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ONSOZ

Mesane, iiriner yolla atilan pek ¢ok kimyasal i¢in ugrak noktasidir. Bu maddelerin
tirotelyum ile temasi, kisa siireli de olsa, hasara yol agabilmektedir. Ortaya ¢ikan
hasar bazen iyi tolere edilebilirken bazi durumlarda mortaliteye uzanabilmektedir.
Bu hasarlardan biri olan hemoraji toksi-enfeksiydz nedenlere bagli olabildigi gibi
ilaglara ve 6zellikle de anti-neoplastik ajanlara ilgili de olabilmektedir.

Siklofosfamid neoplastik ve non-neoplastik olgularda yaygmn kullanilan bir
ajandir. Terapotik dozuna iliskin parankim organ hasarlar1 ve ayrica mesane
kanamasi, doz smirlamasina zorlamakta veya yan etkileri minimize edecek idame
uygulamalar1 gerekli kilmaktadir. Bu amagla en yaygin kullanilmakta olan Mesna ve
diger idame uygulamalarin ¢ogu zaman yetersiz kaldigi ve kisa ve/veya uzun
donemde zararli etkiler gosterdigi bilinmektedir.

Son yillarda bu alandaki aragtirmalarin bitki ve bitki ekstrelerine dogru
kaydigi, bu tiir ¢alismalardan elde edilen sonuglarin oksidan-antioksidan dengeye
yonelik oldugu goriilmektedir. Bu nedenle calismamizda antioksidan ozellikleri
ortaya konmus olan Ellajik asit tercih edilmis ve umut verici sonuglara ulagilmistir.
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Yiiksek Lisans egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerini aktaran, bilimsel ve
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1. GIRIS

Hemorajik sistitis (HS), mesanenin kanamali yangis1 olup, canli hastalik etkenlerinin
yani sira ilag, ¢evresel toksinler ve radyasyona maruziyet ile bazi sistemik
durumlarda komplikasyon olarak ortaya ¢ikan ve mortalite potansiyelli semptomatik

bir durumdur (Manikandan ve ark., 2010).

Mesane, idrar yoluyla atilan pek cok ila¢ ve kimyasal madde i¢in bir son
organdir. Bu maddelerin yogunluklar1 ve mesaneyle olan uzamis temaslari mukozada
akut ve/veya kronik hasarlara sebep olmaktadir. Bu hasar bazen direkt etki ile
sekillenir. Ancak, kemoterapétik ilaglardan Siklofosfamid (CP) ve Ifosfamid (IF)gibi
baz1 alkile edici ajanlar mesane iizerine direk etkili olmayip metabolik iirlinleri

tizerinden HS’e yol acarlar (deVries ve Freiha, 1990).

Hemorajik sistitisin tedavisine yonelik cesitli yontemler olmasina ragmen
ideal olan, risk faktorlerini dnceden tanimlamak ve uygun profilaktik tedbirler ile HS

olusmadan 6nlem alabilmektir (Gemalmaz, 2007).

1.1. Hemorajik Sistitisin Etiyolojisi ve Patogenezisi

Hemorajik sistitis hematiiri, diziiri, pollakiiiri, suprapubik agri gibi semptomlarla
ortaya ¢ikar (Gray ve ark., 1986). Klinik olarak cogunlukla CP ve IF’in kullamldig
kemoterapi uygulamalarini takiben gozlenir (deVries ve Freiha, 1990). Bakteriyel
enfeksiyonlar takiben gozlenen HS’in insidenside yiiksek olup (Manikandan ve ark.,
2010) profilaksi uygulanmayan hematopoetik kok hiicre nakli olgularinda %70
oraninda HS bildirilmistir (Atkinson ve ark., 2003). Hemorajik sistitis olusturabilen
olduk¢a fazla neden (Tablo 1) tespit edilmis olup bu nedenlerin birgcogunda serbest

radikallerin dogrudan veya dolayli etkileri ortaya konmustur (Kim ve ark., 2012).



Tablo 1. Hemorajik Sistitisin Nedenleri (Manikandan ve ark., 2010).

Tlaclar

Siklofosfamid
Ifosfamide
Busulphan
Thiotepa
Temozolamide
Trocamptothecin

Piperasilin

Danazol

Tiaprofenik asit
Allopurinol

Qualone
Methenaminemandelate

Penisilintiirevleri Gentianviolet
Metisilin Tikarsilin
Karbenisilin Asetik asit
Cevresel Toksinler Aniline boyalar1 Klorodimeform
Toluidine Eter
Radyasyon Meslekimaruziyet Tedavi maruziyeti
Adenovirus Sitomegalovirus
Viruslar BK polyomavirus JC viriis
Herpesvirus
Enfeksiyoz Bakteriler | Escherichiacoli Proteusmirabilis
etkenler Staphylococcussaprophyticus  Klebsiella
Parazitler | Schistosomiasis Echinococcosis
Mantarlar | Candidaalbicans Aspergillusfumigatus

Cryptococcusneoformans

Candida glabrata

Immun-Yangsal

Hastahklar

Sistemik lupuseritematosis
Romatoitartritis

Crohn hastalig1
Boon hastaligi

1.2. Hemorajik Sistitisin Tipleri

1.2.1. Erken Baslayan Tip

Daha cok kemoterapi ve radyoterapi ile iligkili olan bu tipteki HS, 6zellikle yiiksek

doz CP ve IF uygulamalarimi takiben ortaya ¢ikar. Genellikle CP iliskili HS’in

prognozu IF iliskili vakalara gére daha kétii seyirlidir (Lima ve ark., 2007).

Siklofosfamid, basta karacigerde olmak iizere ¢ok fonksiyonlu mikrozomal

oksidaz enzim sistemleri ile aktif metabolitlerine biyotransforme edilir. Gliglii anti-

neoplastik etkisini tiimor hiicre DNA'sina ¢apraz baglanarak gosterir (Smith ve ark.,

1997). Terapétik etkisinin yani sira toksik etkiye de sahip olan CP, ayn1 zamanda B

ve T hiicrelerini etkileyerek hiicresel ve humoral bagisiklik sistemini de baskilar

(Watson ve Notley 1973; Shepherd ve ark., 1991).




Tedavi amaciyla kullanildigi hastaliklarin basinda akut ve/veya kronik
lenfositik/myelositik 16semi ile ovaryum ve meme tiimorleri bulunmaktadir. Ayrica,
immiinolojik bobrek hastaliklari, bazi graniilomatoz hastaliklar ve bazi vaskiilit
tipleri ile klasik tedaviye direngli romatoidartrit gibi non-neoplastik hastaliklarda da
CP kullanilmaktadir (Levine ve Richie, 1989).

Yiiksek dozlarda verildiginde nadiren hipotiroidi, katarakt ve sariliga yol
acarken, ¢cok yogun dozlarda akut myokarditis ve perikarditise neden olabilmektedir.
[lacin en 6nemli ve doz smirlamas1 gerektiren yan etkileri kemik iligi siipresyonu
(6zellikle 1okopeni) ve HS’dir (Kayaalp, 2017). Siklofosfamid karacigerin
mikrozomal P-450 sistemi tarafindan hidroksilasyonla hidroperoksi siklofosfamid’e
(4-HC) doniistiiriliir. Bu metabolit dokularda once aldofosfamid, sonra da akrolein
ve fosforamid mustard haline getirilir. Fosforamid mustard aktif anti-timdral bir
ajandir. Akrolein ise, iiriner sistem epiteline toksik etkili bir iiriindiir. Uriner sisteme
gectiginde hemoraji, mukozada hiperemi, iilserasyon ve nekroz olusturabilir. Temas
stiresi ile iligkili olarak en fazla risk altinda olan doku mesane mukoza epiteli
oldugundan epitelin timiiniin hasar gérme olasiligi vardir (Cox, 1979). Mesane
mukozasina makroskopik olarak bakildiginda duvarda 6dem, hiperemi ve kanama

odaklart goriliir (Cox, 1979).

Hemorajik sistitiste kanamanin goriilmesi, ¢ogunlukla CP’nin yiiksek doz
intravendz verilmesini takiben hemen ortaya ¢ikar ya da uzun siire diisiik doz oral
uygulamaya bagli olarak aylar sonra goriilebilir. Hemorajik sistit gelisme riskini
etkileyen faktorler CP’nin sadece verilme yolu degil; verilme sikligi, dozu ve
metabolize edilme hizi olup, tiim bunlarin yaninda hastanin hidrasyon durumu,
¢ikardigi idrar miktari, idrara ¢ikma siklig1 ve ayrica es zamanl bagka toksik ajanlar

ile radyasyon uygulanmasi sayilabilir (deVries ve Freiha, 1990).

Siklofosfamid siilfidril, karboksil, amino grup ve fosfat gruplarina kovalent
baglanarak hiicre fonksiyonlarini bozmaktadir. Bu baglanmalar ¢cogunlukla DNA,

RNA ve proteinler ile olmaktadir (Yagoda ve ark., 1972).



Siddetli seyreden hatta oliimciil olabilen HS olgular1 CP ile tedavi edilen
hastalarin  %2-40’inda ortaya c¢ikar. Bu etkisi metoboliti olan akrolein’in
tiroepitelyuma olan kimyasal iritan etkisinden kaynaklanmaktadir (Gray ve ark.,
1986). Organizma i¢in akrolein tehlikesi sadece CP kaynakli olmayip, yanmis
organik malzemeler, sigara, bocek ilaglar1 vebazi yiyeceklerde bu konuda sorumlu
olabilmektedir (Masuda ve ark., 2006). Siklofosfamid ile gelisen HS’de olusan
hasarda serbest radikaller de rol oynamaktadir (Uysal, 2009; Keles ve ark., 2012).
Siklofosfamid TNF-a ve interleukin-1pB salinimina da yol agarak Nitrik Oksit (NO)
aciga ¢ikmasina sebep olur ve epitel hasarina serbest radikaller de katilir (Ribeiro ve
ark., 2002).Urotelyal hasarin bir gdstergesi olarak Uroplakin 3 yapisinin bozuldugu
ve bu bolgelerde indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (NOS) artis1 bildirilmistir (Keles
ve ark., 2012).

1.2.2. Ge¢ Baslayan Tip

Hemorajik sistitisin ge¢ baslayan tipinin etiyolojisinde birden fazla etkenden
bahsedilmektedir (Manikandan ve ark., 2010).

Radyasyona maruz kalan hastalarda HS goriilme siklig1 artmakta ve
eriskinlere kiyasla cocuklarda daha sik goriilmektedir. Radyasyona maruziyetle
iliskili HS akut olarak goriilebildigi gibi aylar veyahut yillar sonra da ortaya
cikabilmektedir. Radyasyon etkisine bagli mukozal hasar, buradaki arterlerin yangisi
sonu sekonder gelisen hipoksik ylizey hasarmna ilgili olup, damar hasarini takiben

tilserasyon ve kanama ortaya ¢ikar (Corman ve ark., 2003).

Kemoterapi kullanimi ile infeksiy6z nedenler ge¢ baslayan HS i¢in tetikleyici
faktor olabilir. Bakteri, mantar, parazit ve ozellikle de virus enfeksiyonlart immun
yetersiz hastalarda siklikla HS komplikasyonuna neden olur. Bu konuda rapor
edilmis etkenlerden bazilar1 Escherichia coli, Adenoviruslar (tip 7, 11, 21ve 35),
Influenza A ve Papovavirus etkenleridir (Gorczynska ve ark., 2005). Komplike

vakalarda erkeklerde Adenovirus, bayanlarda ise E. Coli daha sik izole edilmistir



(Longhman-Adham ve ark., 1988). Salmonellozis olgularinda, genellikle tifoid ates
sirasinda idrarda sikc¢a bakteri saptanmasina ragmen sistitis oldukca azdir (Arad ve
ark., 1996). Polioma viro-iiri’si olan bireylerde, viro-iiri olmayanlara gore 4 kat daha
fazla HS gelistigi bildirilmistir (Arthur ve ark., 1986). Transplantasyon, dnceden
gecirilmis bir HS ve Graft-Versus Host hastaligida benzeri tipte HS olusturabilir
(Soysal, 2004). Amiloidozis, SLE, romatoid artritis, Crohn ve Boon hastaliklar1 gibi
sistemik hastaliklarda da nadiren HS olusabilir (Malek ve ark., 2002).

Penisilin iligkili HS gelisen hastalarin idrarinda siklikla eozinofiliye
rastlanmakta ve gelisen HS’in immun aracili hipersensitivite reaksiyonu oldugu
diistinilmektedir (Marx ve Alpert 1984; Nielsen ve Hornstrup 1997). Danazol
(semisentetik bir anaboliksteroid) tedavisini takiben herediter anjio-6demi olan
hastalarda uzun bir siire sonra meydana gelen ve semptomsuz seyreden HS vakasinda
Danazolun kesilmesi ile hematiiri gerilemistir (Andriole ve ark., 1986). Enfeksiyon
tespit edilmeyen bazi HS vakalarinda mesleki maruziyet iligkili iirotoksik ajanlar
sorumlu tutulmustur. Pestisitler ile her tiirlii boyada bulunan anilin ve toluidin ve
ayrica klorodimeform ve eter bu kimyasallar i¢inde yer alir (Manikandan ve ark.,
2010). Bu maruziyet ayrica transisyonel hiicreli kanser riskini de beraberinde
getirmektedir. Genellikle maruziyetin  kesilmesi tedavinin temelini olusturur

(Crawford ve ark., 1997).

1.3. Hemorajik Sistitisin Tanis1

Hematiiri, diziiri, ani idrara ¢ikma hissi, idrara ¢ikma sikliginda artma gibi non-
spesifik semptomlarin varligit HS’i diisiindiiren baslica klinik bulgulardir. Ayrica
idrar mikroskopisinde anormal hiicre morfolojisi HS vakalarinda fikir verici
olabilmektedir (deVries ve Freiha, 1990). Mesane mukozasinda kanama ve artmis
O0deme bagli suprapubik hassasiyet, iiriner inkontinans ve ileri vakalarda gozlenen
hematoglob (olusan piht1 retansiyonu ile idrar akimmin engellenmesi) siktir (Levine
ve Richie 1989).



Hemorajik sistit klinik ac¢idan 4 evrede incelenebilir. Bu evreler; (1):
Mikroskobik hematiiri, (2): Makroskobik hematiiri, (3): Makroskobik hematiiri ve
kiiglik pihtilar, (4): Masif makroskobik hematiiri ve pitht1 (bu tiir olgular da idrar
retensiyonu mevcut olup pihtt ve dolayisiyla idrar1 bosaltmak icin girisimlere

gereksinim duyulur) olarak tanimlanmistir (Droller ve ark., 1982).

Tanida goriintiilleme yontemleri ¢ok etkili olmasa da ultrasonografi ile mesane
duvarinda farkli derecelerde kalinlagsma, lumen i¢i kitle goriintiisii gibi izlenimler
tanimlanmistir (Soysal, 2004). Sistoskopiyle tani dogrulanabilir. Olusan hasarin
siddeti mindr telenjiaktazik kanamadan diffiiz nekrotik iilseresyona kadar degisebilir.
Bulgular siddetli oldugunda mesane kontraksiyonu, anemi, tekrarlayan iiriner sistem
enfeksiyonlari, hidronefroz, mesane perforasyonu, renal yetmezlik ve en sonunda da
bu nedenlerden birine ya da bir kacina bagli 6liim ortaya c¢ikabilir (Droller ve ark.,

1982).

1.4. Hemorajik Sistitisde Rutin Tedaviler

Hafif sekilli HS bazen spontan veya ¢ok basit girisimlerle diizelirken, siddetli HS in
tedavisi zor olabilir. Bu nedenle oncelikli olarak profilaktik girisimleri ciddiye

almakta yarar vardir (Soysal, 2004).

1.4.1. Mesna Uygulamalan

Siklofosfamid iligkili HS’te Mesna kullanimina ragmen hastalarda mikroskobik ya da
makroskobik hematiiri, idrar yapma siklifinda artma gibi semptom ve bulgular
goriilmektedir (Gressier ve ark., 1995). Mesna (2-merkaptoethan sodyum sulfonat),
bir siilfidril bilesigidir ve akrolein toksisitesine karsi ¢ok etkin bir koruyucudur.
Serumda di-mesna halinde iken, idrara Mesna olarak gecer ve akroleine baglanir.
Olusan inaktif thioether, toksik etki yapmaz. Mesna iyi tolere edilir ve kemoterapaotik

etkiyi azaltmadig1 goriisii hakimdir (Soysal, 2004). Di-mesna formu da aktif olup bu



aktivite Mesna’ya oranla ¢ok sinirhi diizeydedir (Brock ve ark., 1981). Mesna
uygulamalarinda en etkin protokolii elde edilebilmek icin intraperitoneal (iP) yolla
kemoterapotik ajandan 20 dk. once, oral yolla ise 60 dk dnce verilmesinin uygun
olacag ifade edilmistir (Brock ve ark., 1981). Ayrica CP ile olusan hasarin daha aza
indirilmesinde intravendz bolus olarak verilen Mesna’nin devamli inflizyon
uygulamasina gore daha {istlin oldugu gosterilmistir (Skinner ve ark., 1993).
Akroleine bagli HS semptomlarini tamamen diizeltmek i¢in Mesna’nin tam anlamda
yeterli olmadigi ve NO artisinin HS gelisiminde 6nemli bir role sahip oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle CP ile indiiklenen HS’de olusan hasarin sadece akroleinin
mesane ylizeyi ile temasiyla olusmadigi, bunda ROT ve RNT’lerin de etkisinin
oldugu bildirilmistir (Uysal, 2009).

1.4.2. Hiperhidrasyon Uygulamasi

Hemarajik sistitis, yiiksek doz kemoterapi ve hemotopoetik kok hiicre nakli
uygulamalarindan sonra da gelismektedir. Dolayisiyla bu gibi durumlarda da

hastanin hemodinamik dengesinin degerlendirilmesi unutulmamalidir (Brugieres ve

ark., 1989; Sencer ve ark., 1993).

Hemarajik sistitis goriilen hastalarda hiperhidrasyon gayesiyle yapilacak
uygulamalarda hasta konjestif kalp yetmezligi ve elektrolit denge yoniinden siirekli
takip edilmelidir. Idrar cikismin beklenenden az olmasi durumunda diiiretik
uygulamasi yapilabilir. Hiperhidrasyon kaynakli kolik agri i¢in semptomatik tedavi
uygulanmalidir. Olas1 mesane spazmlar i¢in diiz kas gevsetici, agr1 giderici narkotik
analjezikler verilebilir (Giines ve Uysal, 2007). Dehidre hastalarda CP’e bagli HS
daha ¢ok goriildiiglinden bu tip hastalarin tedavisi sirasinda hidrasyon dengelenmeli

ve gereken durumlarda iiretral kateter uygulanmalidir (Ballen ve ark., 1999).



1.4.3. Hiperhidrasyon ve Kombine Uygulamalar

Hemorajik sistitiste sik kullanilan profilaksi yontemlerinden biri olan hiperhidrasyon
ile birlikte es zamanli Mesna veya farkli ajanlarin kullanilmasi, CP’nin biyo-
dontisimii  stirecinde akroleinin mesane mukozas1 ile temas stiresini en aza
indirilmektedir. Intravendz hidrasyona CP’den 12-24 saat 6nce baslanmali ve CP
tedavisi bittikten 24-48 saat sonraya kadar devam ettirilmelidir. Eger giinliik idrar
miktar1 100 ml/saatin altina diiserse ditiretikler uygulanmalidir. Mesna, giinliik CP
dozunun %100-160’1 dozunda devamli infiizyon seklinde, CP’den 15-20 dakika dnce
baglanarak verilir. Mesanenin normal fizyolojik tuzlu su ile 250-1000 ml/saat
dozunda devamli irrigasyonu sayesinde toksinin mesaneden uzaklagtirilmasi
saglanabilir. Tedavi secimi genellikle klinisyenin tercihine ve tecriibesine gore

olmaktadir (West, 1997).

1.4.4. Antiviral Ajanlar

Viral bulagsma ile iligskili HS disiiniildiiglinde uygun antiviral tedavilerden
yararlanilabilir. Bu amagla Adenovirus ve BK virus i¢in antiviral ajanlar denenmistir

(Soysal, 2004).

1.4.5. Anti-Radioterapotik Ajanlar

Klinik ¢alismalarda radyasyon hasarindan korunmak amaci ile kullanilan Amifostine

HS onleyici etki de gosterebilir, ancak etkisi tartigsmalidir (Srivastava ve ark., 1999).

Radyoterapi veya kemoterapiye bagli mukozal hasar klasik tedavilere direng
gosterebilir. Bu gibi olgularda hiperbarik oksijen tedavisini Oneren arastiricilar

mevcuttur (Bratsas ve ark., 2004).



1.4.6. Semptomatik Uygulamalar

Hemorajik sistitisin en belirgin semptomu olan kanamayi durdurmak amaciyla
Epsilonaminokaproik asit (Amicar®) oral veya intravendz yolla kullanilabilir. Uriner
tirokinaz enzim aracilidi ile pithtinin lizisi saglanir. Ancak st iiriner sistem kanamasi
olan hastalarda iiretral obstruksiyon sonucu bobrek kaybetme riski nedeni ile
kullanim1 kontrendikedir (Lakhani ve ark., 1999).

Ostrojenin mikrovaskiiler stabilizasyonda gorev yaptigina inamldig1 icin virus
ve radyasyonun neden oldugu HS tedavisinde konjiige Ostrojenler de

kullanilmaktadir (Heath ve ark., 2006).

Yumusak doku travmasina iligkin kanamalar1 durdurmak ya da kontroliinii
saglamak i¢in kullanilan ajanlar, HS’de de kullanilmaktadir. Argon 1s1n
koagiilatorleri, aktive trombin ve fibrin ajanlari, anjiogenez inhibitorleri (6zellikle CP
iligkili HS olgularinda) bu grupta yer alir (Quinlan ve ark., 1992; Tirindelli ve ark.,
2009).

Siklofosfamid iligkili deneysel HS olgularinda plateletten zengin plazma’nin
tiim hayvanlarda kanamay1 gozle goriiliir oranda azaltmasi, maddenin igerdigi fibrin,
fibronektin ve vitronektin gibi hemostaz ve adhezyonu saglayan plazma proteinleri

ve aktive olmus trombositlere yorumlanmistir (D6nmez, 2013).

1.4.7. intravezikal Tedaviler

Intravezikal tedavilerde hematiiri ve piht1 varligi tedavi ydntemini etkileyen en
onemli faktorlerdir. Hastanin kan degerleri dengeli, mesanede pihti yok veya hasta
pihtiy1 idrarda atabiliyorsa mesane kateterizasyonu yapilmadan klinik izlem yapilir
(Giines ve Uysal, 2007). Aksi durumda tedavi sekilleri arasinda 6nemli bir yere sahip
olan mesane irrigasyonuna basvurulur. Bazi olgularda pihtilarin temizlenmesi veya

kanayan odaklarin koterizasyonu i¢in sistoskopi gerekebilir (Soysal, 2004). Steril su,
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aliminyum amonyumsiilfat, aliiminyum potasyum siilfat veya gilimiis nitrat
mesanenin yikanmasinda tercih edilebilir (deVries ve Freiha, 1990). Mesane
yikamasinda alum kullanildigi zaman kanayan ylizeyin lizerine proteinli bir materyal
yerlesir. Ancak bu uygulama iireter veya sondanin tikanmasima da yol agabilir.
Mesane icine uygulanan diger ornekler formalin ve prostaglandinlerdir (Soysal,
2004). Prostaglandin E1 ve E2 vazodilatasyona neden olarak mesaneye kan akimini
arttirtp agriy1 azaltirken, damar diiz kas kontraksiyonunu uyarmada etkili olan
Carboprost (prostoglandin F2)CP iligkili HS olgularinda mesane irrigasyonunda
kullanilmaktadir (Trigg ve ark., 1990).

Medikal tedavinin yetersiz daha dogrusu basarisiz oldugu olgularda cerrahi
islemlere basvurulur. Bu vakalarda hipogastrik arterin selektif veya siiperselektif
transarteriyel embolizasyonu diisliniilebilir. Ancak, c¢ogu vakada yaygin venoz
kanama oldugundan embolizasyon kanamayi kontrol etmede istenen etkiyi
saglamayabilir (Palandri ve ark., 2005). Kanama kontrolii amaciyla yapilan
tedavilerden biri de iiriner diversiyon operasyonudur. Takip eden zamanda sistektomi

gerektirebilmektedir (Fazili ve ark., 2006).

1.5. Hemorajik Sistitis ve Oksidatif Stres

Biyolojik siireglerde 6nemli rol oynayan serbest radikaller, cogunlukla Reaktif
Oksijen Tiirevleri (ROT) ve Reaktif Nitrojen Tirevleri (RNT) olup (Vajragupta ve
ark., 2004), bu reaktif bilesiklerin protein, lipid, RNA ve DNA’ya zararl etkileri s6z
konusudur (Janos ve Krishnamurti, 2005). Oksidatif stres, temel olarak antioksidan
savunma sistemi ile reaktif tiirevler arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir
(Sies, 2015). Normal organizma igin hayati role sahip olan oksidan-antioksidan
denge (Reuter ve ark., 2010) bozulursa antioksidan savunma sistemi gorevini tam
olarak yerine getiremez veya yetersiz kalir. Oksidatif dengenin oksidanlar yoniine
kaydigi durumlarda organizmayi Oliime kadar gotiirebilecek hiicresel hasar ve
oksidatif stres tablosu sekillenir (Fidan ve ark., 2009; Emecen ve ark., 2010;

Passantino ve ark., 2014).
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Normal sartlarda organizma, endojen ve eksojen kaynakli serbest radikaller
ve bunlara iligkin oksidatif stres ile miicadele edebilen bir seri antioksidan savunma
sistemine sahiptir (Prior ve Cao, 1999). Antioksidanlar kendilerine has etkilerinin
yam sira diger antioksidanlarla ortak etkiler de sergilerler. Boylece organizmanin
total antioksidan kapasitesi antioksidanlarin tek baglarina ve diger antioksidanlarla
sinerjik olusturduklart etkilerin toplammna denk gelmektedir. Organizmadaki
antioksidan seviyeyi belirlerken her bir antioksidanin ayr1 ayri Olg¢lilmesi ve/veya
antioksidanlarin ortak etkilerinin total olgiilmesi yoluna gidilir. Total antioksidan
seviyenin Ol¢limi, antioksidanlarin ayr1 ayr1 Ol¢iimiinden daha degerli bilgiler
verebilir (Prior ve Cao, 1999; Polidori ve ark., 2001). Viicut sivilarindaki
antioksidanlarin toplam etkisini total antioksidan kapasite (TAS), oksidanlarin
toplam etkisini ise total oksidan kapasite (TOS) yansitir ve genel antioksidan/oksidan
durum TAS ve TOS ol¢iimii ile daha kolay degerlendirilebilir (Erel, 2004; Erel,
2005).

Siklofosfamid’in tedavi dozu basta iriner sistem olmak iizere (Giines ve
Uysal, 2007) bir ¢ok sistemde toksik etkilere neden olmaktadir (Aktirk ve ark.,
2011). Siklofosfamid uygulamalarinda toksisitenin ana nedenlerinden biri
antioksidan enzimlerin iglevinin azalmasi (Keles ve ark., 2014)ve hayati organlarda

akrolein-iligkili lipid peroksidasyonunun artmasidir (Kim ve ark., 2012).

1.5.1. Hemorajik Sistitisde Anti-Oksidatif Temelli Tedaviler

Alfa-lipoik asit hayvansal ve bitkisel gidalarda ve maya ekstrelerinde bulunur ve ayni
zamanda orgnizmada sentezlenebilir. Farelerde CP kaynakli HS’e kars1 denenen o-
lipoik asit ve Mesnanin ROT iizerinden etki ederek potansiyel terapotik etki

gosterdigi ifade edilmistir (Song ve ark., 2014).

Resveratrol (3,4°,5-trihydroxystilbene) dogal bir antioksidandir. Stilbenlerin
alt grubunda olup iiziim, iiziim trinleri, yaban mersini ve yer fistiginda bulunur (Li

ve ark., 2006). Resveratrol hem siiperoksit hem de hidroksil radikalini siipiirme
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yetenegindedir (de la Lastra ve Villegas, 2007). Oksidatif stres iligkili damar hasarina
karst direnci arttirir (Ungvari ve ark., 2007). Siklofosfamid’in neden oldugu HS'in
ortaya ¢ikan patolojik lezyonlarinin énlenmesinde Resvereatrol’iin 20 ve 40 mg/kg
dozlarinin etkin oldugu, fakat bu etkinin Mesna’ya gore zayif kaldigi; 80 mg/kg
dozunda ise koruyucu 6zelligi olmadigi, ancak biyokimyasal parametereleri diizeltme
acisindan Resveratroliin 40 ve 80 mg/kg dozlarinin 6n plana ¢iktig1 ifade edilmistir

(Keles ve ark., 2014).

Tibbi ve aromatik bitkilerden karisim olarak hazirlanan Ankaferd; geleneksel
tipta kanama durdurucu olarak kullanilir (Goker ve ark., 2008). Ayrica, Ankaferd’in
anti-inflamatuar, antibakteriyel, anti-trombin ve anti-timoral etkileri ortaya
konmustur (Lee ve ark., 2005). Ankaferd uygulamalarinda Siiper Oksit Dismutaz
(SOD) diizeyinin artmasi, myeloperoksidaz ve Malondialdehit (MDA) diizeylerinin
azalmasi, antioksidan etkisini gostermektedir (Kiigiikbayrak, 2010). Literatiirler
detayli incelendiginde Ankaferd’in igerdigi bitkilerden havlican’in (Alpinia
oppicinarrum) NO olusumunu inhibe ettigi (Matsuda ve ark., 2006), meyan’in
(Glycyrrhiza glabra) vaskiiler endotelyal growthfaktor’ii azaltarak anjiogenezisi
inhibe ettigi (Sheela ve ark., 2006), kekik’in (Timus vulgaris) antioksidan etki
gosterdigi ve lipid peroksidasyonu ile arteriosklerozisi engelledigi (Lee ve ark.,
2005), tiziim’in (Vitis vinifera) giiclii antioksidan 6zellikleri yani sira sitotoksik,
anti-aterosklerotik, kemopreventatif ve sitoprotektif etkilerinin bulundugu (Bagchi ve
ark., 1999; Zhao ve ark., 1999), isirgan’m (Urticadioica) anti-viral ve anti-fungal

ozelliklerinin 6n plana ¢iktig1 (Bombardelli ve Morazzoni, 1997) gézlenmektedir.

Siklofosfamid ile indiiklenen iiro-toksisite ve nefro-toksisite {izerine Ipomoea
obscura’min (Giindliz sefasi) etkisinin incelendigi bir ¢aligmada interferon-y ve
interlokin-2 seviyelerinde artis gozlenmis, pro-inflamatuar sitokin TNF-a seviyesinin
azaldig1 gozlenmistir. Rutin kan degerleri ve antioksidan degerler ile histopatolojik
incelemeler 15181inda adi1 gecen bitkinin CP iliskili idrar kesesi ve bobrek hasarinda

koruyucu olabilecegi gozlenmistir (Hamsa ve Kuttan, 2011).
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Papatya’dan (Egletes viscosa Less.) ekstrekte edilen bir flavonoid olan
Ternatin, (bazi mantar tiirlerinde de mevcuttur) CP ve IF ile indiiklenen HS’de
incelenmis ve ii¢ dozluk Mesna protokoliinde ilk dozun Mesna olarak kaldigi, 2. ve
3. dozun Ternatin olarak degistirildigi grupta etkili bir koruma sagladigi
gozlenmistir. Her iic dozun Ternatin olarak uygulandigi grupta beklenen etkinin
gbzlenememesi Oncii iirotelyal koruma i¢in Mesnanin gerekli oldugu kanisini

dogurmustur (Vieira ve ark., 2004).

Zerdegal’m (Curcuma longa) bir ekstraksiyon iriinii olan Curcumin,
muhtemel irotelyal koruyucu olarak CP kaynakli HS’de denenmis, gerek
histopatolojik gerekse de biyokimyasal veriler (6zellikle TNF-a ve NO iizerinden)
1s1ginda koruyucu Ozellik gosterdigi ifade edilmistir (Arafa, 2009). Berberis
tirlerinden (Kadin Tuzlugu, Karamuk) elde edilen Berberin, CP iligkili rat HS
modellerinde uygulanmig, 100 ve 200 mg/kg dozlarinda idrar kesesi 0demi ve
hemorajiyi tamamen bloke etmistir. Ayn1 zamanda idrar ve plazma NO seviyelerinin
de pozitif yonde oldugu gozlenmis ve bu baglamda ajan umut verici bulunmustur

(Xu ve Malave, 2001).

Mandevilla bitkisinin (Mandevilla velutina) aktif igeriklerinden MV8608 ve
MV8612, ratlarda CP ile indiiklenen HS’ de arastirilmig; MV8608’in belirgin olarak
hemoraji olusumunu ve nétrofil birikimini inhibe ettigi, MV8612’nin ise belirgin
olarak idrar kesesi agirligini azaltti§i, ancak nétrofil birikimine etki etmedigi

gozlenmistir. Bu bulgular 1518inda alternatif bir iirlin olabilecegi ifade edilmistir

(Santos ve ark., 2010).

Siklofosfamidin farelerde neden oldugu HS modelinde Phyllanthus niruri
bitkisinin hidro-alkolik ekstresinden yiiksek anti-inflamatuar ve anti-oksidatif
sonuglar elde edilmis, CP’nin toksik etkilerinin yani sira Mesna’nin yan etkilerine

kars1 da onerilmistir (Boeira ve ark., 2011).
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1.6. EllajikAsit

1.6.1. Ellajik Asit ile Tlgili Genel Bilgiler

Son zamanlarda yapay antioksidanlarin 6nemi giderek azalmakta iken, dogal
kaynakl1 antioksidanlara ilgi oldukca artis gdstermekte ve bu antioksidanlarin bitkisel

materyallerden elde edilmesine 6zen gosterilmektedir (Cam ve Hisil, 2006).

Bitki kaynakli antioksidanlardan biri de Ellajik asittir (EA). Bircok sebze ve
meyvede bulunan EA dogal bir antioksidandir (Kang ve ark., 2016). Ellajik asit
(2,3,7,8-tetrahidroksil [1] benzapiranol[5,4,3 cde][1] benzopiran-5,10-dione) bitkisel
fenolik bir bilesiktir (Hassoun ve ark., 2004; Seeram ve ark., 2005). Suda az, metanol
ve etanolde iyi ¢oziinen EA (Bala ve ark., 2006), bitkilerde dogal sekilde bulunmayip
Ellajitaninlerden (ET), baz1 kimyasal islemleri takiben olusmaktadir (Chung ve ark.,
1998).

Molekiiler agirligi ile hekzahidrosidifenik asidin dilaktonu olan EA, hidrofilik
kismi temsil eden dort fenolik ve iki lakton grubu (hidrojen bag vericisi ve alicisi
olarak rol oynayabilir) ve lipofilik alani temsil eden dort halka ile termodinamik
olarak oldukg¢a kararli bir molekiildiir (Sekil 1) ve dolayisiyla 1siya oldukca
dayaniklidir.
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Sekil 1. EA’in Yapisi (Meyer ve ark., 1998).

Tibbi bitki ve {iriinlerdeki fenolik bilesikler, polifenoller veya
polihidroksifenoller olarak da bilinmektedirler (Cam ve Hisil, 2006).

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonid tiirevleri olmak {izere baslica iki
gruba ayrilmaktadir. Bitkilerde bu bilesiklerin aromatik aminoasit metabolizmasi
sirasinda  sentezlenen ikincil metabolitler olduklar1 varsayilir. Fenolik asitler,
hidroksisinnamik asitler ve hidroksibenzoik asitler seklinde iki gruba ayrilirlar.
Flavonoidler, fenolik bilesikler icinde en O&nemli grubu olusturan flavan
(2fenolbenzodihidropiran) tiirevleridir. Yapisal olarak antosiyanidinler, flavonollar,
flavonlar-flavanonlar, katesinler ve proantosiyanidinler olmak {izere bes gruba

ayrilirlar (Nizamlioglu ve Nas,2010).

Bitkilerde bolca bulunan fenolik bilesikler kimyasal yapilarinda ki “benzen”
halkas1 sayesinde diger bilesiklerle kolaylikla etkilesime girebilmektedirler
(Khanbabaee ve van Ree, 2001).
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Miktar1 ve kompozisyonu bakimindan bitkilere 6zgii olan fenolik bilesikler
meyve ve sebzelerin kendine has buruk tadini vermektedirler. Fenolik bilesiklerin
aroma, renk olusumu ve degisimi, antimikrobiyal ve antioksidatif etki ve enzim
inhibisyonu gibi énemli 6zelliklerinin yami sira baz1 gidalarda saflik kriteri belirteci
olmalar1 gibi iglevleri bulunmaktadir (Escarpa ve Gonzalez, 2001; Tomas-Barberan

ve ark., 2001).

Taninler bitkilerde bulunan ve suda c¢o6ziinebilen fenolik bilesiklerdir.
Sekonder metabolit olan taninlerin sayisiz fonksiyonlart mevcuttur (Quideau ve
Feldman, 1996; Bakkalbasi ve ark., 2009). Bitkileri haserelerden ve dis etkenlerden
koruyabilen bu yapilar, bazi metabolik siireglere de aracilik etmektedirler. Bu yapilar
FeCI3 (demir-3-kloriir) ile reaksiyona girdiklerinde mavi bir renk olusumu ile
karakterize edilirler (Haslam, 1996).

Taninler hidrolizlenebilir ve kondanse taninler olmak iizere 2 ana gruba
ayrilmaktadir (Niemetz ve Gross, 2005; Haslam, 2007). Hidrolizlenebilir taninler;
sicak su, asit, baz ve tannaz (taninleri sindirime ugratan enzim) ile hidrolize olabilen
taninlerdir. Hidrolizlenmeyen polimerik ve oligomerik taninler ise kondanse taninler
olarak siniflandirilirlar (Khanbabaee ve van Ree, 2001). Hidrolizlenebilir taninler de
Ellajitaninler ve Gallotaninler olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. ET’ler,
Gallotaninlere gore dogada daha bol bulunmaktadir ve bugiine kadar 500 civarinda
ET iceren dogal iirlin karakterize edilmistir (Khanbabaee ve van Ree, 2001; Niemetz

ve Gross, 2005; Bakkalbasi ve ark., 2009).

Ellajitaninler, antioksidan ve antiinflamatuar aktiviteye sahip biyoaktif
polifenollerdir. Nar suyunda yliksek konsantrasyonlarda ET vardir ve yaygin olarak
tiiketilen bu meyve suyu kiymetli bir ET olan Punikalajin (PJ) icerir (Heber, 2008).
Karacigerdeki varligi 12-56 saate kadar gosterilen ET’ler dolasima katilarak hedef
organlara ulasabilir ve etkilerini gosterirler. PJ uzunca bir siire kana salinmakla
birlikte diger bazi ET’lergibi tam olarak absorbe edilemez. Ancak, kolayca EA’e
hidrolize edilir ve bagirsak florasi tarafindan urolitinlere metabolize olur. Urolitinler

karacigerde konjuge edilerek idrarla disar1 atilirlar (Heber, 2008). Insan prostat
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kanser hiicresi transplante edilen siddetli kombine immun yetersiz farelerde nar suyu
aliminin 6nemi ET agisindan incelenmis ve pozitif sonuglar elde edilmistir. Bununla
birlikte diyet yolu ile alinan PJ’in; Niikleer Faktor kappa B iligkili yangininin hiicre
alt1 yollarla inhibisyonu, hipoksik durumlarda hypoxia induced factor-1 alfa
tarafindan indiiklenen angiogenezisin inhibisyonu ve apoptozisin uyarilmasi ile hiicre
cogalmasinin dnlenmesi gibi multipl yollarla anti-kanserojen etkiler sergileyebilecegi

ifade edilmektedir (Heber, 2008).

Saglikli insanlarda yapilan bir ¢alismada ET’lerin hizla emildigi ortaya
konmus, PJ alinimin1 takiben 48 saate kadar ET nin metaboliti olan urolitinin idrarda

varlig1 ortaya konmustur (Seeram ve ark., 2006).

Ellajitanin metabolizmasina yonelik domuzlarda yapilan bir c¢alismada,
yiksek ET igerikli besinlerle beslenen hayvanlarda plazma, idrar, safra ve diski
ornekleri ile jejunum, kolon, karaciger, bobrek, kalp, beyin, akciger, kas ve deri alt1
yag dokusu incelenmis ve jejunumda serbest halde bulunan EA’in bagirsak florasi
tarafindan basta urolitin D, C, A ve B olmak iizere 25 tip urolitine metabolize
edildigi gozlenmistir (Sekil 1). Bu metabolitlerin entero-hepatik dolasim ve periferik
plazmada tespiti sindirimin midede emilerek baglayacagina yorumlanmistir (Espin ve
ark., 2007).

Yiiksek dozda ET verilen siganlarin idrar ve digki orneklerinde metabolit
olarak EA’in bulunmasi, sindirim prosesini takiben ET’den EA olusabilecegini
ortaya koymaktadir. Sican bagirsak icerigindeki ET lerin ince bagirsak ve sekumdaki
pH’dan etkilenerek EA’lara doniisebilecegi, sekum mikroflorasinin da bu dontistimde

rol oynayabilecegi iddia edilmektedir (Doyle ve Griffiths, 1980).
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Ellagic Acid Urolithin D Urolithin C
Hydrogen  Hydrogen
Bond Bond Molecular
Acceptor  Donar Weight <
Ellagic ecid | - 13038 2 4 302 0062672
Uralethin O | -0.5703 1 4 260032084
Uralithin C 00072 1 3 244.0371734
Uraolithin_ & 0.555% 1 p 2280422587 e .
Uralithin B 1119 1 5 312 047 344 Uraolithin B Urolithin A

Sekil 2. Bagirsakta ET, EA, ve Urolitin Metabolizasyonu (Espin ve ark., 2007).

1.6.2. Ellajik Asit Iceren Uriinler

Ellajik asit ve ayrica gallic asit, rutin ve isoquercitin icerikli fenol ve flavonoid
bilesiklerin tiim {izlimsli meyvelerde yiiksek oranlarda oldugu bilinmektedir (Tablo
2). Bu fenolik bilesikler igerisinde en Onemlisi ve laboratuar kosullarinda,
hayvanlarda timér gelisimini engelledigi ortaya konulan bilesik EA’dir. Bahse konu
meyveler kiyaslandiginda en yiiksek degerdeki EA siyah ahududunda bulunmaktadir.
Bununla beraber Boysen tiziimiinde de (Rubus ursinus x idaeus) serbest formlu EA
konsantrasyonunun yliksek oldugu belirlenmistir (Hiakkinen ve ark., 2000; Kdhkonen
ve ark., 2001). Yapilan bir calismada c¢ilek ¢ekirdeklerinin %95.7, meyve 6ziiniin ise
%4.3, ahududu cekirdeginin %87.8, meyve Ozilinlin ise %12.2 oranlarinda EA
icerdigi tespit edilmistir (Daniel ve ark., 1989). Ahududu, bégiirtlen, kizilcik, ceviz
ve bazi ¢ilek cesitlerinde de (bulutlu, deniz tirmig, giil kalemi) yiiksek oranda EA
varlhigi bildirilmistir (Daniel ve ark., 1989; Koponen ve ark., 2007).

Saf nar suyu (Seeram ve ark., 2005; Lansky 2006) ve ayrica narin meyve
kabugununda da, EA ve gallik asit basta olmak iizere pek cok polifenolik madde
tespit edilmistir (Dikmen ve ark., 2008). Nar meyvesinin kabuk ve 6ziinde bol

miktarda bulunan ET’ler, antioksidan etkinin %92’sinden sorumludur (Seeram ve
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ark., 2004). Saf olarak 180 ml nar suyu 25 mg EA igerir ve icildikten 1 saat sonra
plazmadaki konsantrasyonu 32 ng/ml’dir. Bir saat i¢inde biitiin viicut sivilarinda
saptanabilir ve 4 saat igerisinde viicuttan hizla atilir (Seeram ve ark., 2004; Seeram
ve ark., 2006).

Uziim kabugu ve ¢ekirdegi polifenollerden EA ve gallik asit gibi fenolik
asitleri; katesin, epikatesin, prosiyanidin ve antosiyanidin gibi flavonoidleri ve
resveratrol ile piseid gibi stilbenleri ihtiva etmektedir (Jayaprakasha ve ark., 2003;
Yilmaz ve Toledo, 2006). Lipid peroksidasyonunu baslatabilen ve/veya devam
ettirebilen peroksil radikalinin etkilerinin Onlenmesinde, {iziim ¢ekirdegi ve
kabugunda bulunan polifenollerin aktivite sirasi: resveratrol > katesin > epikatesin =

gallokatesin > gallik asit = elajik asit olarak belirlenmistir (Yilmaz ve Toledo, 2004).

Ellajik asit, biitiin meyve ve sebzeler icerisinde en fazla kirmizi ve siyah
ahududunda bulunur (Stoner ve Mukhtar, 1995). Bursa da yetistirilen bes ahududu
(Aksu kirmizisi, Rubin, Newburgh, Hollanda boduru, Heritage) ve dort bogiirtlen
(Bursa 1, Bursa 2, Chester, Jumbo) ¢esidinin taze, ilk dondurulmus ve alt1 ay siireyle
-22°C de muhafaza edilmis formlar1 fenolik madde igerikleri bakimindan LC-MS/MS
ile incelenmistir. Fenolik bilesiklerden EA’in ahududu ve bdogiirtlen gesitlerinin
temel fenolik bilesigi oldugu tayin edilmistir. Dondurarak muhafaza etme siiresince
EA’nimn en fazla bozunan fenolik bilesik oldugu ve bunu para-hidroksibenzoik asitin

izledigi ortaya konmustur (Sariburun, 2009).

Yaban mersini  meyvelerininde Olgiilebilir diizeyde EA igerdigi ve

karsinogenezise karsi savasma yetenegi oldugu ifade edilmistir (Celik, 2006).

Uziimiimsii baz1 bitkilerin regel vb. 1s1l islem gerektiren proseslerinde,
quercetin, myricetin ve kaempferol gibi flavonoidlerde %15-40 aras1 kayiplar
olusurken, EA miktarlarinda 6nemli bir degisiklik meydana gelmedigi belirlenmistir

(Hakkinen ve ark., 2000; Zafrilla ve ark., 2001).
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Balin igeriginde bulunan kafeik, pkumarik ve ferulik asit gibi cesitli fenolik
bilesiklerin yan1 sira EA ve iistelik apigenin, pinosembrin, kampferol, kuersetin,
galangin, krisin ve hesperitin gibi flavonoidlerin antioksidan 6zellikler sergiledigi

belirtilmistir (Turkmen ve ark., 2006).

Tablo 2. Baz1 Bitki, Meyve ve Tiirevlerindeki EA Miktarlar1 (Olgar 2013).

EA miktar1 | Referans

Nar suyu 66.87** (Marchesini ve ark., 2003)
Ahududu suyu 28.00** (Marchesini ve ark., 2003)
Ahududu 5.37* (Amakura ve ark., 2000)
Bogiirtlen 3.69* (Lei ve ark., 2001)
Ahududu regeli 2.25* (Marchesini ve ark., 2003)
Cilek regeli 2.01* (Amakura ve ark., 2000)
Cilek 1.77* (Amakura ve ark., 2000)
Nar 1.73* (Amakura ve ark., 2000)
Mum agaci 0.18* (Amakura ve ark., 2000)
Ananas 0.08* (Marchesini ve ark., 2003)

Yapilan bir ¢alismada, Tirk Amber Durum bugdayinin fenolik igerigi ve
antioksidan kapasitesi incelenmistir. Bugday 15, 30 ve 40 giin siire ile ii¢ farkl
zamanda ¢imlendirilmis, kurutulmus ve ogiitiildiikten sonra etil asetat ile ekstrakte
edilerek 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH) radikaline kars1 antioksidan kapasitesi
kiyaslanmis ve toplam fenolik igerigide tayin edilmistir. Bugday c¢imindeki baslica
fenolik bilesiklerin ferulik asit, gallik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, EA, benzoik
asit, phidroksibenzoik asit, siringik asit, kuersetin ve biitilhidroksianisol oldugu
bildirilmis; ¢aligmada en yliksek antioksidan aktivite 15 giinliikk ¢im grubunda
gozlenmistir (Akcan-Kardas ve Durucasu, 2014). Mese palamudunda ise EA, gallik
asit, tannik asit tespit edilmistir (Giines, 2010).
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1.6.3. Ellajik Asitin Koruyucu Etkileri

Antioksidan 6zelligi bircok ¢aligmada (Priyadarsini ve ark., 2002; Seeram ve ark.,
2005; Bakkalbasi ve ark., 2009) gosterilmis olan EA; anti-mutojenik (Zahin ve ark.,
2014), anti-karsinojenik (Heber, 2008), anti-hepatotoksik (Ambrose ve ark., 2013),
HIV-1 ters transkriptaz inhibitorii (Martino ve ark., 2004) ve anti-bakteriyel (Tung ve
ark., 2013) 6zelliklere de sahiptir.

Antioksidan savunma sistem aktivitesini artirmak suretiyle etki gdsteren EA,
kirli hava, sigara dumani ve organik maddelerin yanik iiriinlerinin hiicre DNA'sina
olan zararl etkilerini dnleyebilmektedir (Soni ve ark., 1997). Ayrica, kan basincini
distrticii etkileri mevcut olan EA, kan pihtilagtirict olarak da kullanilabilmektedir

(Ratnoff ve ark., 1993).

Elajik asidin sigan C6 glioma hiicre Kkiiltlirii iizerine olan etkilerinin
incelendigi bir calismada (Ekinci ve ark., 2012) hiicre ¢cogalmasimi engelleyen EA’in
timor hiicre yapisinda bozulmalara neden oldugu ve hiicre yasayabilirligini azalttig

bulunmustur.

Ratlarda Cuprizon ile olusturulan deneysel Multipl skleroz modelinde,
Cuprizona bagli artmis beyin oksidatif hasariin EA ve Likopen uygulamalarn ile
anlamli bir sekilde azaldigi bildirilmistir. Calismada, SOD diizeyi EA
uygulamalarinda kanda yiikselirken, Likopen uygulamalarinda dokuda artis
gostermis ve bu sonuglardan yola ¢ikilarak deneysel MS modelinde antioksidan etkili
bu iki maddenin hastaligin 6nlenmesinde veya ilerlemesinde umut verici olabilecegi

ifade edilmistir (Yavuz, 2010).

Malathion ile ratlarda yapilmis baska bir ¢alismada ise EA ve kafeik asit
enetil ester uygulamalarinin oksidatif stresi azalttig1 ve dokular iizerine koruyucu etki

gosterdigi belirtilmistir (Alp ve ark., 2011).
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In vitro kosullarda EA’in mikrozomal lipit peroksidasyonunu kuvvetli bir
sekilde onledigi (Osawa ve ark., 1987), insan LDL oksidasyonunda ise katesin,
kuarsetin, siyanidin ve kafeik aside kiyasla diisiik olmakla birlikte inhibitér etki

gosterdigi belirtilmistir (Meyer ve ark., 1998).

Nanomolar konsantrasyonlardaki EA’in sigan kalbi ventrikiil miyositlerinde
Ca2+ akimin1 azalttig1, bu etkisini nitrik oksit sentaz (NOS)-glutatyon sentetaz (GS)-
siklik guanozin monofosfat (cGMP) araciligiyla gergeklestirdigi ifade edilmistir.
EA’nin aksiyon potansiyeli repolarizasyon siiresini uzatmasi, potasyum akimlari

tizerinde de etkili olabilecegi seklinde yorumlanmistir (Olgar, 2013).

Ratlarda Sisplatin iligkili anormal sperm iiretiminin EA uygulamasina bagl
olarak azaldig1 ve {iistelik, bu uygulamanin epididimal sperm yogunlugu ile sperm
motilitesini artirdigr belirtilmistir (Tirk ve ark., 2008). Adriamisin uygulanan
ratlarda EA’nin epididimal sperm parametreleri iizerine olumlu etkilerinin yan1 sira
testis dokusunda da gerek lipit peroksidasyonu gerekse deapoptozis bakimindan

koruyucu etki gosterdigi vurgulanmistir (Ceribas1 ve ark., 2012).

Erkek ratlarda renal iskemi-reperfiizyon sonucunda meydana gelen hasara
kars1 uygulanan EA’in oksidatif hasar1 azalttigi ve bdbrek histolojisini kontrol

grubuna kiyasla korudugu bildirilmistir (Bozkurt ve ark., 2012).

Fotal donemde nikotine maruz birakilan ratlarda olusan bobrek hasarinin
engellenmesinde EA’in koruyucu etkisi aragtirilmis, nikotin uygulanan gebe ratlarin
yavrularina ait bobrek dokularindaki hasar, hem biyokimyasal olarak [(kontrol
grubuna gore MDA ve NO diizeylerinde artis, glutatyon (GSH), glutatyon-
peroksidaz (GSH-Px) ve SOD gibi antioksidan enzim diizeylerinde ise diisiis)] hem
de immuno histokimyasal olarak tespit edilmistir. Caligmada, EA uygulamasi ile
nikotinin bobrekte olusturdugu oksidatif stres ve histolojik degisikliklerin
azaltilabilecegi belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, EA igeren dogal fenolik
icerikli meyve ve sebzelerin gebelik sirasinda alinmasinin sadece nikotin alan

annelerde degil, ayn1 zamanda nikotin almayan annelerde gebeligin ilerlemesiyle
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yiikselen oksidatif stresin azaltilmasinda veya viicuttaki antioksidan enzim
diizeylerinin artirllmasinda 6nemli bir rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir (Akkoyun,

2012).

Nitrozodietilamin verilen ratlarin bdbrek dokusunda serbest radikal
metabolizmasinda gorev alan enzimlerin aktiviteleri ile lipid peroksidasyonun son
iriinii olan MDA seviyeleri ve EA’in bu parametreler {izerine etkisi arastirilmistir.
Arastirma sonucunda, Nitrozodietilamin uygulamasinin bobrek dokusunda lipid
peroksidasyonuna neden olarak oksidatif stres olusumunu onemli dlglide arttirdigi,
buna karsilik EA’in oksidatif stresi azaltict ve koruyucu etki gosterdigi tespit
edilmistir (Abas, 2010).

Ratlarda CP’in neden oldugu renal oksidatif stres ve genotoksisiteye karsi
EA’in antigenotoksik ve antioksidan etkisi degerlendirilmis; elde edilen bulgular
dogrultusunda CP kaynakli bobrek hasari, DNA hasari ve genotoksisiteye karsi
EA’in 6nemli bir rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir (Rehman ve ark., 2012).

Kitosan adsorbant (Zhang ve ark., 2008), antimikrobiyel (Chung ve Chen,
2008), antioksidant (Kanatt ve ark., 2008) ve hemostatik (Pusateri ve ark., 2003),
ozellikleri bakimindan genis kullanim alanina sahip bir aminopolisakkarittir. Kitosan
parcaciklariyla kapsiillenmis ve ayrica kapsiillenmemis serbest EA’in, pihtilagsma
zamani ve piht1 retraksiyon zamani {izerine etkileri kiyaslanmis ve bu ¢alisma
sonucunda Kitosan kapli EA’in ptht1 zamanin1 %34 ve retraksiyon zamanim %16,4
oraninda azalttigi; bu oranlarin serbest EA’de sirasiyla %4,6 ve %13, oranlarina

diistiigii gozlemlenmistir (Gopalakrishnan ve ark., 2014).

Ellajik asitin farelerde spesifik ve non-spesifik siklooksijenaz inhibitorleriyle
benzerliklerini arastiran bir calismada trombosit aktivasyonu, p-selektin akis
sitometrisi ile incelenmistir. Elde edilen bulgular 1s18inda, EA’in non-spesifik bir
siklooksijenaz gibi davrandig; ayrica, EA’in bir non-spesifik siklooksijenaz

inhibitorii olan katerolak ile birlestirilmesi durumunda ise trombosit aktivitesinde
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onemli bir diisiise ve kan kaybinda artisa neden oldugu gosterilmistir (Attilio ve ark.,

2010).

Farelerde kuyruk ampiitasyonunu takiben ayr1 ayr1 ve birlikte verilen trombin
ve EA sonuglart kiyaslandiginda trombinle birlikte verilen EA’in trombine kiyasla
kan kaybimi1 daha fazla azalttigi, tek basina EA’in ise digerlerinden daha basarili

sonug verdigi ortaya konmustur (Cliffton ve ark., 1966).

Saglikli insanlara 800 mg dozunda standart nar ekstresi vermek suretiyle
yapilan bir ¢alismada, EA’nin plazma metobolitlerinden olan urolithin A, urolithin B,
hidroksil-urolithin A, urolithin A-glukuronid, ve dimetil ellajik asit 6l¢iilmiistiir. Bu
caligmada antioksidan kapasitenin yarim saatte maksimum (%32) seviyeye ¢iktigi
ancak ROT {iretimini azaltmadig1 gozlenmistir. Ekstrakt alimin1 takip eden dordiincii
saatte yangi belirteci olan interleukin-6 seviyesinde ise belirgin bir etkilenme

gozlenmemistir (Mertens-Talcott ve ark., 2006).

Salmonella typhimurium TA 100 tiiri izerine aflatoksin B1 (AFBI1)’in
mutagenetik etkisine kars1 EA uygulanmis ve EA’in yiiksek doza bagl olarak bu
mutasyonlari inhibe ettigi gozlenmistir. En fazla inhibisyon 1000xg dozunda ve %90
oranindan fazla gozlenmistir. Bu ¢alismada ayrica rat trake ve insan trake-brons
kiltirinde AFB1’nin DNA’ya kovalent baglanmasina karst EA’in etkileri
incelenmis, hem rat trake (%9-57 inhibisyon) ve hem de insan trake-brons (% 24-79

inhibisyon) kiiltiirlinde doza bagli bir diisiis gozlenmistir (Mandal ve ark., 1987).

Ellajik asit; serumda tiimor olusumuna sebep olan kimyasallar1 temizleyerek
(Mandal ve ark., 1987); hiicresel DNA’ya karsinojenlerin baglanmasini dnleyerek
(Mandal ve ark., 1987); ROT ve RNT’ni temizleyerek veya baglayarak (Priyadarsini
ve ark.,, 2002); tiimor hiicrelerinin biiylimesini durdurarak (Heber, 2008) ve
hemotolojik parametreler ileimmun sistem tizerine olumlu etkiler gostererek (Mise

Yonar ve ark., 2014) anti-kanserojen olarak etki gostermektedir.
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Prostat kanseri hiicrelerinin biiylimesini hiicre siklusunu durdurarak ve
apoptozisi stimiile ederek inhibe eden EA’in, prostat kanserinde anjiogenezi inhibe

ettigi de in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir (Heber, 2008).

Karaciger kanser hiicre dizisi ile yapilan bir ¢alismada EA metaboliti olan
urolitin A’nin giiglii anti-proliferatif ve anti-oksidan aktiviteleri ortaya konmustur.
Calisma sonuglarindan yola ¢ikilarak hepatoselliiler kanser tedavisinde urolitin A’nin

hiicre cogalmasini inhibe edebilecegi ve oksidatif stresi azaltabilecegi ifade edilmistir

(Wang ve ark., 2015).

Meme timdrlerinde Gstrojen hiicre proliferasyonunu uyarir ve dnemli bir rol
oynar. Urolitin B’nin gii¢lii anti-aromataz etki {izerinden Ostrojen duyarli meme

tiimorlerinde pozitif etkileri tespit edilmistir (Adams ve ark., 2010).

Insan mesane kanseri T24 hiicre hatlarinda EA ve {i¢ urolitin tiirevi (Urolitin
A, Urolitin B, ve 8-OMe-urolithin A) antiproliferatif aktivite bakimindan in vitro bir
calismada denenmis, kullanilan ajanlarin anti-oksidan etki gostererek oksidatif stresi
azalttiklar1 ve mesane kanserinde hiicre cogalmasini inhibe ettikleri belirtilmistir

(Qiu ve ark., 2013).

On yillar dncesine kadar oldukc¢a revacta olan yapay antioksidanlarin 6nemi,
dogala doniis akimina bagli olarak giderek azalmakta, buna karsin antioksidan
ozelligi bilinen dogal iirlinlerin tiikketimi artmaktadir. Bu dogal iirlinler biiyiik
cogunlukla bitkilerden elde edilmektedir. Dogal yollardan ve maksimum fayda ile
erisilebilecek bitki kaynakli antioksidanlardan biri de Ellajik asittir. Ellajik asit ile
ilgili yaptigimiz literatiir taramasinda CP kaynakli HS’den koruma ve tedaviye
yonelik herhangi bir arastirmaya rastlanilmamistir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda,
kuvvetli antioksidan Ozelliklere sahip oldugu bilinen EA’in ratlarda CP ile

indiiklenmis HS’de koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
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2. GEREC ve YONTEMLER

2.1. Gereg

2.1.1. Hayvan Materyali

Bu calisma icin Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu'ndan AKUHADYEK-413-15- referans numarasiyla izin alindi. Arastirma,
Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde yiiriitiildii. Calismada bu merkezden temin edilen 49 adet, 220-250 gr
agirhginda, erkek, Sprague Dawley rat kullanildi. Her biri 7 rattan olusan 7 deney
grubu olusturuldu. Deney siiresince hayvanlara ad libitum standart rodent yemi ve
cesme suyu verildi. Hayvanlar polikarbonat kafeslerde, 22 + 0.5°C sicaklikta ve
uygun nemdeki odalarda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik olacak sartlarda

baridirildi ve bir haftalik adaptasyon siirecinden sonra deneye baslandi.

2.1.2. Kullanilan Alet ve Malzemeler

Cam jelli tiip

Dondurucu (Ugur UDF 7SL Vertical Frezer)
Enjektor

Ependrof tiip

Hassas Terazi (Bel Engineering, Italy)
Klinik santrifiij cihaz1 (Sogutmali Niive NF 1000R)
Kronometre (Isolab Laborgerate GmbH)
Mikro kiivet

Eliza (ELx800 Absorbanca Reader)

Portiip

Distile su cihazi (Niive ND8)

Doku takip cihazi (Leica TP 1020)
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Mikrotom (Leica RM 2155)
Isik mikroskobu (Nikon Eclipse Ci)

Gériintilleme cihaz ve yazilimi (Kameram®, Mikro sistem)

2.1.3. Kimyasal Maddeler ve Kitler

Ellajik Asit (Santa Cruz, sc-486822)

Siklofosfamid (Endoxan®, 500 mg flakon, Eczacibasi-Baxter)
Mesna (Uromitexan®, 400 mg amp, Eczacibasi-Baxter)
Ketamin HCI (Alfamin®, 100 mg flakon, EGE-VET)
Ksilazin HCI (Alfazyne®, 20 mg flakon, EGE-VET)

Total antioksidan (TAS) kit assay (Rel Assay Diagnostics)
Total oksidan (TOS) kit assay (Rel Assay Diagnostics)

2.2. Yontem

2.2.1. Deneme Gruplarimin Olusturulmasi

Calismada kullanilan 49 hayvan, rastgele ornekleme ile 7’serli olarak gruplara

ayrildi. Kafeslerde 3 veya 4 hayvan olacak sekilde taksimat yapildi. Bu baglamda

calisma gruplar1 ve uygulanan yontemler gruplara gore ayrintili bir sekilde asagida

belirtildi.

Kontrol Grubu: Bu gruptaki hayvanlara sadece gastrik gavaj (GG) ile fizyolojik

tuzlu su uygulandi ve toplamda 48 saati takiben diger gruplardaki hayvanlarla

birlikte otenazi edildi.
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CP Grubu: Bu gruptaki hayvanlara deneyin baslangicinda IP yolla 150 mg/kg CP
verildi. Sakrifikasyona kadar baska bir uygulama yapilmayan bu gruptaki hayvanlar

48 saatlik toplam siirenin ardindan 6tenaziye alindi.

CP+Mesna Grubu: Bu gruptaki hayvanlara ilk once IP yolla 30 mg/kg Mesna
uygulandi. Mesna uygulamasini takip eden 20. dakikada yine IP yolla 150 mg/kg CP
verildi. CP uygulamasindan 4 ve 8 saat sonra 30 mg/kg dozunda 2 Mesna
uygulamas IP olarak tatbik edildi. ilk uygulamadan baslamak iizere 48 saat sonra

hayvanlara 6tenazi uygulandi.

CP+EAS50 Grubu: Bu gruptaki hayvanlara ilk 6nce GG yolla 50 mg/kg
EAuygulandi. Takip eden 20. dakikada IP yolla 150 mg/kg CP verildi. CP
uygulamasindan 4 ve 8 saat sonra 50 mg/kg dozunda 2 kez daha GG yolla EA tatbik

edildi. ilk uygulamadan baglamak iizere 48 saat sonra hayvanlara 6tenazi uygulandi.

CP+EAT75 Grubu: Bu gruptaki hayvanlara ilk 6nce GG yolla 75 mg/kg EA
uygulandi. Takip eden 20. dakikada IP yolla 150 mg/kg CP verildi. CP
uygulamasindan 4 ve 8 saat sonra 75 mg/kg dozunda 2 kez daha GG yolla EA tatbik

edildi. Tk uygulamadan baslamak iizere 48 saat sonra hayvanlara 6tenazi uyguland.

CP+Mesna+EA50 Grubu: Bu gruptaki hayvanlara ilk 6nce iP yolla 30 mg/kg
Mesna uygulandi. Mesna uygulamasim takip eden 20. dakikada yine IP yolla 150
mg/kg CP verildi. CP uygulamasindan 4 ve 8 saat sonra 50 mg/kg dozunda 2 kez
daha GG yolla EA tatbik edildi. ilk uygulamadan baslamak iizere 48 saat sonra

hayvanlara 6tenazi uygulandi.

CP+Mesna+EA75 Grubu: Bu gruptaki hayvanlara ilk 6nce iP yolla 30 mg/kg
Mesna uygulandi. Mesna uygulamasini takip eden 20. dakikada yine IP yolla 150
mg/kg CP verildi. CP uygulamasindan 4 ve 8 saat sonra 75 mg/kg dozunda 2 kez
daha GG yolla EA tatbik edildi. ilk uygulamadan baslamak iizere 48 saat sonra

hayvanlara 6tenazi uygulandi.
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2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Deney sonunda hayvanlar 5 mg/kg Ksilazin HCI ve 50 mg/kg Ketamin HCI ile
anesteziye alindi. Kistirma, kas tonuslar1 ve palpepral refleksler gézlenerek anestezi
derinligi kontrol altinda tutuldu. Anestezi altindaki tiim hayvanlardan intra kardiyak
punksiyon ile enjektor yardimiyla alinan kan 6rnekleri jelli cam serum ve hemogram
tiiplerine alindi. Ratlardan alinan kanlar 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
serum ve plazmalar1 ayrilip biyokimyasal Ol¢limler yapilincaya kadar -20°C

sicaklikta saklandi.

2.2.3. Makroskobik Yontem

Kardiyak kan Orneklemesinin ardindan, hayat belirtileri sonlanan tiim ratlar
nekropsiye alinarak mesaneleri cerrahi kosullara uygun olarak g¢evre dokulardan
disseke edilerek ¢ikartildi. Mesanenin serozasi ve limeni agilarak mukozal yiizii
gozle goriiliir hemoraji, 6dem, konjesyon ve hematiiri agisindan makroskobik olarak
muayene edildi. Mesane kalinligi ve doku biitiinliigii izlenimlerinin ardindan

resimlenen dokular %10’luk tamponlu nétral formalinde tespit edildi.

2.2.4. Histopatolojik Yontem

Formalin tespitindeki mesane Ornekleri uygun biiytikliikte kiigtiltiilerek doku takip
kasetlerine alindi. Cesme suyunda bir gece yikanan dokular otomatik doku takip
cithazinda (Leica TP 1020) diisiikten-yiiksek dereceli alkole olmak tizere (50, 70, 80,
96’11k ve absoliit alkol) dehidre edilip ksilolle seffaf hale getirildi. Ksilollii parafin ve
56-58°C’de erimig parafinde ikiser saat tutulan dokular parafinle bloklandi.
Hazirlanan parafin bloklardan rotary mikrotom (Leica RM 2155) ile alinan 5 um
kalinligindaki kesitler su banyosu araciligiyla lamlara alindi. Etiivde kurutulan
kesitler ksilol serileri ile absoliit, 96, 80, 70 ve 50’lik alkollerden gecirilerek
hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip (Luna, 1968) entallen yardimiyla lamelle
kapatildu.
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Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda konjesyon, 6dem, hemoraji,
dejenerasyon, deskuamasyon ve inflamasyon agisindan incelenerek 0’dan 6’ya kadar
skorlandu. izlenen bu bulgularin yoklugu 0, varliginda ise hafiften siddetliye dogru 1-
6 arasinda degerlendirildi. Gozlenen histopatolojik bulgular dijital kamera ile

mikroskobik olarak goriintiilendi.

2.2.5. Biyokimyasal Yontem:

Tas olciimii: Serum TAS diizeyleri Eliza ile Rel Assay Total Antioksidan Status
Test Kiti (Rel Assay Diagnostics) kullanilarak olgiildii.

Prensip:  Indirgenmis  2,2’-azinobis-(3-etilbenzotazolin-6-sulfonik  asit
(ABTS) molekiilii asit ortamda (asetat tamponu, 30 mmol/L, pH: 3.6) H,0,
kullanilarak ABTSe+ molekiiliine okside edilir. Asetat tampon soliisyonunda,
konsantre (koyuyesil) ABTSe+ molekiilii uzun siire dayanikliligini korur. Yiiksek
pH’daki daha konsantre bir asetat tampon soliisyonu (asetat tamponu, 0.4 mol/L, pH:
5.8) ile diliie edildiginde, renk kendiliginden yavasca acilir. Ornekte bulunan
antioksidanlar konsantrasyonlar1 ile orantili olarak renkteki agilmayr hizlandirirlar.
Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak izlenebilir ve renkteki agilma 6rnekteki total
antioksidan kapasite ile ters orantilidir. Reaksiyon hizi, total antioksidan kapasite
Ol¢tim yontemleri igin geleneksel standart olarak kullanilan Trolox ile kalibre edilir.
Olgiim sonuglart mmol Trolox ekivalent/L olarak ifade edilir (Erel, 2004). Deneyin
yvapuligi: 250ul reaktifl+15 pl numune (standart) ile birlikte 30 saniye i¢inde 660
nm’de okundu. Okumasi yapilan numune 38 pl reagent2 eklenerek 5 dakika 37°C’de
etiivde shaker ile karistirilarak inkiibe edildi ve 660 nm’de okundu. Hesaplama: 3
dakika sonra okunan absorbanstan (A2), baslangic absorbansi (A1) ¢ikarilarak her
ornek/standart icin AAbs degeri bulundu.

A2 - A1 = AAbs (6rnek/standart)
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[(AAbsH20) (AAbs Ornek)]
Sonug= [(AAbsH20) (AAbs Standart)]

Units= mmol/L

Tos dl¢iimii: Serum TOS diizeyleri Eliza ile Rel Assay Total Oksidan Status
Test Kiti (Rel Assay Diagnostics) kullanilarak 6l¢iildii.

Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar, Fe2+-o-dianisidine kompleksini Fe3+
iyonuna okside eder. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol miktarda
bulunan gliserol molekdilleri ile arttirilir. Fe3+ iyonu asidik ortamda ksilenol oranj ile
renkli bir kompleks yapar. Renk siddeti, 6rnekte bulunan oksidan molekiillerin
miktar1 ile orantilidir ve spektrofotometrik olarak dl¢iilebilir. Olgiim H,O, ile kalibre
edilir ve sonuglar pmol H,O, ekivalent/L olarak ifade edilir (Erel, 2005). Deneyin
vapilisi: 250 pl reagentl+37,5 pl numune (standart) Abs 1530 nm’de okundu.
Okumast yapilan numune 12,5 pl reaktif 25 dakika 37°C’e etiivde karistirici Uistiinde
inkiibe edildi ve 530 nm’de Abs degeri okundu.

Sonu¢= AAbs Ornek XCons. of Standart
AAbs Standart

Units= pmol/ L

Cons. Of Standart= 10pmol/ L

2.2.6. istatistiksel Yontem

Calismada elde edilen veriler SPSS 13,0 istatistik programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Verilerin ortalamalar1 & standart hatalariyla ifade edilmistir. Elde
edilen verilerin normallik testleri yapilmis ve gruplar arasindaki istatistiksel farklari
saptamak icin ANOVA testi, post-test olarak Duncan testi uygulanmistir. Istatistiksel
anlamlilik i¢in p<0,05 olarak kabul edilmistir (Ozdamar, 2003).



32

3. BULGULAR

3.1. Klinik Bulgular

Ilag ve etken madde uygulamalarini takiben hayvanlarm kafes kdselerine cekildikleri
ve bir siire bu sekilde kisitli hareket ettikleri izlendi. Adaptasyon donemine kiyasla
deney gruplarinda su tiiketiminin arttigi, yem tiiketiminin ise az miktarda diistiigi
dikkati ¢ekti. CP grubundaki hayvanlar elle tutuldugunda daha da yogunlasan

hematiiri gézleniyordu.

3.2. Makroskobik Bulgular

Calisma gruplarina ait mesane orneklerinde gozlenen makroskobik bulgular gruplara

gore asagida sunulmus ve makroskobik resimlerle desteklenmistir.

Kontrol Grubu: Gastrik gavaj ile sadece fizyolojik tuzlu su uygulanan bu gruba ait

hayvanlarin mesanelerinde herhangi bir makroskobik bulgu izlenmedi (Sekil 3A).

CP Grubu: intraperitoneal yolla 150 mg/kgCP uygulanan bu gruba ait hayvanlarin
mesane duvarlarinda kalinlasma, hem serozal hem de mukozal yiizeyde kanamali

goriiniim ve liimende kismen pihtilasmis kan Kitlesi gozlendi (Sekil 3B).

CP+Mesna Grubu: Intraperitoneal yolla CP ve Mesna uygulanan bu gruptaki
hayvanlarin mesaneleri makroskobik olarak, Kontrol grubu hayvanlar ile benzerlik
gosteriyordu (Sekil 3C).
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Sekil 3. CP, Kontrol ve CP+Mesna gruplarindaki ratlarda mesane makroskobisi.

A-Kontrol Grubu: Normal mesanenin makroskobik goriiniimii. B-CP Grubu: Mesane duvarinda
kalinlagma, serozada hemorajik goriiniim. Mesane liimeni agildiginda kismen pihtilasmis kan ve
mukozal hemoraji gézlendi. C-CP+Mesna Grubu: Kontrol grubuna benzer goriiniimde mesane.
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CP+EA50 Grubu: Intraperitoneal yolla CP ve GG yolla diisiik doz EA verilen bu
gruptaki hayvanlarin mesaneleri Kontrol grubu ile kiyaslandiginda mesane duvarinin
daha kalin oldugu ve hem serozal, hem mukozal hem de liiminal hemorajik

gorliniimiin CP grubuna nazaran daha hafif seyrettigi gdzlendi (Sekil 4A).

CP+EAT75 Grubu: Intraperitoneal yolla CP ve GG yolla yiiksek doz EA verilen bu
gruptaki hayvanlarin mesane bulgulart CP+EAS50 grubundaki hayvanlarin mesane
bulgularina nazaran daha hafif seyretmekle birlikte biiylik oranda bu grupla benzerlik
gostermekteydi (Sekil 4B).

CP+Mesna+EA50 Grubu: Intraperitoneal yolla CP, Mesna ve GG yolla diisiik doz
EA verilen bu gruptaki hayvanlarin mesane bulgulart CP grubuna kiyasla oldukca
hafif sekillenmisti. Lezyonlar CP+EAS50 ve CP+EA75 gruplarinda sekillenen
lezyonlara kiyasla da oldukga selimdi (Sekil 4C).

CP+Mesna+EA75 Grubu: Intraperitoneal yolla CP, Mesna ve yiiksek doz EA
verilen bu gruptaki hayvanlarin mesane bulgular1 CP grubuna kiyasla olduk¢a hafif
sekillenmisti. Lezyonlar, CP+EA50 ve CP+EA75 gruplarinin yani sira
CP+Mesna+EAS50 grubunda gozlenen lezyonlardan da daha hafifti. Ancak Kontrol
grubu ve CP+Mesna grubuna kiyasla tam bir doku biitiinliigii gézlenmedi (Sekil 4D).
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Sekil 4. CP+EAS0, CP+EA75, CP+Mesna+EAS0 ve CP+MesnatEA7S gruplarindaki ratlarda mesane
makroskobisi.

A-CP+EA50Grubu: Mesane duvarinda kontrol grubuna gore daha kalin gorinim ve serozal
hemoraji. Mesane liimeni agildiginda mukozal hemoraji de mevcuttu. B-CP+EA75Grubu: Mesane
lezyonlar1 ~ CP+EAS0 grubuna  benzerdi ancak  daha  hafif  gekillenmisti. C-
CP+Mesna+EA50Grubu::Mesna almayan oOnceki iki gruba kiyasla mesanedeki hemorajik ve
O0demat6z lezyonlar olduk¢a azalmigti. D-CP+Mesna+EA75Grubu:: Makroskobik olarak Kontrol ve
CP+Mesna gruplarina olduk¢a benzer goriiniimde mesane. Calisma gruplart igerisinde en iyi
makroskobik sonuglar bu grupta gézlendi.



Tablo 3. Calisma Gruplarindaki Histopatolojik Parametreler

36

Gruplar inflamasyon Odem Dejenerasyon Deskuamasyon Konjesyon Hemoraji
Kontrol | 0%0° 0+0° 0£0° 0+0° 0, 17+0, 167° 0+0°

CP 4, 33+0, 558" 5, 5+0, 224° 5, 17+0, 307 5, 170, 307° 3, 33%0, 333°) 540, 447°
Cp+M 1, 5+0, 719°" 2, 330, 494° 2, 330, 558" 10, 516%%° 2, 50, 224° 0+0°

Cp+50 3, 170, 307 4, 83+0, 477°) 2, 830, 477° 1, 5£0, 342° 4+(0° 4, 83+0, 477°
Cp+75 3,330, 715° 40, 258b, © 2, 83+0, 543" 2, 5+0, 5° 2, 83+0, 307*° 3, 5+0, 428°
Cp+M+50 | 1, 670, 422%° 30, 683%° 120, 258° 1, 33£0, 211°° 2,330, 211° 2, 3340, 76
Cp+M+75 |0, 670, 333°° 20, 683° 0, 5+0, 224° 0, 330, 211%° 1, 5+0, 224° 0, 33+0, 333°

Tiim degerler ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda istatistiksel farklilik vardir. P<0.05
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3.3. Histopatolojik Bulgular

Calisma gruplarina ait mesane orneklerinde degisen derecelerde konjesyon, ddem,

hemoraji, dejenerasyon, deskuamasyon ve inflamasyon gozlendi (Tablo 3).

Calismada tiim gruplarda gozlenen lezyonlarin 1s1ik mikroskobik goriiniimleri ayri
basliklar halinde grup kiyaslamalar1 yapilarak verilmis, bu veriler gruplari yansitacak

mikroskobik resimlerle de (Resim 5-7) desteklenmistir.

Konjesyon: Calismada konjesyon diizeyi CP ve CP+EAS50 grubunda Kontrol
grubuna gore anlamli olarak artmistir. Diger tiim gruplarda konjesyon diizeyi anlamli
olarak azalmis, CP+Mesna+EA75 grubunda ise en diisiik konjesyon diizeyi tespit

edilmistir.

Odem: Calismada CP’in mesanede Kontrol grubuna gore siddetli 6deme neden
oldugu goriilmektedir. CP+EAS50 grubunda uygulanan protokoliin CP’nin neden
oldugu 6demin 6nlenmesinde yetersiz oldugu izlenmistir. Diger yandan CP+Mesna,
CP+EAT5, CP+Mesna+EA50 ve CP+Mesna+EA75 gruplarinki protokoliin CP’nin

neden oldugu 6demin azaltilmasinda basarili oldugu izlenmistir.

Hemoraji: Calismada CP ve CP+EAS0 gruplarinda hemoraji diizeyinin diger tiim
gruplara gore anlamli olarak arttig1 izlenmistir. Olusan hemorajinin engellenmesinde

en iyi protokoliin CP+Mesna ve CP+Mesna+EA75 gruplarinda oldugu gorilmiistiir.

Inflamasyon: Calismada CP’in mesanede inflamasyonu anlamli olarak arttirdig1 ve
CP’in neden oldugu inflamasyonun azaltilmasinda CP+EAS50 ve CP+EA7S
gruplarindaki protokoliin yetersiz oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte CP+Mesna,
CP+Mesna+tEA50 ve CP+MesnatEA75 gruplarinda CP’nin  olusturdugu
inflamasyonun anlamli olarak azaldigi ve hatta CP+Mesna+EA75 grubunda Kontrol

grubu diizeyine diistiigli goriilmiistiir.



38

Dejenerasyon: CP’in Kontrol grubuna gore siddetli dejenerasyona neden oldugu
goriilmistiir. Olusan dejenerasyonun onlenmesinde diger tim deneme gruplarinda
uygulanan protokoller basarili olmus, ancak, en basarili sonuglarin CP+Mesna+EA50
ve CP+Mesna+EA75 gruplarina ait protokoller oldugu izlenmistir. Hatta bu iki
grupta dejenerasyon diizeyinin Kontrol grubu diizeyine cekildigi goriilmiistiir.

CP+Mesna grubunda epitel biitiinliigli korunmakla birlikte belirgin atipi izlenmistir.

Deskuamasyon: CP’nin Kontrol grubuna gore siddetli deskuamasyona neden oldugu
izlenmistir. CP sonucu olusan deskuamasyonun diger tiim deneme gruplarinda
anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir. Deskuamasyonun Onlenmesinde en basarili
sonuclarin CP+Mesna veCP+Mesna+EA75 gruplarina iliskin protokoller oldugu

izlenmistir. Bu gruplarda deskuamasyon diizeyi Kontrol grubu seviyesine inmistir.

PN

Sekil 5. CP, Kontrol ve CP+Mesna gruplarindaki ratlarda mesane histolojisi.

Sunulan resimler hematoksilen-eozin ile boyanmis olup, orijinal biyiitmeleri x4’tiir. A-Kontrol
Grubu: Normal mesane epiteli. B-CP Grubu: Mesanede siddetli konjesyon, hemoraji, 6dem, yangi,
dejenerasyon ve deskuamasyon. C-CP+Mesna Grubu: Hafif displazi sergileyen normal sinirlar
icerisindeki mesane.
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Sekil 6. CP+EA50, CP+EA75, CP+Mesna+EAS50 ve CP+Mesna+EA75 gruplarindaki ratlarda mesane
histolojisi.

Sunulan resimler hematoksilen-eozin ile boyanmis olup, orijinal biyiitmeleri x4’tiir. A-CP+EA50
Grubu: CP grubuna goére biraz daha hafif siddette konjesyon, hemoraji, 6dem, yangi, dejenerasyon ve
deskuamasyon. B-CP+EA75 Grubu: CP+EA50 grubuna gore biraz daha hafif siddette konjesyon,
hemoraji, 6dem, yangi, dejenerasyon ve deskuamasyon. C-CP+Mesna+EA50 Grubu: Epitel
biitiinligii korunmus, hafif konjesyone ve ddematéz mesane. D-CP+Mesna+EA75 Grubu: Kontrol
grubuna benzer histolojiye sahip mesane.
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Sekil 7. Kontrol, CP+Mesna ve CP+Mesna+EA75 gruplarindaki ratlarda mesane histolojisi.

Sunulan resimler hematoksilen-eozin ile boyanmis olup orijinal bilyiitmeleri x20’dir. A-Kontrol
Grubu: Normal mesane epiteli. B-CP+Mesna Grubu: Biitiinliigii korunmakla birlikte atipi sergileyen
mesane epiteli. C-CP+Mesna+EA75 Grubu: Hem biitinliigii korunmus hem de normal limitler
igerisindeki mesane epiteli.

3.4. Biyokimyasal Bulgular

Calismada kan numunelerinde TAS ve TOS degerleri incelenmis ve sonuglar Tablo
4’de sunulmustur. TAS degerleri Kontrol grubuna kiyasla CP ve CP+EA75
gruplarinda istatistiksel 6nemde azalmistir. CP+M, CP+EA50 ve CP+M-+EA50
gruplarinda TAS seviyesinin Kontrol grubu seviyesinde oldugu ve CP ve CP+EA75
gruplarma oranla onemli Ol¢lide arttig1 izlenmistir. CP+M+EA75 grubu TAS
seviyesinde istatistiksel 6nem arz etmeyen bir azalma goriilmustiir. Elde ettigimiz
TOS sonuglar incelendiginde, CP grubunda diger tiim calisma gruplarina oranla

TOS diizeyinin istatistiksel oranda artirdig1 izlenmistir.



Tablo 4. Calisma Gruplarindaki TAS ve TOS Diizeyleri.

TAS TOS
Kontrol 0, 69+0, 12° 8, 3240, 58°
Cp 0, 54+0, 03" 14, 43+4, 35°
CP+Mesna 0, 67+0, 09° 10, 061, 45°
CP+EA50 0, 67+0, 09° 10, 17+2, 52°
CP+EAT75 0, 52+0, 08" 8, 8242, 27°
CP+Mesna+EA50 0, 67+0, 07° 7,29+1, 31°
CP+Mesna+EA75 0, 59+0, 12%°P 8, 09+1, 46°

Tim degerler, ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Ayni slitunda farkli harflerle gosterilen gruplar

arasinda istatistiksel farklilik vardir. P<0.05.
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4. TARTISMA

Tedavisi olduk¢a zor olan HS, ¢ok sayida nedene bagli olarak gelisen bir
komplikasyon olup olusumunda ilk siray1 CP ve IF’in kullanildign kemoterapi
uygulamalar1 almaktadir (deVries ve Freiha, 1990). CP’in metoboliti olan akrolein’in
tirotelyuma iritan etkisinde (Cox, 1979) kismen ROT ve RNT tiirevleri de
sorumludur  (Halliwell, 1991). Hasar antioksidan savunma sistemlerinin
tilkketilmesine 1ilgilidir (Virdg ve ark., 2003). Tedavide rutin olarak Mesna (2-
merkaptoethan sodyum sulfonat) kullanilir ve iyi tolere edilen bu ajanin
kemoterapotik etkiyi azaltmadigr goriisii hakimdir (Soysal, 2004). Ancak, Mesnanin
baz1 klinik, makroskobik ve mikroskobik semptomlar1 gideremediginden (Gressier
ve ark., 1995) ve ayrica, bazi yan etkilerinin de mevcudiyetinden bahsedilmektedir.
Bu yan etkilerden bazilar1 deride alerjik reaksiyon, dermatozis ve hipersensitivitedir
(Khaw ve ark., 2007; Dorris ve ark., 2011; Lin ve Keefe 2012).

Gegmiste CP-iliskili HS’den korunma ve tedavi i¢in gesitli klasik segenekler
denenmis, ancak her hasta i¢in ayn1 oranda etki ve basar1 saglanamamistir (Ballen ve
ark., 1999). Giincel ¢alismalarda ise hem oksidan-antioksidan dengeyi koruma hem
de HS’e bagh gelisen semptomlar1 giderme yada en aza indirme (Vieira ve ark.,
2004; Keles ve ark., 2014) ve dolayisiyla da hastalarin bedensel ve ruhsal olarak

giinliik yasama uyumunu gili¢lendirme amag¢lanmaktadir.

Yapilan literatiir taramalarinda CP kaynakli HS’den koruma ve tedavide
EA’in kullanildigi herhangi bir aragtirmaya rastlanilmamistir. Bu nedenle
calismamizda, kuvvetli antioksidan ozellikleri birgok aragtirmada (Priyadarsini ve
ark., 2002; Seeram ve ark., 2005; Bakkalbasi ve ark., 2009) gosterilmis olan EA’in
ratlarda CP ile indiikklenmis HS’de koruyucu etkileri patolojik ve biyokimyasal
acidan incelenmistir. Boylece EA’in CP ile indiiklenen HS’de olusan semptomlari

onleyici/giderici etkilerinin gozlenebilecegi kontrollii bir diizenek insa edilmistir.
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Bu caligmada CP’in klinik uygulama dozu olan 150 mg/kg dozu benimsenmis
ve yine klinik uygulama siklig1 nedeniyle IP uygulama yolu tercih edilmistir.
Siklofosfamidin neden oldugu mesane hasarinina karst EA’in etkisini gorebilmek
i¢cin 3 kontrollii bir ¢alisma diizenegi olusturulmustur. Calismada Kontrol grubundaki
hayvanlara sadece GG yolla fizyolojik tuzlu su (Kontrol), CP Grubundaki hayvanlara
ise IP yolla sadece CP verilmistir (Negatif Kontrol). Calismada sadece fizyolojik
tuzlu su verilen Kontrol grubundaki ratlarin mesanelerinde herhangi bir makroskobik
ve mikroskobik bulguya rastlanmazken, sadece CP verilen ratlarin mesanelerindeki
hemorajinin hem makroskobik hem de mikroskobik olarak yiiksek diizeyde izlenmesi
olusturulan deney modelinin basarili oldugunu gostermistir. CP  grubunda,
hemorajiye ek olarak odem, deskuamasyon, inflamasyon, dejenerasyon ve
konjesyonda makroskobik ve mikroskobik olarak izlenmistir. Calismada CP’e kars1
Mesna’nin onleyici ya da tedavi edici etkisini gormek icin CP+Mesna grubu (Pozitif
Kontrol) olusturulmustur. Siklofosfamid iliskili HS’de Mesna uygulamasinin
kemoterapétik ajandan, 1P yolla 20 dk 6nce, oral yolla ise 60 dk énce verildiginde en
etkili protokol elde edildigi kabul edilmektedir (Brock ve ark., 1981). CP+Mesna
grubundaki ratlarin makroskobik mesane bulgularinin Kontrol grubuyla benzer
oldugu gozlenmistir. Histopatolojik incelemede Mesnanin CP’in neden oldugu
inflamasyon, 6dem, dejenerasyon, deskuamasyonun ve hemorajinin engellenmesinde
basarili oldugu, Ozellikle de inflamasyon, dejenerasyon ve deskuamasyon
seviyelerini Kontrol grubu seviyesine c¢ektigi goézlenmistir. Bu bulgular pozitif

kontroliinde basarisina isaret etmistir.

Afyonkarahisar ve yoresinde halk arasinda hemoroid ve gesitli yaralara kars1
kullanilan bogiirtlen kokii EA igerigi bakimindan zengindir. Epitel ve damarlar
tizerine pozitif etkileri bulunan EA’in (Cliffton ve ark., 1966; Ratnoff ve ark., 1993,;
Stintar ve ark., 2011) CP uygulamasia bagli gelisen semptomlar1 azaltabilecegi
ongoriisiiyle CP+EAS50 ve CP+EA75 gruplart olusturulmustur. Makroskobik
incelemelerde CP+EAS50 grubundaki ratlarin mesane duvar kalinhigi, serozal ve
mukozal yiizey ile liiminal hemorajik goriinimiin CP grubuna nazaran daha hafif
seyrettigi gozlenmistir. Mikroskobik incelemede CP-iligkili inflamasyon, konjesyon,

6dem ve hemorajiyi azaltmakta yetersiz kalan 50mg/kg EA, dejenerasyon ve
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deskuamasyon konusunda kismen basarili bulunmustur. Biiyiik oranda bu gruba
benzemekle birlikte CP+EA75 grubunda gozlenen makroskobik bulgularin daha
hafif seyrettigi izlenmistir. Mikroskobik incelemede inflamasyonun Onlenmesinde
yetersiz oldugu gozlenen 75mg/kg EA, konjesyon, d6dem ve dejenerasyonun

onlenmesinde basar1 kaydetmistir.

Yapilan bazi alternatif arastirmalarda, etken maddeler tek basmna ve ayrica
oncii akrolein hasarindan koruma gayesiyle Mesna ile kombine uygulanmis ve bu
uygulamalardan basarili sonuglar elde edildigi ifade edilmistir (Vieira ve ark., 2004).
Buradan yola ¢ikilarak c¢alismamizda CP+MesnatEA50 ve CP+Mesna+EA75
gruplart olusturulmustur. Calismamizda, Mesna+EA kombinasyonlarinda gozlenen
makroskobik ve mikroskobik mesane bulgularinin oldukga hafif oldugu, 75mg/kg
EA grubunda ise tatminkar seviyelere wulastigi izlenmistir. Dejenerasyon,
deskuamasyon, konjesyon ve hemorajiyi onlemede olduk¢a basarili olan bu son

grupta inflamasyon ve 6demin Kontrol grubu seviyelerine ¢ekildigi goriilmiistiir.

Kilic ve ark. (2016), CP iliskili HS modelinde, Ankaferd ve epinefrin
uygulamislar ve elde ettikleri sonuglar 1s181inda her iki ajaninda konjesyon ve ddemi
onlemede etkili oldugunu ortaya koymuslardir. Xu ve Malavé (2001), Berberin ile
yaptiklar1 CP iligkili HS modelinde etken maddenin artan dozlarinda mesane 6demi
ve hemorajiyi tamamen bloke ettiginden bahsetmislerdir. Santos ve ark. (2010)
Mandevilla velutina bitkisinin aktif igeriklerinin, CP-iligskili mesane hemorajisi ve
agirlik artisini inhibe ettigini ifade etmislerdir. Keles ve ark. (2014), Resvereatrol’iin
farkl1 dozlar1 ile yaptiklar1 calismada, etken maddenin konjesyon, &dem ve
hemorajiyi Onlemede etkin oldugunu, ancak, bu etkinin Mesna’ya gore zayif
kaldigin1 belirtmislerdir. Calismamizda CP ve diisiik doz EA uygulamalarinda
konjesyon, ddem ve hemorajinin artmis oldugu; yiiksek doz EA, Mesna ve Mesna-
EA kombinasyonlarinda ise bu lezyonlarin siddetlerinin diisiik oldugu izlenmistir. Bu
sonuglar konjesyon ve 6deme karst EA’in yiiksek dozlarda pozitif etkilerine isaret
etmektedir. Hatta yiiksek doz EA ile Mesna kombinasyonunda Kontrol grubu
seviyesinde sonuglar elde edilmesi konjesyon ve 6demi dnleme konusunda bu ikili

kombinasyonun basarisina isarettir. Ancak hemorajinin engellenmesinde Mesna ve
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Mesna-yiiksek doz EA’in sagladigi yiiksek basariya diger gruplarin erisemedigi

gorilmiistiir.

Santos ve ark. (2010), Mandevilla velutina bitki igeriklerinden biri olan
MV8608°’nin mesanede polimorf hiicre birikimini inhibe ettigini ortaya
koymusglardir. Hamsa ve Kuttan (2011) ise Ipomoea obscura bitkisinin
proinflamatuar sitokinler {izerinden antiinflamatuar etki gosterdigini ifade
etmislerdir. Boeira ve ark. (2011) CP’in indiikledigi HS modelinde Phyllanthus
niruri bitkisinin anti-inflamatuar sonug¢larindan bahsetmislerdir. Bizim ¢alismamizda
CP’in neden oldugu inflamasyonun azaltilmasinda EA’in etkisinin var oldugu, ancak,
Mesna kombinasyonlarina gore biraz daha zayif kaldig1 goriilmiistiir. Ayrica, CP-
Mesna-EA75 uygulamasinda inflamasyonun Kontrol grubu diizeyine diismesi,

Mesna ve yliksek doz EA kombinasyonunun daha etkili oldugunu gostermektedir.

Siklofosfamid iligkili HS modelinde Ankaferd ve epinefrin’in nekroz ve
iilserasyonu onlemede etkili oldugu ortaya konmus, epitel rejenerasyonunda ise
Ankaferd daha basarili bulunmustur (Kilic ve ark., 2016). Curcuma longa’nin bir
ekstraksiyon iirinii olan Curcumin’in, CP kaynaklt HS’de iiretelyal koruyucu
ozellikte oldugu belirlenmistir (Arafa, 2009). Calismamizda, CP’e bagh siddetli
dejenerasyonun onlenmesinde tiim deneme gruplar1 basarili olmustur. En fazla basari
CP-Mesna-EA50 ve CP-Mesna-EA75 uygulamalarinda gorilmiistir.
Deskuamasyonun 6nlenmesinde ise Mesna ve Mesna-EA75 kombinasyonundan en
fazla basar1 elde edilmistir. Bu sonuclar, CP-iligkili mesane epitel dejenerasyonunun
elimine edilmesinde EA’in tek basina kismen yetersiz kaldigimi ve Mesna ile
kombinasyonlarmin daha basarili olabilecegini gostermistir. Deskuamasyonun
onlenmesinde ise yiiksek doz EA’in Mesna ile kombine uygulanmasi daha basarili
kaydedilmistir. Sadece Mesna uygulanan gruptaki hayvanlarin mesane epitellerinin
dejenerasyon ve deskuamasyon gibi CP-iligkili patolojilerden korunmus oldugu,
ancak, epiteldeki histolojik goriiniimiin normal morfoloji disinda atipik seyrettigi

dikkate sayan bulunmus, konunun detaylica irdelenme gerekliligi ortaya ¢ikmuigtir.
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Hemorajik sistitise karst kullanilagelen Ankaferdin igerdiginde bulunan
Alpinia oppicinarrum (Matsuda ve ark., 2006), Vitis vinifera (Bagchi ve ark., 1999;
Zhao ve ark., 1999) ve Timus vulgaris’in antioksidan etki gosterdigi ve lipid
peroksidasyonunu engelledigi belirlenmistir (Lee ve ark., 2005). Curcuma longa’nin
bir ekstraksiyon iirlinii olan Curcumin’in CP kaynakli HS’de iiretelyal koruyucu
etkisiyle birlikte antioksidan 6zelliklerde sergiledigi ifade edilmistir (Arafa, 2009).
Boeira ve ark. (2011), CP’in indiikledigi HS modelinde Phyllanthus niruri bitkisinin
hidro-alkolik ekstresinden yiiksek anti-oksidatif ve anti-inflamatuar sonuglar elde
etmisler ve CP’nin toksik etkilerinin yani sira Mesna’nin yan etkilerine karst da bu
ekstreyi Onermislerdir. Calismamizda kan numunelerinde TAS ve TOS degerleri
incelenmis ve sonuglar Tablo 4’de sunulmustur. TAS degerleri Kontrol grubuna
kiyasla CP ve CP-EA7S5 gruplarinda istatistiksel 6nemde azalmistir. CP-Mesna, CP-
EA50 ve CP-Mesna-EAS0 gruplarinda TAS seviyesinin Kontrol grubu seviyesinde
oldugu ve CP ve CP+EA75 gruplarina oranla 6énemli dlgiide arttigi izlenmistir.
CP+Mesna+EAT75 grubu TAS seviyesinde istatistiksel 6nem arz etmeyen bir azalma
goriilmiistiir. Flde edilen bu sonucglar, CP, CP+EA75 ve CP+Mesna+EA75
gruplarindaki TAS diizeylerinin Kontrol, CP-Mesna, CP-EA50 ve CP-Mesna-EA50
kombinasyonlarina gore yetersiz oldugunu gostermektedir. Buna karsilik diisiik doz
EA’in hem CP ile birlikte uygulandiginda hem de CP-Mesna-EA kombinasyonunda
basarili bir antioksidan Ozellik sergiledigi gozlenmistir. TOS  sonuglari
incelendiginde, CP grubunda diger tiim ¢alisma gruplarina oranla TOS diizeyinin

istatistiksel oranda artmasi1 CP’in toksik etkisini dogrular niteliktedir.

Ellajik asitin, serbest radikal siipiiriicii ve lipid peroksidasyonunu onleyici
etkileri ortaya konmustur (lino ve ark., 2001). Khanduja ve ark. (1999), farelerde
yaptiklar1 bir calismada EA’in lipid peroksidasyonunu azaltma ve glutatyonu
arttirmada kuersetinden daha etkili oldugunu bulmuslardir. Pari ve Sivasankari
(2008), karacigerde Siklosporin ile indiiklenen oksidatif hasar1 6nlemede EA’in
Oonemli bir rol oynayabilecegini bildirmislerdir. Anilan bu c¢alismada, tiobarbitiirik
asit reaktif substans diizeyleri ve hidroperoksidlerin 6nemli derecede azalmasinin ve
enzimatik-nonenzimatik antioksidan diizeylerinin artmasimin koruyucu etkiden

sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Devipriya ve ark. (2007), ise alkole bagh
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olarak yiikselmis olan tiobarbitiirik asit reaktif substans ve NO diizeylerinin EA’in
etksiyle onemli derecede azaldigini ve hatta normale yakin diizeylere indigini
bildirmislerdir. Kaya ve ark. (2015), Piridin verilen erkek si¢anlarda kontrol grubuna
gore TAS seviyelerinde azalma, TOS seviyelerinde o6nemli oranda artma
gozlemlemisler ve EA’in Piridin tarafindan olusturulan oksidatif strese karsi
koruyucu etki gosterdiginden bahsetmislerdir. Rehman ve ark. (2012), ratlarda CP’in
neden oldugu renal oksidatif stres ve genotoksisiteye karst EA’in 6nemli bir rol

oynayabilecegini ileri stirmiislerdir.

Calismamizda TAS degerleri incelendiginde, Kontrol grubuna gore CP ve
CP+EA7S5 gruplarinda TAS seviyesinin istatistiksel onemde azaldig1 kaydedilmistir.
CP+M, CP+EAS50 ve CP+M+EA50 gruplarinda TAS seviyesinin Kontrol grubu
seviyesinde oldugu ve CP ve CP+EA75 gruplarina oranla onemli dlgiide arttig
izlenmektedir. CP+M+EAT75 grubunda ise TAS seviyesinde istatistiksel dnem arz
etmeyen bir azalma goriilmektedir. TAS seviyelerinden elde edilen sonuglar
incelendiginde CP uygulamasinin TAS seviyesini Onemli diizeyde azalttig1
goriilmektedir. Bu bulgu CP’in neden oldugu oksidatif stres tablosunu gosteren
caligmalarla paralellik arz etmektedir. Diger yandan pozitif Kontrol grubunu
olusturan Mesna, CP’in neden oldugu oksidatif hasar1 diizeltmis ve TAS degerini
Kontrol grubu seviyesine yiikseltmistir. Bununla birlikte EA verilen gruplar
incelendiginde CP’in neden oldugu TAS degerindeki azalmanin, hem tek basina 50
mg/kg EA uygulamasiyla hemde Mesna ile kombine edilen 50 mg/kg EA
uygulamasiyla oniine gecilmis ve bu gruplarda total antioksidan statii Kontrol grubu
seviyesine yiikselmistir. Ayrica, hem tek basina, hemde Mesna ile kombine edilen 75
mg/kg EA uygulamasinin CP nedeniyle azalan TAS seviyesini regiile etmede de

basarisiz oldugu izlenmistir.

Elde ettigimiz TOS sonuglar1 incelendiginde, CP grubunda diger tiim ¢alisma
gruplaria oranla TOS diizeyinin istatistiksel oranda artirdig1 izlenmistir. Bu bulgu,
CP uygulamasinin total oksidan statiiyli artirdigini ifade etmekte ve oksidatif stres
tablosunu ortaya koymakta olup diger yandan EA uygulanan gruplarda oksidan

tiretiminin baskilandigini gostermektedir.
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5. SONUC

Calismada EA’in 50mg/kg ve 75mg/kg dozlarinin tek basina uygulandigi gruplarda
CP grubuna gore mesane histopatolojisinin olduk¢a korunmus oldugu, ancak, bu
korunmanin Mesna ve EA+Mesna kombinasyonlarina gore daha zayif kaldigi, bu

sonuglarin TAS ve TOS sonuglari ile de uyumlu oldugu gozlenmistir.

Ellajik asitin 50mg/kg ve 75mg/kg dozlarinin Mesna ile kombine edildigi
gruplarda histopatolojik olarak CP kaynakli mesane hasarmni Onlemede basari
saglanmistir. Bu basarinin yiiksek dozda daha iyi oldugu goriilmistiir. Biyokimyasal
parametrelerden TAS ve TOS degerleri goz oniinde tutuldugunda EA’in disiik dozu
olan 50mg/kg’in hem tek basina hem de Mesna ile kombinayonunda basarili sonuglar

verdigi izlenmistir.

Siklofosfamid kaynakli hemorajik sistitisi onlemek {izere klinik olarak
kullanllan Mesna P uygulanmaktadir. Bu yolla yapilan uygulamalarda etken
maddenin emilim hizi ve miktar1 maksimum seviyelere ulasmaktadir. Calismamizda
uygulanan EA ve ideal ¢oziiciisii olan sodyum hidroksit IP uygulamaya uygun
olmayan maddelerdir. Bu baglamda zorunlu olarak tercih edilen GG uygulamanin
elde edilen basartyr bir miktar smirladigi; daha sonraki calismalarda EA’in IP
uygulanabilir formlarinin gelistirilmesiyle birlikte basarinin yiiksek seviyelere

cikabilecegi kanaatindeyiz.
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OZET

Ratlarda Siklofosfamid ile i'ndiiklenen Hemorajik Sistitisde EllajikAsitin Koruyucu
Etkilerinin Patolojik Olarak Incelenmesi

Siklofosfamid tiimor tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kematerapdtik ajandir.
Tedaviyi takiben olgularin ¢cogunda HS ve zaman zaman da mortalite goriilmektedir. CP’e
bagl yan etkileri 6nlemek icin Mesna kullanilir. Ancak, bu ajanin da bir takim yan etkileri
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, damar ve epitel koruyucu 6zellikleri ortaya konmus olan EA,
CP’in yan etkilerine kars1 alternatif bir tedavi olarak incelenmistir.

Calismada kullanilan hayvanlar (49 adet, erkek Sprague Dawley rat) 7 gruba
ayrilmistir. Kontrol grubuna GG yolla sadece fizyolojik tuzlu su verilmistir. CP grubu iP
yolla 150 mg/kg CP’e maruz birakilmistir. CP+Mesna grubu iP yolla 150 mg/kg CP ve
ayrica, CP’den 20 dakika once, CP’den 4 ve 8 saat sonra Mesna uygulamasina maruz
birakilmistir. Diger dort grup deney gruplart olarak ihdas edilmis ve asagidaki protokoller
uygulanmistir. CP+EAS50 ve CP+EA75 gruplarindaki hayvanlara IP yolla 150 mg/kg CP ve
CP’den 20 dakika once ve takip eden 4 ve 8’inci saatlerde sirastyla 50 mg/kg ve 75 mg/kg ii¢
doz EA verilmistir. Son iki deneme grubuna da bir 6nceki protokol uygulanmis, fakat sadece
ilk EA uygulamas1 Mesna ile degistirilmistir.

Mesna ve EA+Mesna kombinasyonlarina gore biraz daha zayif kalmakla birlikte
EA’in tek basia uygulandigi gruplarda CP grubuna gore mesane histopatolojisinin oldukca
korunmus oldugu gozlenmistir. Histopatolojik bulgularin TAS ve TOS sonuglari ile de
uyumlu oldugu izlenmistir. Elde edilen bu bulgular 1s1ginda EA’in HS’i 6nlemede
destekleyici bir ajan olabilecegi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ellajik asit, Hemorajik sistitis, Histopatoloji, Mesna, Rat,
Siklofosfamid
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SUMMARY

Pathologic Examination of the Protective Effects of Ellagic Acid on Cyclophosphamide-
Induced Hemorrhagic Cystitis in Rats.

Cyclophosphamide is a widely used chemotherapeutic agentin the treatment of tumors.
Following treatment, HS and occasional mortality are seen in the majority of cases. Mesna is
used to prevent side effects related to CP, but this agent also has some side effects. In this
study, EA, whose vascular and epithelial protective properties have been demonstrated, has
been investigated as an alternative treatment against side effects of CP.

The animals used in the study (49 male Sprague Dawley rats) were divided into 7
groups. Only physiological saline solution was administred to the control group via the GG
route. The CP group was exposed to 150mg/kg CP by IP route. The CP+Mesnha group was
exposed to 150mg/kg CP by IP route, and also a total of three Mesna administrations 20
minutes before CP, and 4 and 8 hours after CP. The other four groups were established as
experimental groups and the following protocols were applied. Animals in the CP+50 and
CP+75 groups were received to 150mg/kg CP by IP route at the beginning of the study and
also a total of three EA administrations, 20 minutes before CP, and 4 and 8 hours after CP
with 50 mg/kg and 75 mg/kg dose, respectively. For the last two experimental groups, the
previous protocol was applied, but only the first EA application was replaced with Mesna.

It was observed that bladder histopathology was highly conserved in the EA alone
groups compared to the CP group, while being slightly weaker than the Mesna and
EA+Mesna combinations. Histopathological findings were also consistent with TAS and
TOS results. These findings have led to the conclusion that EA may be a supporting agent in
the prevention of HS.

Key Words: Cyclophosphamide, Ellagic acid, Hemorrhagic cystitis, Histopathology, Mesna,
Rat.
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