koruyucu
ajan takviyesiyle sisplatinin yan etkilerini 6nleyipek ¢cok cakma yapilmgtir (112).
Farkli calsmalarda; sisplatinin yan etkilerine kafarkli kimyasal yapidaki ilaclar ve
destek besinlerin koruyucu olabilgceyoninde bulgular bildirilngtir (113-117).
Sisplatine bgli yan etkilerin altinda yatan mekanizma acik¢caagldmams olsa da,
farkli mekanizmalarin bir kombinasyonunun etkenbdéxesi distinulmektedir (118-
121). Antioksidan savunma sistemini etkileyebilea farkli dokulardaki oksidatif
hasarla sonuclanan SOR Uretimi nedeniyle hucre sigoklarinin  bozulmasinin

s6zkonusu mekanizmalardan biri olabilgicgUstiniimektedir (10,122-124).
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Sisplatin kemoterapisine gla olan, serum antioksidan duzeylerindekisdil yaygin
olarak kullanilan antitimor ajanlarin neden @duwksidatif hasara kgir antioksidan
savunma sistemlerini barisizlga ugratabilmektedir (7). Huicre ici temel antioksidan
enzimlerden biri olan SOD, stperoksit radikaliniiojen perokside dogturir. GSH-
Px ise; hidrojen peroksidi suya dgtiirerek detoksifiye eder. Hicresel hasar
yaratabilme kapasitesine sahip olan SOR, enzinvatikon-enzimatik olarak iki grupta
incelenmektedir ve genel olarak; stiperoksit anyaahkali, hidrojen peroksit, hidroksil
ve nitrik oksit radikallerini kapsamaktadir (125%isplatinin hiicresel antioksidan
aktiviteyi azalttgini gosteren pek cok csna vardir.iseri ve ark. (126), sisplatin
verilen sicanlar ile yaptiklari catnada; sisplatin grubunda kontrol grubuna gére serum
ALT ve AST dizeylerinin anlamli 6lcide a@imi, Iraz ve ark. (124), sisplatin ile
yaptiklari deneysel ¢amada; sisplatin grubunda kilo kaybi ile antioksida®D ve
GSH-Px aktivitelerinde anlamh 0dlgide azalma @aw saptamlardir. Bizim
calismamizda da benzegekilde hepatotoksisite; Sisplatin grubunda, kilgtkalle ALT

ve AST duzeylerindeki aglarin slik ettigi hepatik oksidatif hasar ile yine Sisplatin
grubunda MDA duzeylerindeki aga kagin, SOD ve GSH-Px aktivitelerindeki

azalmayla karakterizedir.

Ote yandan sisplatinin antitumor aktivitesinin; DNAe capraz bglanmalar
yapabilmesini sglayan, DNA etkilgimleri yapabilme yeterngnden kaynaklangk
disunulmektedir. Sisplatin tabanli kemoterapinin @mitr etkinlgi ve yan etkileri;
ilacin antitimor etkinfii degistiriimeksizin, farkli mekanizmalarin aracilik eiti
korunma yontemlerinin agarilmasini ve belirli yan etkilerin segici inhilygnu Uzerine
yapilabilecek uygulamalarin #anabilmesini gerektirmektedir (127). Yapilan
calismalarda antioksidan olarak bilinen; melatonin, awmitn C, vitamin E, siyah kuru
UzUm ve domates suyunun akut sisplatin nefrotdksiside, kafeik asit fenetil ester
(CAPE) ve elajik asidin de sisplatin hepatotokssittde olumlu etkileri bildirilmtir
(124,128-132). Sisplatin tabanli kemoterapinin géleri icin; farkll kimyasal yapiya
sahip koruyucu ajanlarin kombine olarak kullanilnglas salanabilen, potansiyel
uygulamalar 6ngorulebilir. Yine daejmdiye kadar tzim cekirge 6zuti (UCO) ve
esansiyel kekik y& (EKY) gibi bitkisel kokenli antioksidanlarin tekaina veya
kombine uygulamalarn hakkinda ¢ok gy bilinmektedir. Bu nedenle, bu gahada
sisplatin hepatotoksisitesini 6nleyici UCO ve EKYbigajanlarin hem ayri hem de

optimum kombinasyonlarinin incelenmesi denegimi



54

Genel olarak sisplatin kaynakll karger toksisitesi; serum transaminaz duzeylerinin
thmli 6lgtde arti ile veya daha nadiren de serum alkalen fosfdééaat dehidrojenaz
(LDH) ve c-glutamil transpeptidaz dizeylerinin thmli artile karakterizedir (111).
Apoptotik lezyonlarin, karager parankim hasari ile karakterize olarak goérinneesi
ragmen, sisplatine [ olan karagter hasarinin mekanizmasi hakkinda yeterli bilgi
mevcut dgildir. Ko¢ ve ark.’nin (123) yaph bir calsmada; sisplatine Ig olan
karacger hasari karager dokularinin histolojik analizlerinde, o6zelliklelcrelerin
cevresindeki santral venlerdeki gilgmler ile hepatoseliler vakuolizasyonlar ve
sinlzoidal dilatasyonlar ile aciklanghr. Sisplatin uygulamasi, kargerde
mikroskopik olarak da gozlenebileceksitle hasarlara neden olmaktadir. Karge
hiicre morfolojisi; cgtli Kupffer hiicre aktivasyonlariyla, hepatositierilejenerasyonu
ve sintzoidlerin hafifce geglemesi ile karakterizedir. Benzgekilde, biz de mevcut
calsmamizda, sisplatin verilen grupta; hepatoselulerkusazasyon, hidropik
dejenerasyon, Kupffer hicre proliferasyonu ve sondal dilatasyon bulgularini
saptadik. Sisplatin grubunda; serum katacienzim diuzeylerinin yikselmesi kargei
fonksiyonlarinin bir gostergesidir. Sisplatin; sigiesit anyon radikali, hidroksil radikali
gibi aktif oksijen turlerini Uretebilmektedir (13835). Ayrica karager dokularinda
lipit peroksidasyonunu arttirabilmektedir (126). t#r lipit peroksidasyonu;
nefrotoksisiteyi bglatarak, ayni zamanda hepatotoksisiteye de nedam sibplatinin

dozu hakkinda bir fikir vermektedir.

Clerici ve ark.’nin (136) yaptl calsmada; sisplatin, OHve diger serbest radikallerin
artisina, Sasada ve ark.’nin (137) yapbir calsmada ise; peroksit radikallerinin
artisina neden olmyur. Sicanlarda yapilam-vivo calismalarda siplatinin SOD ve
GSH-Px gibi bazi antioksidan enzimlerin aktivitéherdisirerek, reaktif oksijen
turlerini yakalamakla gorevli olan GSSH’un seviyedie azaltif gosterilmgtir (138-

141). Artan reaktif oksijen turleri de DNA hasarimee membranlarda lipit
peroksidasyonuna neden olabilmektedir (142). Yingiygama ve ark.’nin yagi bir

calsmada ise sisplatinin; dokuda SOD, GSH-Px gibi s®rbedikal yakalayici
enzimlerin aktiviteleri ile GSSH’'un dulzeylerini dzeken, O * basta olmak Uzere

oksijen radikallerinin ar§ina neden oldgu gosterilmgtir (143).

Sisplatinin oksidatif hasara gla bir mekanizma ile toksik etki gostepiini kanitlayan
batin bu cakmalara benzegekilde bizim ¢agmamizda da Sisplatin grubu ger
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gruplarla kagilastirildigi zaman; oksidatif hasarin belirteci, lipit peralssyonu son
ariint olan MDA seviyelerinde anlamli bir grg6zlenmgtir. Yine benzegekilde dger
gruplarla kagilastirildiginda Sisplatin grubunda; antioksidan enzimlerdenD S
GSH-Px duzeyleri anlamli olarak dahagdki bulunmuytur.

Antioksidan nitelgi olan UCO, serbest radikal temizleyici aktivitegahiptir (53,54).
Son yillarda yapilan bir ¢camada; Uzim cekirge proantosiyanidin dzutinin c¢oklu
doymams yag asidi peroksidasyonunu, giik konsantrasyonlarda (2 mg/ L) dahi inhibe
edebildgi gosterilmitir (49). Serbest radikain-vitro temizleme analiziyle yapilan
baska calgmalarda ise; Uzum cekirgieproantosiyanidin 6zuttnun (50 mg/ L), serbest
radikallere kagi C ve E vitaminlerinden daha guclu bir koruyuckishin oldusu
gosterilmitir (57). UCO (75 mg/ kg) véMarjoram esansiyel yainin (0,16 mL/ kg)
birlikte verilmesinin; etanolin fertilite Gzerinde®dumsuz etkileri ile karager ve beyin
dokularinda yap@ tahribati, oksidatif hasari 6nlemek suretiyle Itiga bildirilmi stir
(59). Dulundu ve ark. (61); UCO’nuin (giinde 50 mg/dral doz, 28 giin), sicanlarda
safra kanali bdandiktan sonra karaggeri oksidatif hasardan korugunu bildirmgtir.
Bizim calsmamizda; UCO’nin antioksidan etkisiyle, sisplatitagli karacier

hasarinda olumlu etkileri gosterilgtir.

Esansiyel kekik y&nin ana bilgenlerinden olan karvakrol'tiin, antioksidan ve kagaci
koruyucu 6zellikleri oldgu yapilan cakmalar ile gosterilmitir (144,145). Canbek ve
ark.’nin (145) yapfil calsmada; iskemi-reperflizyon sonrasi @gosteren ALT ve AST
duzeylerinin karvakrol verilmesiyle duzeddi ve karacger fonksiyonlarindaki bu
dizelmeyi karvakroltn, lipit peroksidasyonunu aaak gerceklgirdigi bildirilmi stir.
Yine Botsoglou ve ark.’nin (146) yapti bir calsmada; karbon tetraklorire #a
oksidatif streste karvakrolilin, lipit peroksidasyoauinhibe edici etkisiyle, yikselen

ALT ve AST dizeylerinin normale donmesingtadigl bildirilmi stir.

Yapilan calgmalarda c@unlukla, sisplatinin oksidatif hasara ghabir mekanizma ile
toksik etki gosterdi fikrinden yola ¢ikilarak, antioksidan etkisi baic alanda denenmi
ancak sisplatin hepatotoksisitesinde hentiz yetilieyde cafiilmams UCO ve
EKY’'ni kendi calsmamizda, sisplatin ile hepatotoksisite spluulan sicanlara
uyguladik ve serum oksidan/ antioksidan sistem ideeplan etkilerini argirdik.
Yapilan deneysel ¢amalar sonucunda, sicanlar Uzerinde denenen sispl&iaracger

dokusunda lipit peroksidasyonu aryla karakterize oksidatif hasar sonucu
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hepatotoksisiteye yol agti kanisina varildi. Bu durum, hicresel membran asa
kaynal olduguna inanilan, serbest oksijen radikal aracili lipgroksidasyonunun
gostergesi olan MDA seviyesinin karger doku homojenati drneklerinde, Kontrol
grubuna gore, Sisplatin grubunda anlamli olaraksglikoulunmasi ile acgiklandi. MDA
seviyesi, Sisplatin grubuna gore Uziim+Sisplatirke&ik+Sisplatin grubunda anlamli
olarak daha diiik tespit edildi.

Diger gruplarla kamnlastiriidiginda, Sisplatin grubunda; antioksidan enzimlerd@DS
ve GSH-Px dizeylerinin anlaml olarak dahagiddbulunmasi, sisplatin uygulamasinin
endojen antioksidan enzim aktivitesini azgltii gostermektedir. Bu durum, Kontrol
grubuna gore Sisplatin grubunda, kageaci doku homojenati SOD ve GSH-Px
aktivitelerinin daha dguik olgilmesiyle aciklandi. Sisplatin grubu ile Uziisplatin
grubu ve Kekik+Sisplatin grubu kalastirildiginda, enzim aktivitelerindeki azalmanin
UCO ve EKY uygulanmasiyla engellegdbelirlendi. Ayni zamanda, Kontrol grubuna
gore Uzim ve Kekik grubunda karper doku homojenati SOD ve GSH-Px
aktivitesinin anlamli olarak daha yiiksek bulunm&€y’nin ve 6zellikle de UCO’niin

endojen antioksidan enzim aktivitesini arttgndn gostermtir.

Sisplatin grubunda; serum karger enzim duzeylerinin yukselmesi, kagga doku
hasarinin bir gostergesidir. Uziim ve Kekik grubynkiaracgere 6zgii fonksiyonel
enzimler olan ALT ve AST seviyelerinin Kontrol gnuia yakin dgerlerde olmasi da
yine UCO ve EKY’nin; serbest radikallerin detokis#fsyonunda rol oynayan, yiiksek
oranda icerdikleri fenolik bikenlerden kaynaklanan, antioksidan ve hepatoprétekti

Ozellikte olmalarinin bir sonucu olgunu gosternsiir.

Sicanlarda, 7 mg/ kg (ip.) sisplatin doz uygulamiéesiolusturulan karagier hasari
histopatolojik olarak incelenginde ise, karager hlcre hasarinin yaygigi ve
derecesine gore semi-kantitatif olarak skogtadiz karacger hiicre hasarinigiddeti;
Sisplatin grubunda @ger gruplara gore anlamli olarak yuksek bulugiau Hasarin
histopatolojik olarak dgerlendiriimesinde, sisplatin ile muamele edilen pgay
hepatoselller vakuolizasyon, hidropik dejenerasy&umffer hicre proliferasyonu ve
sinlizoidal dilatasyon go6zlendi. Ayrica; santral wenportal mesafe gkisi bozulmu
olup; sindzoidal dilatasyonlar ilgiddetli hidropik ve vakuoler dejenerasyonuslile
ettigi, karacger hasarinin temel bulgusu olan kagacidokusu parankim hiicre hasari

ve hepatosit nekrozu gozlentmi. Sisplatin grubu ile Uzium+Sisplatin grubu ve
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Kekik+Sisplatin grubu karlastirildiginda, karagier dokusu hasari derecesinin; Uziim
ve Kekik gruplarinda, Sisplatin grubuna oranla amiaolarak daha diilk oldusu

belirlendi.

Uziuim ve Kekik gruplarinda ise; her iki grupta dagd@arpan Kontrol grubuna yakin
deserler, sisplatin kaynakli hepatotoksisitenin akaksinda, hem UCO'niin hem de
EKY’'nin etkinligini gostermektedir. Ancak, 6zellikle Uzim grubunia degerlerin

Kontrol grubuna daha yakin glu sisplatine bgll karacger hepatotoksisitesinin

azaltiimasinda UCO’niin EKY’dan daha etkin gidau gostermektedir.

Bulgularimiza gore, sisplatin ile ahlurulan karagier hasarinin temelinde hicre
savunma sisteminin bozulmasi s6z konusudur. Sisplagsli lipit peroksidasyon ari
sonucu gefien oksidatif hasara kargucli bir antioksidan olan UCO koruyucu bir

etkinlik gosterirken, EKY da kismen koruyucu 6zdkidir.

Sonug olarak; bu c¢amada antioksidan etkigi gosterilen UCO ve EKY’nin,
kullanilmasiyla elde egfimiz sonuglarin  sisplatine pBa hepatotoksisite
mekanizmasinin argdmasinagik tutacal ve hepatotoksisitenin azaltilmasina yardimci
olarak, klinik ve preklinik uygulamalara katkidalboaca& kanisindayiz. Ayrica bu
calismanin; sisplatinin istenmeyen hepatotoksik yanetkin daha ekonomik, etkili ve
kolay uygulanabilir alternatif fitoterap6tik ajanla onlenebilecgi veya azaltilabileca
konusunda bir yol gosterici olabilegiai disinmekteyiz. Bu bglamda, UCO ve
EKY’nin hepatotoksisiteye kgir koruyucu olarak kullaniimasi énerilebilir. Ancaliy
deneysel cajma sisplatinin olgturduzu karacger hasarina kar UCO ve EKY
etkisinin degerlendirildigi ilk ¢calisma oldgundan, etki mekanizmalarinin daha iyi
anlsgllmasi, doz ve tolerabilite konularinin tamamenkiaga kaviturulabilmesi
gerekmektedir. Sisplatine glakaracger hasarinda UCO ve EKY’nin kesin tedavi edici
ilaclar olarak dgerlendirilebilmesi icin henliz ¢cok erkendir. Bu nelde farkli doz,

farkl sure ve farkli denek sayilariyla yeni gaialarin yapiimasi uygun olacaktir.
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