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1. GIRIS

Giinlimiizde morbidite ve mortalite bakimindan 6énemli olarak bilinen bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar, tedavi ediciligi yanisira ciddi oranda
karaciger zedelenmesine de yol agmaktadir. Bunlardan en sik karsimiza ¢ikanlar ise
anti-kanser ilaglar, non-steroid antienflamatuvar ilaglar ve antibiyotiklerdir. Ilaglarin
yol agtig1 karaciger hasari viral hepatit, safra yolu tikaniklig1 veya diger karaciger
hastaliklarin1 taklit edebilir. Klinisyenler karaciger hastaligi olan her hastada
hepatotoksik ila¢ kullanimi ve hepatotoksinlere maruziyet konusunda (bitkisel
kokenli iiriinler de dahil olmak {izere) uyanik olmalidir. Baz1 vakalarda ikinci bir
ajanin birlikte kullanimi diger ilacin hepatotoksisitesini arttirir (izoniazid ve
rifampin, asetaminofen ve alkol gibi). Anti-kanser kemoterapide kullanilan bir ajan
olan 6-merkaptopiirin ise kolestatik reaksiyon, portal alanda enflamasyon, nekroz,

mikrovezikiiler yaglanma, peliosis hepatis yaparak hepatotoksisiteye yol agabilir (1).

Capparidacaeae familyasindan bir tiir olan kebere (capparis ovata) Akdeniz
ve Ege bolgesinde yaygin olarak yetismektedir. Capparis’in birgok tiirli olmakla
birlikte Tiirkiye’de en sik bulunan C. ovata ve C. spinosa’dir. Bunlarin tomurcuklari,
meyveleri ve kok kabuklart halk arasinda agri kesici, idrar soktiiriicii, yara
tyilestirici, hiicre yenileyici olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda capparisin
cesitli tlirlerinin antioksidan, lipid diisiiriicii, anti-hepatotoksik ve anti-enflamatuvar

etkileri gosterilmistir (2).

Biz bu calismayla Capparis ovata’nin hepatoprotektif ve antioksidan
Ozelliklerini arastirmak {izere 6-MP ile olusturulan deneysel hepatotoksisite

tizerindeki koruyucu etkinligini gdstermeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. ilaclar ve Karaciger Hasar

flag kullanimi karaciger hasarinin &nemli nedenlerindendir. Dokuzyiizden
fazla ilag, toksin ve bitkinin karaciger hasari yaptigi raporlanmistir. Ilaglar % 20-40
oraninda fulminan karaciger yetmezligi nedenidir. ilacin indiikledigi karaciger
hasari, ilacin kesilmesi i¢in en yaygin nedenlerdendir (3). Klinisyenler ilag¢ iliskili
karaciger hasari konusunda uyanik olmalidir. Kullanilan ilacin erken kesilmesi
karaciger hasarlanmasini azaltip hatta geri déniislii hale getirebilir. Ilacin indiikledigi
karaciger hasar1 asemptomatik karaciger enzim yiiksekliginden, fulminan karaciger
yetmezligine kadar degisen klinik sekillerde karsimiza ¢ikabilir (4). Amerika Birlesik
Devletleri’'nde yilda yaklasik 2000 akut karaciger yetmezligi vakasi bildirilmekte ve
bunun % 50 kadar ilag iliskili karaciger hasar1 nedeniyle olmaktadir. Bunlarin da %
39’u asetaminofen, % 13’1 diger ilaclara bagli idiosenkratik reaksiyonlar
nedeniyledir. Sarilik nedeniyle hastaneye yatan hastalarin % 2-5’inde, akut hepatit
nedeniyle yatanlarin ise % 10 kadarinda sebep ilag kullanimidir (5). Son birkag yil
icinde FDA tarafindan bromfenac (NSAII), troglitazone (antidiabetik), pemolin
(dikkat eksikligi, narkolepsi) hepatotoksisite yapmalari nedeniyle yasaklanmistir.

Propiltiyourasilin ise kullanimi belirgin 6l¢iide kisitlanmistir (6).

2.1.1. Qlacin Indiikledigi Karaciger Hastah@ (IIKH) Aqisindan Risk

Faktorleri

1.Etnik koken: Ispanyollarda ve siyahlarda izoniazid daha toksik etkiye
sahiptir.

2.Yas: Hepatik ilag reaksiyonlar1 cocuklarda nadirdir (7).

3.Clinsiyet: Disi cinsiyet.

4.Alkol alimi: Alkol kullanimi hepatoprotektif oldugu bilinen glutatyon
diizeyinde diismeye, ilag metabolizmasinda degisiklige neden olarak toksisitede

artisa neden olur (8).

5.Karaciger hastaligi: Genel anlamda kronik karaciger hastaligi olan

hastalar, ila¢ toksisitesine daha yatkindir seklinde bir kaide yoktur. Toplam sitokrom



P450 sayisinin azalmasina ragmen aktivitesi iyi olabilir. Karaciger hastaligina 6zgiin,
doz ayarlamasi yapilarak ilaglar kullanilabilir (9). Hepatit B veya C viriisi ile
koenfekte olan HIV’li hastalarda antiretroviral tedavi hepatotoksisite acisindan
artmis risk demektir. Benzer sekilde sirozu olan hastalar ilag nedeniyle dekompanze

olma riski tasirlar (10).

6.Genetik faktorler: P-450 enzim sistemindeki genetik farkliliklar
idiosenkratik ila¢ reaksiyonlari da dahil olmak iizere anormal ilag reaksiyonlarina

neden olurlar.

7. Diger eslik eden durumlar: AIDS’li hastalar, malniitrisyon, diyet

yapanlar, diisiik glutatyon rezervleri nedeniyle hepatotoksisiteye yatkindirlar.

8.1la¢ formiilasyonu: Uzun etkili ilaglar, kisa etkili ilaglardan daha fazla

hepatotoksisite yaparlar (10).

2.1.2. ilacin Indiikledigi Karaciger Hasarimin Patofizyolojisi ve

Mekanizmasi

1.Patofizyolojik =~ mekanizmalar:  Ilac  hepatotoksisitesiyle  ilgili
patofizyolojik mekanizmalar halen arastirilmaktadir. Asagida bazi mekanizmalar

siralanmuastir.

A. Hepatositlerin  parcalanmasi: Ilacin  hepatositlerde  intraselliiler
proteinlere kovalent bagla baglanmasi hiicre i¢i ATP miktarinda azalmaya buda aktin
fibrillerinde parcalanmaya neden olur. Parcalanmis aktin fibrilleri hepatosit
yilizeyinde birikip blep olusmasina ve hepatosit membraninda pargalanmaya neden

olur (11).

B. Transport proteinlerinde  bozulma: Ilag safra  kanalikiiler
membranindaki transport proteinlerini etkileyerek safra akisini durdurabilir. Villoz
proges kaybir ve multidrug rezistans (MDR) iligkili protein 3 gibi transport

pompasinin kaybi biliriibin ekskresyonuna engel olarak kolestaza neden olur.

C. Sitolitik T hiicresi aktivasyonu: ilacin P-450 enzimine kovalent bagla
baglanmasi enzimin immiinojen 6zellik kazanmasina, T hiicrelerinin aktiflesmesine

ve sitokin salinimina yol agarak ¢ok yonlii immiin yanita neden olur.



D. Hepatositlerde apopitozis olusumu: Fas reseptorii (FasR, CD95, Apo-1
ve TNF superfamily member 6 (TNFRSf6) olarak ta bilinir. ) tarafindan apopitozisin

indiiklenmesi programlanmis hiicre 6liimiine neden olur.

E. Mitokondriyal bozulma: ilac, nikotinamid adenin diniikleotid ve flavin
adenin diniikleotid sentezini engeller ve beta oksidasyon Onleyerek ATP sentezini

durdurur (11).

F. Safra kanah hasari: Toksik metabolitlerin safraya salinimi safra kanali

epitelinde hasarlanmaya neden olur (12).

2.1la¢ toksisite mekanizmalari: Klasik olarak ila¢ reaksiyonlar1 iki major
gruba ayrilir. Ilag karacigeri dogrudan veya immiin yamtta degisiklige neden olarak

etkiler (13).

A. Tahmin edilebilir (intrensek) ila¢c reaksiyonlari: Bu gruba giren
ilaglarin toksik etkileri geri dondiiriilebilir ve doza bagimlidir. Hasar ilacin kendisine
veya metabolitine bagli olarak gelisir. Asetaminofen ve karbontetrakloriir bu grubun

klasik ilaglaridir (14).

B. idiosenkratik ila¢ reaksiyonlari: Bu gruba giren ilag reaksiyonlari iki
sekilde karsimiza c¢ikar. Hipersensitivite-immiinoallerjik veya metabolik-
idiosenkratik olarak goriiliir (15,16). Hipersensitivite reaksiyonlar1 tipik olarak ates,
eozinofili, dokiintii ile karakterizedir ve 1-4 haftalik latent periyod sonrasinda gelisir.
Klasik 6rnek fenitoindir (17). Metabolik-idiosenkratik tip uygulanan ilacin metaboliti
nedeniyle gelisir. Intrensek hepatotoksisitenin aksine yanit orani degiskendir ve bir
hafta ile bir yil arasinda ortaya ¢ikar. Hastalarin azinda ortaya c¢ikar ve

hipersensitivite lehine hi¢ kanit yoktur. izoniazid toksisitesi bu gruba girer (18).
2.1.3. Ila¢ Metabolizmasi

Karaciger viicuda giren tiim ila¢ ve toksinlerin metabolize edildigi organdir.
Cogu ilag yagda ¢oziiniir (lipofilik) ve bu sayede hiicre membranindan kolaylikla
gecebilir. Ilaclar viicutta inaktivasyon ve kolay ekskresyon icin hidrofilik forma
doniistiiriiliirler. Ilag metabolizmas: iki fazda meydana gelir (19). Faz 1 ile ilag
hidroksilasyon ve oksidasyon sonucu polar bilesik haline doniisiir. Faz 2 reaksiyonu

karacigerde veya karaciger disinda meydana gelir. Ilaclar ¢dziinebilirligi artmis



konjuge iiriinlere doniisiir (asetat, aminoasit, siilfat, glutatyon, glukronidasyon) (20).
Siklikla yiiksek molekiil agirlikl ilaglar karacigerden, diisiik molekiil agirliklilar ise
bobrekten ekskresyona ugrar. Faz 1 reaksiyonlarni sitokrom P-450 enzimleri
katalizler. Bu reaksiyonlar sonucu olusan ara iiriinler oldukga reaktiftir ve karaciger
hasarindan siklikla bu iiriinler sorumludur. Sit.P-450 enzimleri karacigerde diiz
endoplazmik retikulumda lokalize hemoproteinlerdir. En az 50 ¢esit enzim
tanimlanmistir. Bunlar 10 kategoriye ayrilir, grup 1, 2, 3 ila¢ metabolizmasinda rol
oynar. Her P-450 enzimi pek ¢ok ilact metabolize eder. Spesifik P-450 enzimini
kullanan farkli ilaglar birbirleriyle yarigsmaya girer ve birbirlerinin metabolizmasini

Onlerler. Bazi ilaglar P-450 enzimlerini onler veya uyarir (21-23).
2.1.4. IiKH’nin Klinik ve Patolojik Ozellikleri

[IKH’na bagh klinik gosterge ve semptomlar altta yatan patolojik

hasarlanmanin sekline gore degisir.

Klinik 6zellikler: {IKH klinik olarak ¢ok farkli sekillerde karsimiza cikar.
Klinik asemptomatik karaciger enzim yliksekliginden fulminan karaciger
yetmezligine kadar degisir. Hepatoselliiler hasar kendini aminotransferaz yiiksekligi
dominant bulgu olacak sekilde gosterir (24). Kolestatik hasar ise alkalen fosfataz
yuksekligi (biliriibin yiiksekligiyle beraber veya degil) dominant bulgu olacak
sekilde ortaya c¢ikar.

Asemptomatik aminotransferaz yiiksekligi: Baz1 ilaglar ila¢ kullanimina
devam edilmesine ragmen ilerleme goOstermeden sadece asemptomatik
aminotransferaz yiiksekligi ile seyredebilir. Ornegin tacrine (Alzheimer) (25),
metildopa, fenitoin, INH, HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri, siilfonamidler,
salisilatlar, kinidin (26).

Akut hepatoselliller hasarla birlikte aminotransferaz yiiksekligi: ALT
normalin iki katt veya daha fazla yiliksek iken ALP normal veya normalin iist
simnirinda seyreder. AST yiiksekligi, ALT den daha fazla 6zellikle 2 kat kadar daha
fazlaysa alkolik hepatitten stiphelenilir. AST yiiksekligi ALT yiiksekliginden daha
azsa viral hepatitlerden stiphelenilmeli. Viral ve ilaca bagl hepatitlerde AST ve ALT
diizeyleri 7-14 giin i¢inde 1000 U/L’in altinda olmak iizere yiikselise gecer (27).



Aminotransferaz yiiksekligiyle beraber bilirubin yiiksekligi: Bu bulgu
subfulminan veya fulminan hepatiti akla getirmelidir. Hepatoselliiler hasarda
bilirlibin degisken olarak yiikselir ki biliriibin yiiksekligi prognozun kétii oldugunu
gosterir. Normalde total biliriibin seviyesi 1,1 mg/dL nin altindadir. Indirekt biliriibin

ise totalin yaklasik % 70’1 kadardir.

Yiiksek ALP seviyesi: Akut kolestatik zedelenmede olusur. Akut
intrahepatik kolestaz iki kategoriye ayrilir. Birincisi hepatoselliiler hasarlanma
olmadan kolestaz olmasi; tikanma sarilig1 veya salt kolestazda olur. Ikincisinde ise
cesitli derecelerde hepatosit hasartyla birlikte kolestaz mevcuttur. ALP yiiksekligi
siklikla hiperbiliriibinemiyle birliktedir. Hastaligin gelisimi 4-8 haftay1 bulur. Klinik

olarak cozinofili, ates, dokiintii eslik edebilir.

Patolojik bulgular: Klinik ve laboratuvar bulgularinin yaninda karacigerdeki

histolojik 6zelliklerine gore IIKH asagidaki gibi siniflandirilir:

1. Akut hepatoselliiler hasar: Akut karaciger hasari benekli nekrozdan
fulminan karaciger yetmezligine kadar degisen klinikle karsimiza ¢ikabilir. Benekli
nekroz klasik viral hepatitlere benzer ve tiim asiner zonlar tutulur. Hepatoselliiler
hasar eozinofili ile birlikte eozinofil infiltrasyonuna eslik eden balonlasmis nekroz
veya apoptozisden olusur (28). Bu tiir hasarlanmaya 6rnek INH, halotan,
fenilbutazon, indometazin, distilfiramdir. Submasif nekroz zon 1 (periportal) veya
zon 3’1 (santral nekroz) etkiler. Periportal degisiklikler asetominofen, halotan,
metoksifluran, mantar zehirlenmesinde goriilir. Masif nekroz submasif nekrozun

ilerlemis halidir ve fulminan karaciger yetmezligine ilerler (29).
2. Kronik hepatoselliiler hasar: {IKH ¢ok cesitli sekillerde goriiliir;

a. Pigment depolanmasi: Fenotiyazin, fenasetin, aminopirin kullanimi
sonrast hepatositlerde lipofusin pigmenti birikimi daha oOnce bildirilmistir.
Hemosiderin birikimi fazla demir alimi veya parenteral demir kullaniminda

goriilebilir (6).

b. Steatohepatit, fosfolipidozis: IIKH’da goriilen steatoz makro veya mikro
vezikiiller yaglanma seklindedir. Mikrovezikiiler yaglanma alkol, aspirin, valproik
asit, amiodaron, piroksikam, didanozin, sitavudin, nevirapin ve yiiksek doz

tetrasiklin  kullaniminda  goriilebilir  (6). Makrovezikiiler yaglanma alkol,



kortikosteroidler, metotreksat, minosiklin, nifedipin total parenteral nutrisyon
nedeniyle goriilebilir. Fosfolipidozis ilaglar tarfindan lizozomal fosfolipazin
inhibisyonu sonucu lizozomlarda fosfolipid birikimine baglidir (30). Sik karsilasilan
nedenleri arasinda amiodaron, perhexilin maleat, trimetoprim siilfometoksazol, total

parenteral niitrisyon sayilabilir (26).

c. Hepatik fibrozis ve siroz: Pek cok ila¢ hafif veya orta ciddiyette
kendiliginden diizelebilen ciddi fibrozisin eslik etmedigi karaciger hasar1 yapabilir.
Bazi ilaglar fibrozis, nodiiler rejenerasyon, siroz yapabilir. Fibrozis yapan ilaglara
ornek metotreksat, vinil klorid, hipervitaminoz A, eroin sayilabilir. Metotreksat,

INH, enalapril, valproik asit uzun siireli kullanimda siroza neden olabilir (31).

d. Akut kolestaz: Kolestaz, safra akimmin tikanmasina veya salinimininin
azalmasina baglanabilir. Histolojik olarak apoptotik hiicreler, kii¢iik nekroz odaklari,
daha az siklikla balonlagmis hiicreler ve zon 3 (santral nekroz) nekrozu goriiliir (32).
Safra hepatosit, kanalikiil stoplazmasinda, Kuppfer hiicrelerinde birikir. Anabolik
steroidler (metil testosteron, oksimetolon, fluoksimesterol), oral kontraseptifler
kolestatik reaksiyon yapabilirler. Kolestatik hepatit, kolestazla birlikte hepatoselliiler
hasar kanitinin birlikte olmasi durumudur. Kolestatik hepatit yapan ilaglara 6rnek,
eritromisin, azitromisin, siprofloksasin, ofloksasin, ranitidin, simetidin, fenitoin, altin

tuzlari, terbinafindir (33).

e. Kronik kolestaz: Histolojik olarak progresif duktopeni, safra kanal
yoklugu sendromuna bagli gelisen kronik portal enflamasyon ve safra bezi
dejenerasyonudur. Ilacin indiikledigi kolestaz siklikla ilacin viicuttan atilmasini
izleyen gilinlerde hizli bir sekilde iyilesir. Bununla birlikte baz1 hastalarda anormal
karaciger fonksiyon testi sonuclarinda devamlilik ve primer biliyer siroz benzeri
klinik tablo olusabilir. Klorpropamid, amoksisilin klavulonik asid, trimetoprim-

siilfometoksazol, karbamazepin, TPN intrahepatik kolestaz yapan ilaglardir (33).

f. Graniillomatoz hepatit: Bu tiir reaksiyonlar siklikla periportal veya portal
alanlarda nonkazeifiye epiteloid graniilomlarla karakterizedir. Hasar siklikla sekel
birakmaz ve gegicidir. Stilfonamidler, siilfoniliire, fenitoin, kinidin, hidralazin bu tiir
reaksiyona neden olan ilaglardir. Kabizlik tedavisinde uzun siire mineral yagi

kullanimi lipograniilom gelisimine neden olur.



g. Otoimmiin hepatit: Histolojik olarak plazma hiicreleri dominant olmak
tizere aktif nekro-enflamatuvar lezyonlarla karakterizedir. Kadinlar erkeklere nazaran
daha fazla etkilenirler. Otoimmiin hepatit yorgunluk, kilo kaybi, sarilik, asit, portal
hipertansiyon, hepatomegali, splenomegali ile kendini gdsterir. Anti-niikleer antikor,
anti-diizkas antikoru (ASMA), lupus eritematozus faktor ile birlikte yiiksek serum
gama globulin seviyesi mevcuttur. Metildopa, minosiklin, nitrofurontain,

dihidralazin, lizinopril ve trazadon bu tabloya neden olabilen ilaglardir.

h. Vaskiiler lezyonlar - venookliiziv hastalik: Bazi ilaglar karaciger
sintisleri, hepatik venler ve arterlerine zarar verebilir. Azotiyopiirin bobrek veya
kemik iligi nakli yapilan hastalarda, enflamatuvar bagirsak hastaligi nedeniyle uzun
siireli tedavi uygulananlarda venookliiziv hastalik yapabilir. Alkol, vitamin A
fazlalig, floksitiridin ve dakarbazin zon 3 nekrozuyla beraber veya degil venookliiziv
hastaliga neden olabilen diger ilaglardir (34,35). Bitkisel c¢ay preparatlar
(alkaloidler) akut asit, hizli kilo alimi, karin agrisi, hepatomegali yapabilirler. Bazen
fatal sonuglanabilir (36). Oral kontraseptifler ve anabolik steroidler fokal siniizoidal
dilatasyon yapabilirler (37). Her iki ilag peliozis hepatise de (ekstrasiniizoidal kanla
dolu lakiinler) neden olabilir (38).

i. Neoplastik lezyonlar: Oral kontraseptifler, steroidler fokal nodiiler

hiperplazi ve hepatoselliiler adenoma neden olabilir (39).
2.1.5. IliKH’da Tam

Tek ajan kullaniminda tan1 goreceli olarak daha kolaydir fakat birden fazla
ilag kullaniminda hangi ajanin ne sekilde hepatotoksisite yaptigini tespit etmek

oldukea giictiir. Bunun i¢in;

Oykii: Kullanilan ilacin dozu, kullanim siiresi, kullanim yolu, daha dnceki
kullanimlar, birlikte kullanilan ilaglar ya da bitkisel preparatlar sorgulanmalidir.
Idiosenkratik ila¢ reaksiyonlarmin latent periyodu oldukca degisken oldugu icin en
az son li¢ ay i¢inde kullanilan ilaglar sorgulanmali, diger karaciger hastaliklar1 ve
kolestaz dislanmalidir. ilact biraktiktan sonraki sekiz giin icinde serum
transaminazlarinda % 50’den fazla diisiis olmasi birden fazla ila¢ kullanan hastalarda

tantya yaklastirma agisindan onemlidir. Daha 6nceden gelisen ilag reaksiyonlarinin



listelenmesi de tanida degerlidir. Ayirict tanida aklimiza gelmesi gerekenler; akut
viral hepatitler, otoimmiin hepatitler, kolesistit, kolanjit, Budd-Chiari sendromu,
alkolik karaciger, kolestatik karaciger hastaliklari, maligniteler, Wilson hastaligi,

hemokromatozis, pihtilagsma bozukluklari (20).

Laboratuvar: Laboratuvar testleri tam kan sayimi, biyokimya, idrar analizi
seklinde olmalidir. Hepatoselliiler etkilenimde transaminaz yiiksekligi ALP
yiiksekligine gore daha belirgindir. Kolestazda ise durum tersinedir. Hepatit
serolojisi viral nedenleri dislamak acisindan degerlendirilmelidir. Otoimmiin
hepatitler acisindan ANA faydali olabilir. Pozitif ANA, ASMA taniya yardimci
olabilir fakat siklikla kafa karistiricidir ve bakilmasi Onerilmez. Bazi sit-P-450
enzimlerine 6zgiil antikorlarin saptanmasi ilacin tespiti agisindan faydali olabilir.
Omegin dihidralazin - Sit-P1A2, antikonviilzanlar-Sit-P3A1, halotan-Sit-P2E1’e
kars1 olusturdugu antikorlar tanida kullanilabilir (22).

Goriintiileme yontemleri: Bu yontemler tan1 konduktan sonra karacigere ait
nedenleri dislamak i¢in kullanilir. Ultrasonografi, Bilgisayarlt Tomografi, Manyetik

Rezonans Goriintiileme bu amagla kullanilabilir.

Karaciger Biyopsisi: Histopatolojik inceleme tani i¢in Onemli bir aragtir.
Normalde karaciger biyopsisi IIKH’da rutin degildir fakat diisiiniilen taniy:
desteklemek amacli yapilmasi taniy1 destekler (20).

2.1.6. iiKH’da Tedavi

Erken tan1 hepatik hasarlanmay1 azaltmada temel rol oynar. Hepatik
enzimlerin monitdrizasyonu  gereklidir. Ozellikle ALT yiiksekligi, AST
yiiksekliginden daha 6zgiildiir. ALT seviyesi normal araligin 2-3 katina ulagmigsa
yakin takip, 4-5 katina ulagmissa ilacin kesilmesi gerekir. IIKH nin spesifik bir
tedavisi yoktur. Destekleyici tedavi temeldir. Ilk adim ilact kesmektir. Ornegin
asetaminofen toksisitesinin erken doneminde N-Asetilsistein kullanimi, valproik asid
hepatotoksisitesinde ise L-karnitin kullanimi tanimlanmis spesifik tedavi
yontemlerindendir (40). Genellikle kortikosteroidler tedavide kullanilmaz. ilacin

indiikledigi kolestazin tedavisi primer biliyer sirozun tedavisine benzer. Kasint1 igin
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kolestiramin kullanilabilir. Ursodeoksikolik asid kullanim1 gerekebilir. Son agama bir

hepatolog goriisliniin alinmasidir (41).

Karaciger nakli karari: Hepatotoksik ajanlara 6zgilil antidot mevcut
degildir. Bu sebeple ilacin indiikledigi fulminan karaciger yetmezIligi olan hastada
karaciger naklini erken donemde diistinmek ve nakil hazirliklarina baglamak oldukga

hayat kurtarici bir yaklasimdir (42).

Prognoz: Hastanin klinik durumu ve karaciger hasarinin derecesine bagl
olarak oldukca degiskendir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 1998-2001 yillar
arasinda yapilan prospektif bir calismaya gore {IKH’dan sag kalim oram (karaciger
nakli yapilanlar da dahil) % 72 olarak bulunmustur (9). Akut karaciger yetmezliginin
sonuclar1 etyolojiye, ilacin uygulanmasindan ensefalopati gelisimine kadar gecen

stirenin uzunluguna ve eslik eden veya araya giren enfeksiyonlara baglidir (43).
2.2. Piirin Analoglar:

[k olarak 1942 yilinda Hitchings ve Elion dnciiliigiinii yaptiklar calismalarla
plrin baz analoglarinin anti-lo6semik ve immiinsiipresif 06zelliklerini ortaya
koymuslardir. Bu caligmalar piirin analoglarinin sadece malign hastaliklarda
(merkaptoplirin-tiyoguanin)  kullanilmaylp aym1 zamanda immiinsiipresyon
(azotiyopiirin) ve antiviral kemoterapide de (asiklovir, gansiklovir, vidarabin,
zidovudin) kullanilabilmesini saglamistir. Bir hipoksantin analogu olan allopiirinol
ksantin oksidazin potent bir inhibitoriidiir. Diger bir piirin analogu da, sacli hiicreli
l6seminin tedavisinde etkinligi ilk olarak gosterilmis olan pentostatin’dir
(deoksikoformisin). Fludarabin fosfat kronik lenfositik 16semi ve folikiiler
lenfomalarin standart tedavisinde kullanilirken pentostatin biiylik 6l¢iide yerini

adenosin analogu olan kladribine birakmustir.
2.2.1. Tiyopiirin Analoglarinin Yapisi ve Birbirleriyle iliskisi

Tiyopiirinler, merkaptoplirin, tioguanin (TGN) ve azatiopiirinden olusan bir
ila¢ grubudur. Tiopiirinler inaktif prodrug olup, sitotoksik olan TGN’ye metabolize
edilmesi  gerekir (44-45). Bu aktivasyon multiple enzim tarafindan

katalizlenmektedir. Ilk basamaktaki reaksiyon, hipoksantin guanin fosforibozil
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transferaz (HGPRT) tarafindan katalizlenmektedir. Alternatif olarak bu ilaglar,
ksantin oksidaz (XO) ile oksidasyonu veya tiyopiirin S-metil transferaz (TPMT) ile
metilasyonu sonucunda inaktive edilebilmektedir (46-47). TPMT, azatiopiirin,
merkaptoplirin ve tioguanin gibi tiopiirin ilaglarin S-metilasyonunu katalizlemesin-
den dolay1 bu ilaglart TGN formasyonundan kagirmaktadir.
TPMT
6-Merkaptopurin ->—— 6-MeMP (inaktif)
s

HGPRT

Tioguanin nukleotidleri
DNA yapisina katilmaktadir

Sekil 1. 6-MP metabolizmast

6-TG ve 6-MP hipoksantin guanin fosforibozil transferaz i¢cin miikemmel
substratlardir. Hizla tek basamakta riboniikleotidlere (6-tiyoinozin-5-monofosfat <T-
IMP> ve 6-tiyoguanozin-5-monofosfat <6-tiyoGMP>) donisiirler. Guanozin
monofosfati (GMP) guanozin di fosfata (GDP) ¢eviren guanilil kinaz i¢in T-IMP
zayif substrattir. Bu sebeple T-IMP hiicre i¢inde birikir. 6-MP ‘nin az bir kismi
tiyoguanin deoksiriboniikleotid formunda hiicresel DNA’nin yapisina katilir. T-IMP
de novo piirin sentezinin ilk basamagini inhibe eder. Ribozil 5 fosfat olusumu,
IMP’nin adenin ve guanin niikleotidlerine doniisiimii inhibe olur. Bunlardan en
onemlisi riboz 5 fosfatin PRPP’ye doniistiigli basamagin inhibisyonudur (piirin
niikleotid sentezinin ilk basamagi). 6-MP ve 6-TG ldsemilerin tedavisinde dogal
piirinler olan hipoksantin ve guanin analogu olarak kullanilan onaylanmis ilaglardir.
Malign ve normal hiicrelerde piirin halkasinda 6. karbondaki oksijen yerine siilfiir
gecerek piirin ntikleotidlerinin  yerini alir. 6-MP ve 6-TG’den olusan piirin
niikleotidleri de novo piirin sentezinin inhibisyonuna, bununla birlikte niikleik asit
yapiminin engellenmesine neden olurlar. Konsepsiyondan onceki 3 ay i¢inde babanin
6-MP kullanmas1 hamilelik iliskili komplikasyonlarda artisa neden olur (48). Bu
bilesikler oOzellikle poliadenilat iceren RNA ve DNA sentezinde gorevli farkli

enzimlerin inhibisyonuna neden olurlar.



TPMT

Metiltiopiirin

(inaktif)

enzimatik |
Azatiopiirin olmayan

= |

-g E.

=

6-Merkaptopiirin
(6-MP)
XO
HGFPET
6-tiofirik asit
{inaktif)

6-Tioinozin monofosfat
(6-'IIMP)

TPMT

6-metil
merkaptopiirin
nitkleotidlen
(6-MMPN)
faktif)

WDH

6-tioguanin
niikleotidlen
(6-TGN)
miyelotoksik
{aktify

Sekil 2. Tiyopiirinlerin metabolizmasi

2.2.2. De Novo Piirin Sentezi

12

Organizmada piirin ve pirimidin niikleotidleri genetik bilgi transferi diginda

cesitli fonksiyonlara sahiptir. Bunlarin baglicalarin1 6zetleyecek olursak:
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1. Nikleik asitlerin yapi tagi olmalar1 (DNA, RNA),
2. Enerji metabolizmasinda kritik molekiil olmalar1 (ATP, GTP),

3. Cesitli biyosentezlerde aktive edilmis metabolitlerin tasiyicist olmalari

(6rnegin niikleozid difosfat seker gibi, UDP-glukoz),
4. Bazi ko-enzimlerin yapisinda yer almalar1 (NAD+, FAD),
5. Regiilator molekiil olmalari (AMP),
6. Sinyal molekiilii olmalar1 (6zellikle cAMP).

Memeliler, piirin ve pirimidin niikleotidlerini, diisiik molekiil agirlikli 6ncii
bilesiklerinden, gerektigi kadar, yeni bastan (de novo) sentez edebilme yetenegine
sahiptir. Ayrica niikleotidleri, niikleik asitlerin enzimatik yikimlarndan elde edilen
veya diyet ile alinan niikleozidlerden veya piirin veya pirimidin bazlarindan da
sentezleyebilirler. Bu sekilde aslinda atik olan molekiiller yeniden kullanilmaktadir
("salvage" metabolik yolu). Hiicrelerde bulunan niikleik asitler (DNA, RNA) genelde
proteinler ile birlesmis niikleoprotein yapisinda bulunur. Piirin niikleotidlere ait yeni
bastan sentez reaksiyonlari, John Buchanan ve Robert Greenberg tarafindan ortaya

konulmustur.

Yeni bagtan piirin niikleotid sentezinde 5-fosforibozil- 1-pirofosfat (PRPP)
olusumu piirin niikleotidlerin sentezindeki ilk basamak olarak kabul edilir.
Reaksiyon bir mol ATP’nin AMP’ye doniistiigli fosforibozil pirofosfat sentetaz
(PRPP sentetaz) tarafindan katalizlenir. PRPP doniisiim reaksiyonu, piirin
niikleotidlerin de novo sentez reaksiyonlarinin kontroliinde olduk¢a 6nemlidir. Piirin
niikleotidlerinin de novo sentezinde olusan ilk niikleotid Inozin Monofosfat’tir
(IMP). Enzim IMP Sentazdir. IMP 2 basamak iizerinden guanozin monofosfata

dontstr.

Piirinleri ve onlarin niikleozidlerini yikimdan kurtarmak (Salvage-kurtarma
yollar1) icin iki mekanizma bulunmaktadir. Birincisi serbest piirin bazlarinin
fosforibozilasyonu olup reaksiyonlarda riboz fosfat vericisi olarak PRPP kullanilir.

Ikinci mekanizma ise piirin niikleozidlerin 5° gruplarinmn fosforilasyonudur.

1. Insan dokularinda piirin bazlarmin fosforibozilasyonunu saglayan 2 enzim

vardir. Enzimlerden bir tanesi, AMP iiretmek i¢in adenini, PRPP ile fosforibozile
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eden adeninfosforibozil transferaz’dir. Digeri de hipoksantin-guanin fosforibozil
transferaz olup hem hipoksantini hemde guanini PRPP ile fosforibozile eden

enzimdir. Reaksiyonda kullanilan substrata gére IMP veya GMP olusmaktadir.
2.2.3. Tiyopiirinlere Karsi1 Diren¢ Mekanizmasi

6-MP’ye kars1 gelisen en yaygin diren¢ mekanizmast HGPRT enzim
aktivitesinin az olmasi veya tamamen yoklugudur. Diger bir mekanizma l6semik
hastalarin hiicrelerinde alkalen fosfataz aktivitesinde artiy olmasidir. Diger
mekanizmalar azalmig ilag transportu, ribozilamin 5 fosfat sentazin allosterik
inhibisyonunda degisiklik, 6-MP tarafindan DNA’nin taninma bdlgelerinin

degismesi, multidrug rezistans proteini 5’in ekspresyonunun artmasidir.
2.3. Merkaptopiirinin Farmakokinetigi ve Toksisitesi

6-Merkaptoplirin, riboniikleotide doniistiiriilerek piirin sentezini inhibe eden
oral piirin analogudur. Merkaptopiirin oral kullaniminda ksantin oksidaz tarafindan
karacigerde ilk ge¢is eliminasyonuna ugradigi i¢in biyo-yararlanimi diistiktiir. Oral
biyo-yararlanim % 10-50 arasinda degisir. Yiyecek veya oral antibiyotiklerle birlikte
alindiginda emilimi daha da azalir. Oral doz alindiktan 1-2 saat sonra konsantrasyonu
pik yapar (48,49). Yarilanma 6mrii pediatrik hastalarda 21 dakika ve yetigkinlerde ise
47 dakikadir. Ancak yiiksek doz metotreksat ile birlikte alindiginda biyoyararlanimi
artar (50). Intravendz uygulamadan sonra ksantin oksidaz ve tiyopiirin s-metil
transferaz tarafindan elimine edildigi i¢in yar1 omrii géreceli olarak kisadir (yaklasik
50 dakika). Kan beyin bariyeri nedeniyle merkezi sinir sistemine gegisi oldukga

dustiktiir (51).

Son zamanlarda merkaptopiirin anabolizmasim1 katalizleyen HGPRT
enzimiyle ilgili iki yolak daha gosterilmistir. Birincisi siilfidril grubunun metilasyonu
ve daha sonrada oksidasyona ugramasidir. Tiyopiirin S-metil transferaz enziminin
miktarindaki degisiklikler otozomal kodominant kalitim gosterir (52). TPMT enzim
aktivitesi Kafkas kokenlilerde diisiiktiir buda ilacin toksisitesinde artis, relaps
olasiliginda ise diisme ile sonlanir (53). 6-MP uygulamasindan sonra viicutta 6-metil
MP miktar1 artar. 6-MP, azotiyopiirin uygulanan hastalarin kemik iligi, kan

hiicrelerinde 6-metil MP riboniikleotidlerinin monofosfat, difosfat, trifosfat niikleotid
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bilesenlerinin miktar1 artar. Bu metabolitler 6-MP’den daha az potenttirler. 6-MP’nin
bir diger metabolizma yolagi ise ksantin oksidaz tarafindan 6-tiyoiirik asite (inaktif
form) oksidasyonudur. Ksantin oksidaz inhibitérii olan allopiirinol kullaniminda 6-

MP diizeyi ytikselir.
2.3.1. 6-MP’nin Tedavide Kullanimi

6-MP’nin genel kullamim dozu 50-100 mg/m”/giin’diir. Beyaz kiire sayis,
trombosit sayisina gore doz degistirilebilir. Non hematolojik malignitesi olan
hastalarda total kemik iligi depresyonu yapict doz 45 mg/kg’dir. Aralik 18-100
mg/kg arasinda degisir. Tedavi sirasinda hiperiirisemi ve hiperiirikoziiri olusabilir.
Urik asit birikimi hiicrelerin yikim1 sonucu agiga ¢ikan piirin niikleotidlerinin ksantin
oksidaz tarafindan okside edilip dolasima gectiginin gostergesidir. Bu sekilde
niikleik asit prekiirsorii olan inozinik asit olusamaz. Bu durum karsisinda ksantin
oksidaz inhibitorii allopiirinol kullanim endikasyonu olusabilir. 6-MP ve onun
imidazol tiirevi azotiyopiirin allopiirinol ile birlikte kullanildiklar1 zaman piirin
analoglarinin katabolizmasi1 gecikir. 6-MP allopiirinol ile birlikte verilecekse dozu
normal dozun yaklasik % 25’1 kadar verilmelidir. Metotreksat ile 6-MP’nin birlikte
kullanimi1 (MTX piirin sentezini inhibe ettigi i¢in) sinerjistik etki yaratir (54,55).

2.3.2. 6-MP Hepatotoksisitesi

6-MP ksantin oksidaz ile inaktif formu olan 6-tiyotirikasite doniisiirken
reaktif oksijen tiirevleri (ROT) meydana gelir. Olusan ROT’larla hepatosit hiicre
membraninin lipid peroksidasyonu, mitokondriyal ATP sentezinin inhibe olmasiyla
mitokondri membraninin gegirgenligi artar ve sonug¢ olarak apoptozis ve hiicre
nekrozu tetiklenmis olur (56). Hepatositlerde rediikte glutatyon miktarinda, katalaz,
GSH-Px, hepatik TAK’ta diismeye, okside glutatyon ve MDA birikimine ayrica
karaciger TNF-a. ve caspaz -3 seviyesinde artisa neden olarak karacigerde
histopatolojik olarak daha onceleride gosterilmis hepatik siniizoidlerde dilatasyon ve
enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ile birlikte hemoraji, nekroz, peliosis hepatis,
venookluziv hastalik, nodiiler rejeneratif nekroz yapabilir. Hepatositlerde
enflamasyon bagdoku artis1, safra kanali proliferasyonu seklinde kendini gosterir.

Nekroz ise higroskopik ¢ekirdek, graniiler dejenerasyon bulgularyla kendini
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gosterebilir. Graniiler dejenerasyon apoptoz, piknotik ¢ekirdek ise apoptozun son
asamalarinin gostergesidir. Caspaz-3 enzimi apoptoz belirteci olarak kullanilan bir

belirtectir (57-59).
2.3.3. 6-MP’nin Kemik iligi Toksisitesi

6-MP genellikle doz bagimli ve geri doniisiimlii kemik iligi baskilanmasi
yapar. Bu yan etkisi folik asit antagonistlerinden daha belirgindir. Kemik iligindeki
normal hiicrelerde baskilanma meydana gelirse dozunda azaltma yapmak hizla
diizelmeye neden olur. 6-MP kullanan 16semik c¢ocuklardan alinan malign T4
lenfoblastlarinda metilmerkaptopiirin riboniikleozidlerinin (Me-MPR) piirin de novo
sentezini inhibe etmesinin yani sira, metiltiyoinozin monofosfatata (Me-tioIMP)
doniisiimii ~ sitotoksisiteden sorumlu bulunmustur. Piirin sentezinin de novo
inhibisyonu nedeniyle piirin niikleotidlerinde artis sonucu PRPP ve pirimidin
sentezinde artis oldugu saptanmis (60). 2010 yilinda Cin’de ALL tedavisi goren 133
cocukta yapilmis bir ¢aligmada ciddi graniilositopeni olgularin % 46’sinda goriilmiis
(61). TPMT aktivitesinin kemik iligi depresyonu i¢in risk faktérii oldugu, TPMT
aktivitesinin yoklugu veya orta derecede olmasmin kemik iligi toksisitesinde artis
yaptig1 pek ¢ok calismayla gosterilmistir (62,63). 1984 yilinda yapilan bir ¢alismada
disi ratlara sitotoksik busulfan, nitroziire, siklofosfamid, 5-florourasil, 6-MP,
metotreksat, vinblastin 2 ay siiresince uygulanmis ve sonra kemik iligi incelenmis.
Siklofosfamid, 5-florourasil, 6-MP, metotreksat, vinblastin ile kalic1 kemik iligi

zedelenmesi olmadig1 goriilmiistiir (64).
2.3.4. Diger Yan Etkiler

Anoreksi, bulanti, kusma yetigkinlerde % 25 oraninda goriiliir. Stomatit, ishal
nadir goriilen komplikasyonlardir. Hiper sensitivite reaksiyonlar1 (ates, dokiinti,
eozinofili, lenfadenopati, atipik lenfositozis) daha ender goriilen yan etkilerdir (65).
6-MP ve onun imidazol tiirevi azotiyopiirinin uzun siireli kullaniminda derinin yassi
hiicreli karsinomu ve firsat¢1 enfeksiyon gelisimi olusabilir (66). AML ve
enflamatuvar bagirsak hastaliklarinda ilk trimesterda kronik kullanimda teratojenik
yan etkiler (6zellikle de rombensefalon, telensefalon, trunkus kaudatus, kardiyak,

ekstremite tutulumlu anomaliler) gelisir (67,68).
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2.4. Serbest Radikaller

Atomun yapisini olusturan elektronlar, orbita adi verilen yoriingede ¢iftler
halinde bulunurlar. Az sayida molekiilde ise elektronlar ¢iftler halinde olmayip tek
olarak bulunurlar. Eksik elektronlu bu molekiiller karsilagtiklar1 herhangi bir molekiil
ile asir1 sekilde reaksiyona girmeye egilimli olup diger molekiillerle elektron
alisverisinde bulunurlar. Iste diger molekiillerle kolayca elektron alisverisi yaparak
onlarin yapisini bozan bu molekiillere radikal, serbest radikal veya oksidan
molekiiller denilir. Tek olan bu elektron yapilar1 genellikle iist kisma yazilan bir

nokta (O") veya ¢izgi (O ) ile gosterilir (69,70).

Biyolojik sistemlerde en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusanlardir.
Molekiiler oksijenin (O;), iki tane eslenmemis elektronu bulundugundan dolay1
kendisi ayni zamanda bir radikaldir. Oksijenin bu 0&zelligi onun diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Organizmada oksijenin kismi
rediiksiyonuyla, c¢ok sayida ve yiiksek derecede reaktif {iriinler (ROT) olusur.

Oksijen, hiicre i¢inde ¢esitli reaksiyonlardan sonra en son H,O’ya indirgenir (71).

Radikaller Radikal Olmayanlar

Hidroksil (HO") Hidrojen peroksit (H20»)
Alkoksil (RO%) Singlet oksijen ('0,)
Peroksil (ROO") Ozon (05)
Stiperoksit (O3 ) Hipoklorid asit (HOCI)
Nitrik oksit  (NO") Lipid hidroperoksit ~ (LOOH)
Azot dioksit  (NO»") Peroksinitrit (ONOO")

Sekil 3. Reaktif oksijen tiirevleri
2.4.1. Siiperoksit Radikali (O;")

Stiperoksit radikali, tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu meydana gelir (72).

02 +e > Oz_

Stiperoksit, serbest radikal olmakla beraber kendisi ¢ok zararli degildir. Asil

onemi H,O; kaynagi ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (73).
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2.4.2. Hidrojen Peroksit
Hidrojen peroksit, O,’nin enzimatik olarak iki elektron almasi ya da O;’lerin
enzimatik/nonenzimatik dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur (69).
20,” +2H" - H,0 + 05
Yapisinda paylagilmamis elektron icermediginden radikal 6zelligi tasimaz,
reaktif bir tiir degildir.

2.4.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH-) hemen biitiin biyomolekiillerle reaksiyona girebilen
serbest radikaller i¢inde en kuvvetli oksidan olan radikaldir. Suyun iyonize

radyasyona maruz kalmast ile olusur (69,73,74)
H,O — H. + OH.

Hidroksi radikalleri, fenton reaksiyonu ile H,O,'nin Fe™ ve diger gegis
elementleri varliginda (Cu, Mn, Zn, Cr, Co, Ni, Mo) indirgenmesiyle, H,O, nin O,

radikali ile reaksiyona girmesiyle de (Haber-Weis reaksiyonu) olusmaktadir (75).
O, +Fe” > 0, +Fe"”
Fe™ + H,0, — Fe™ + OH + OH™ (Fenton reaksiyonu)

H,0, + O, - OH + O, + OH™ (Haber-Weis reaksiyonu)
2.4.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen (10;), ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Doymus yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek
peroksi radikalini (ROO") meydana getirir ve lipid peroksidasyonu’nu (LPO)
baslatabilir.

2.4.5. Serbest Oksijen Radikal Kaynaklar

Organizmada serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan ({iriini
olarak, hem de radyasyon, ilaglar ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisi ile

endojen ve eksojen kaynaklardan olusabilmektedir.
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Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar
Mitokondriler (solunum zinciri) Radyasyon

Hiicre zar1 (prostoglandin sentezi) [laglar

Sitokrom P-450 Sigara, alkol, uyusturucu
Aktive lokositler (fagositoz) Metal iyonlar1

Mikrozomal elektron tagima zinciri
Oksidan enzimler

Sekil 4. Serbest oksijen radikalleri kaynaklar
2.4.6. Organizmada Serbest Radikal Reaksiyonlarim1 Artiran Faktorler
Eksojen ve endojen faktorlerle ROT olusumu artabilir (76).
2.4.7. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi

tiim 6nemli bilesiklerini etkilerler (77).
2.4.7.1. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkileri

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesinin asacak oranlarda
olustuklari zaman organizmanin ¢esitli yapilarinda bozukluklara yol agarlar.
Biyomolekiillerden en hassas olami lipidlerdir (78). Lipid peroksidasyonu c¢oklu
doymamus yag asitleri’nin (PUFA) oksidan maddeler etkisiyle alkol, aldehit, hidroksi
asit, etan ve pentan gibi ¢esitli iiriinlere yikilmasin1 kapsayan reaksiyonlar dizisidir.
Peroksidasyon ROT un PUFA’nin yan zincirdeki metilenik karbonlardan hidrojen
atomunu c¢ikarmak icin yaptiklar1 atak ile baslar. Hidrojen atomunun zincirden
cikarilmasi, karbon atomu ilizerinde eslesmemis bir elektron birakarak karbon
merkezli radikal olusumuna yol acar. Bu radikal molekiiler diizenleme ile konjuge
dien sekline ¢evrildikten sonra molekiiler oksijenle reaksiyona girerek ROO™ radikali
olusur. Bu ROO™ radikali diger ROO™ radikali ile birlesebilir ya da membran
proteinleri ile etkilesebilir. En 6nemlisi ROO™ radikalinin membrandaki diger yag
asitlerinden hidrojen atomlarini ¢ikarmasi ve peroksidatif zincir reaksiyonunu
yaymalaridir. Boylece her defasinda lipid hidroperoksitler (LOOH) ve yeni bir ROO™

radikali olusacaktir. Peroksidasyon bir kere basladiktan sonra yayilabilmekte,
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ylizlerce yag asiti zincirlert LOOH’lere ¢evrilebilmektedir. Bu sekilde yag asitlerinin

kaybi membran hasarina yol agmaktadir (78).

Uc veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu
malondialdehit (MDA) iiretimi ile sonuglanir. Malondialdehit LPO’nun derecesinin
saptanmasinda kullanilan bir belirtectir (79). Lipid LOOH ve lipid ROO™ radikalleri
hiicrenin bir¢ok komponenti ile reaksiyona girer. Malondialdehit, membran
komponentlerinin polimerizasyonuna ve capraz baglanmalarina neden olarak i¢
membranin  baz1  Ozelliklerini  degistirir.  Ayrica  diffiize  olabildiginden
deoksiriboniikleik asit’in (DNA) nitrojen baglar1 ile reaksiyona girebilir.
Malondialdehit bu 6zelliklerinden dolay1r mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir
bilesiktir (80). Membrandaki PUFA ve protein iceriginin fazla olmasi
peroksidasyonun yayilmasini artiran faktorlerdir. Bunun yaninda kolesteroliin varligi
peroksidasyonu baskilamaktadir. Demir ve bakir iyonlart ya da bu iyonlarin fosfat
esterleriyle olusturdugu basit selatlar (Fe™>-ADP) hem, Hb ve miyoglobini de igeren
bazi demir proteinleri lipid LOOH’mn yapisim1 bozarak peroksidasyonu
sonlandirilmaktadir. Ayrica C ve E vitamini gibi zincir reaksiyonlarin1 durduran,

kiran antioksidanlarin varligi da peroksidasyonun sonlandirilmasinda énemlidirler.

(81).
2.4.7.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikal etkisine PUFA’dan daha az hassastirlar ve baslayan
zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme ihtimali daha azdir. Doymamis bag ve siilfiir
ihtiva eden molekiillerin ROT ile reaktivitesi yiliksek oldugundan triptofan, tirozin,
fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Serbest radikallerin neden oldugu hasar sonucu

proteinlerde parcalanma, ¢apraz baglanma ve agregasyon olusur (74).
2.4.7.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Glikoz ve mannoz gibi monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,O»,
peroksitler ve okzalaldehitler olusabilir. Okzalaldehitler DNA, riboniikleik asit ve
proteinlere baglanarak antimitotik etki gostererek kanser ve yaslanma olaylarinda rol

oynarlar (76).
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2.4.7.4. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Serbest oksijen radikallerinin niikleik asitler ve DNA {izerine etkisiyle, DNA
zincirinde kopmalar, bazlarda ve deoksiribozlarda kirilmalar ve hasar olusur. Sonucta

sitotoksisite, mutasyon ve malign degisim potansiyeli olusabilir.
2.4.8. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere organizmada
antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan cesitli
savunma mekanizmalar1 gelismistir. Saglikli bireylerde olusan ROT ile antioksidan
savunma sistemi arasinda bir denge s6z konusudur. Antioksidanlar genel olarak

endojen ve eksojen olmak tizere iki grupta incelenir.
2.4.8.1. Endojen Antioksidanlar

a.Enzimatik antioksidanlar (mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, SOD,

CAT, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S transferaz, glutatyon rediiktaz).

b.Enzimatik olmayan antioksidanlar (vitamin E, B karoten, vitamin C,
melatonin, sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, miyoglobulin, albumin,

bilirubin ve glutatyon).
2.4.8.1.1. Enzimatik Antioksidanlar
2.4.8.1.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit genel olarak, zincirleme radikalik tepkimeleri baglatir ve
tepkimeler boyunca hidroksil radikali, O, ve organik radikallerin olusumuna neden
olur. Radikalik zincir tepkimelerinin baslamasi ve tepkimeler boyunca O, en ¢ok
daha reaktif ve toksik etkili radikallerin yapimi SOD tarafindan engellenir. Serbest
radikallere kars1 organizmada ilk savunma SOD enzimiyle gerceklesir. SOD, CAT

ve GSH-Px’den farkli olarak serbest radikali substrat olarak kullanir.

O,y +0, + 2H+ &) H,O, + O,
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Stiperoksit dismutaz ile katalizlenen tepkimenin {iriinii olan H,O; ise CAT ile

H,0O’ya indirgenmektedir.
2.4.8.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rediiktaz)

Rediikte glutatyon (GSH)’un yiiksek konsantrasyonlari ve okside glutatyonun
(GSSG) diistik diizeyleri organizmanin yasami igin gereklidir. Rediikte glutatyon,
protein siilthidrillerinin oksidasyonunu geriye cevirir. Yiiksek GSSG diizeyleri
protein siilfhidrilleriyle reaksiyona girer ve proteinleri inaktive eden karisik GSH-
protein siilfhidrilleri olusturur. Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi
icin oksitlenmis GSH’in tekrar indirgenmis sekle doniismesi gerekir. Glutatyon
rediiktaz, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) varliginda indirgenme

reaksiyonunu katalizler.

GSH Rediiktaz

GSSG + NADPH+ + H+ — > 2GSH + NADP+

NADPH/NADP+ ve GSH/GSSG oranlarindaki degisiklikler akut prooksidan

stres ile antioksidan savunma arasindaki dengesizligin belirtisidir.
2.4.8.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Tetramerik
yapidadir. Dort selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Tepkime sonucunda
okside glutatyon (GSSG) olusmaktadir. Enzim aktivitesinin %60-75’1 hiicrelerin
sitoplazmasinda, %25-40’1 ise mitokondridedir. Enzim aktivitesi eritrositler ve
hepatositlerde ¢ok yiiksektir. Intraselliiler lipidleri peroksidasyondan koruyan en
onemli enzimdir. Ayrica hiicre membraninda olusan lipid peroksidasyonunda da
etkilidir. ROT maruziyeti sonrast membranda fosfolipid hidroperoksitler olusur ve
bunlar1 alkole indirgeyerek membran biitiinliigiinii korur. Bu enzime de fosfolipid

hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Py) ad1 verilir (82,83).

H,0, + 2GSH

GSSG + H,O

ROOH + 2GSH GSSG + ROH + H,0
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Tepkime sonucunda olusan okside glutatyon, glutatyon rediiktazin (GSSG-R) etkisi ile tekrar

glutatyona doniisiir.

GSSG + NADPH-+H GSSH-R 2GSH + NADP*

2.4.8.1.5. Katalaz

Katalaz tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunur. Hidrojen
peroksidin O, ve H>O’ya indirgenmesini katalizler. Dort adet hem grubu igeren
hemoproteindir. Eritrositler katalaz enzimini yiiksek miktarlarda bulundurmaktadir.
Katalaz enzimi antioksidan etkinligin %98’inden fazlasin karsilamaktadir. Hidrojen
peroksidi suya ve oksijene indirger. Katalaz enzimi 2 ana mekanizma kullanir:
Birincisi oksidatif stresin diisitk oldugu donemlerde peroksidatik reaksiyon, ikincisi

ise oksidatif stresin yliksek oldugu donemlerde katalitik reaksiyondur (84).

Peroksidatif mekanizma;

10, + AH, 0+ A

Katalitik mekanizma;

2.4.8.2. Enzimatik Olmayan Endojen Antioksidanlar

C vitamini (askorbik asit), E vitamini (a-tokoferol) , B karoten, melatonin,

glutatyon

2.4.8.2.1. Diger Enzimatik Olmayan Endojen Ajanlar

Bazi durumlarda {irik asit, sistin, albumin, bilurubin, seruloplazmin,
transferin, laktoferrin, kreatinin ve Ostrojenler de serbest radikallere kars1 koruyucu

rol oynarlar (79).
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2.4.9. Eksojen Antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol), NADPH oksidaz
inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler), kalsiyum kanal blokerleri (verapamil,
nifedipin), non-steroid antienflamatuvar ilaglar (ibuprofen), demir tutucular
(desferroksamin, EDTA), rekombinant SOD (r-SOD), nétrofil adezyon inhibitorleri,

Asetil sistein, mannitol, melatonin
2.5. Capparis Ovata

Kapari, Capparidaceae familyasinin en genis iki genusundan biri olup, diinya
tizerinde 350 tiir ile temsil edilmektedir. Tiirkiye’de Capparis ovata ve spinosa
tiirleri bulunmaktadir. Arkeolog Kriigerin arastirmasina gore, 7800 yildan beri bu
bitki bilinmektedir. Aristo ve Hipokrat zamanlarinda da (M.O. 384- 322, M.O. 400),
bu bitkiden s6z edilmektedir. Antik Misir ve Araplarda bobrek, karaciger, mide, dis
ve bas agrist i¢in kullanildig1 bilinmektedir. Yine antik donemde Romalilar paralizi,
konviilziiyon tedavisinde kullanmistir. Yine antik misir ve Yunanlilar menstruasyonu
artirmak i¢in kullanmislardir (86-88). Hawai’de (C.cordofilia) bitkinin tamami kirik
kemiklerin tedavisinde kullanilmaktadir (89).

Kaparinin icerigi:

100 gr. kuru maddede protein 21 g., yag 1.6 g., Kalsiyum 123 mg., Fe 6.8
mg., Beta karoten 165 mcg, Vitamin B1 0.02 mg., Vitamin B2 0.03 mg., Niasin 8.8
mg., Vitamin C 5 mg., enerji 341 kcal; 100 gr pisirilmis maddede; Protein 5.4 g., yag
0.2 g., kalsiyum 33 mg., Fe 2.8 mg., Beta karoten 25 mcg., Vitamin B1 0.01 mg.,
enerji 92 kcal bulunmaktadir. islenmis kaparinin 100 graminda ise Protein % 29.3,
Yag % 0.7, Fiber % 2.7, Nisasta % 39.5, Sukroz % 4.3, D-glukoz % 0.2, D-fruktoz
% 0.7, Amino asit (g [16g N ™), Aspartik asit 7.7 g, Threonin 1.7 g, Serin 2.3 g,
Glutamik asit 9.0 g. Prolin 6.5 g, Glisin 3.5 g, Alanin 3.2 g, Valin 4.5 g, Sistein 1.3
g., Methionin 1.8 g, 1zoldsin 2.9 g, Losin 7.0 g, Tirozin 2.3 g, Histidin 1.3 g,. Lizin
1.5 g., Arginine 15.1 g., Cinko 4.2 mg bulunmaktadir (90).
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Kaparinin etkileri:

Halk arasinda analjezik, diiiretik, yara iyilestirici ve hiicre yenileyici olarak
kullanilan kapari bitkisinin tomurcuk ve yapraklar1 da ila¢ ve kozmetik sanayisinde

kullanilmaktadir (91).
Antioksidan etkileri;

Kaparinin tomurcuklarinda lipid, alkaloid, glucocapperin gibi glukozinolatlar
ve antioksidan 6zelligi bulunan flavonoid ve diger polifenoller bulunur. Rutin ise en
stk rastlanan flavonoiddir. Ayrica yapilan c¢aligmalarda metanolik ekstraktlarin da
antioksidan ozellikleri gosterilmistir (92). Kaparinin tomurcuklarinda benzil alkol (%
20.4), furfural (% 7.4), ethanal metil pentil acetal (% 5.9), 4-vinil guaiacol (% 5.3),
thymol (% 5.1), octanoic acid (% 4.8) ve metil isothiocyanate (% 4.5) bulunurken,
yapraklarinda ise metil isothiocyanate (% 20.0), thymol (% 15.5), 4-vinyl guaiacol
(% 4.3), hexyl acetate (% 3.6) ve trans-theaspirane (% 2.6) bulunmaktadir. Yapilan
calismalarda kapari ekstrelerinin hidrojen donérii olarak gorev yaptigi, lipid
radikallerle reaksiyon vererek antioksidan Ozellik gosterdigi kanitlanmistir. Ayrica
metanolik ekstraktin demir oto-oksidasyonunu artirarak ferr6z demiri ferrik hale
donustiirerek hidroksil radikal olusumunu inhibe ettigi, Capparis spinosa nin
antioksidan o6zelliginin de benzer olarak igerdigi fenollere bagli oldugu ve

glukozinolatlarin diglanmasi ile antioksidan etkinin devam ettigi gosterilmistir (93).

Bazi bitkilerdeki (¢ay, fasiilye, karanfil tohumu, kekik) esansiyal yaglarin
antioksidan ozellikleri bilinmektedir. Yaglarin antioksidan 6zelliginin ise fenolik
igeriginden  kaynaklandigr  kanitlanmistir.  Capparis  ovata’nin  antioksidan
ozelligininde guaiacol, 4-vinyl guaiacol, thymol ve vanillin gibi fenol iceriginden

kaynaklandig1 sdylenebilir (94,95).
Kan sekeri iizerine etkileri;

Alloxan (2,4,5,6-tetraoxypyrimidine; 2,4,5,6-pyrimidinetetrone) oksitlenmis
pirimidin analogudur ve pankreas beta hiicrelerinin insiilin yapimini inhibe eder.
Alloxan ile indiiklenerek diabet olusturulan ratlarin bir kismina insiilin bir kismina
Capparis decidua ekstraktlar1 verilerek yapilan bir ¢alismada C. decidua verilen
grubun kan sekerinde anlamli diisiikliik olmas ile birlikte kronik diabet zemininde

gelisen oksidatif stresin de azaldigi gosterilmistir (96). Benzer olarak streptozosin
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verilerek diabet olusturulan ratlara rutin (100 mg/kg’dan 45 giin siiresince)
uygulandiginda aglik plazma kan sekerinde diisme, plazma insiilin diizeyinde artma,
lipid peroksidasyon iiriinlerinde azalma ile birlikte enzimatik ve non-enzimatik

antioksidan diizeylerinde artig oldugu gosterilmistir (97).

Hipoglisemik etkileri ile ilgili olarak yapilan baska bir calismada
streptozosin ile diabet olusturulan ratlara 14 giin stire ile 20 mg/kg dozunda C.
spinosa verilerek, bazal insiilin degerlerinde degisiklik olmaksizin kan sekerinin
normale dondiigii gozlenmistir (98). Yeni yapilmis bir ¢alismada C.moonii nin
meyvelerinin hidro-alkolik ekstraktlarinin 2 ¢esit gallotannins (chebulinik asit ve
deriveleri) igerdigi ve bunlarin glukozun hiicre i¢ine alimini arttirdig1 bunu belirgin
bir sekilde insiilin reseptor (IR ve IRS-1) fosforilasyonu, GLUT4 gen ekspresyonu
yaparak sagladig1 gosterilmistir (99).

Antikonviilsan ve sedatif etkileri;

Son yillarda yapilan bir baska calismada C. desiduanin alkolik

ekstraktlarinin antikonviilsan ve sedatif etkilerinin oldugu bildirilmistir (100).
Antiaterosklerotik etkileri;

Yue-lan ve arkadaslar1 C. spinosa nin oksidatif stres lizerine negatif etkilerini
ROT olusumunu azaltarak yaptigini ve bu etkisini sistemik skleroz hastalarinda
dermal fibroblastlar1 etkileyerek hastalik ilerlemesini yavaglattigini bildirmislerdir
(101). Bir ¢alismada C. desidua meyvelerinin antioksidan 6zelligi nedeniyle anti-
aterosklerotik oldugu ve aterom plagi olusumunu 6nledigi bildirilmistir (102). C.
spinosa nin etanolik ekstraktlarinin fibroblast proliferasyonu ve tip-1 kollajen
yapimini Onleyerek progresif sistemik skleroz tedavisinde yararli oldugu bir bagka
calismada da bildirilmistir (103). Hiperlipidemik 15 eriskinde yapilan bir ¢aligmada
C. decidua ekstraktlar1 kullanilmis ve plazma trigliserid, total lipid ve fosfolipid
konsantrasyonlarinda azalma oldugu saptanmistir (104). Yine C. spinosa ekstraktlari
ile yapilan streptozosinin indiikledigi diabetik ratlarda kolesterol ve trigliserid
diizeylerinin iki hafta siire ile diislik kaldig1 gosterilmistir (90). Tavsanlarda yapilan
baska bir ¢alismada ise C. desidua ekstraktlar1 kulanilmis ve serum total kolesterol,

LDL, trigliserid ve fosfolipid diizeylerinde azalma saptanmaistir.
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Antibakteriyel, viral, paraziter, fungal etkileri;

C. desidua tohumlarinin Vibrio kolera ogava, inaba, ettor suslarina karsi, C.
zeylanica nin petroleum eter ekstraktinin Staf.Aureus, Klebsiella pnémonia, Proteus
vulgarise kars1 antibakteriyel etkinligi bildirilmistir (105,106). Capparis spinosa nin
Microsporum Canis ve Tricophyton Violaceum Tlzerinde antifungal o0zelligi
bulunurken (107), Capparis tomentosa nin Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus
lizerinde bilylimeyi inhibe ettigi de gosterilmistir (108). Yine Capparis spinosa nin
butanol ekstraktinin gram-pozitif ve gram-negatif antibakteriyel 6zelligi saptanmustir.
C.spinosa nin metanolik ekstraktlarinin Herpes simpleks tip 2 enfeksiyonlarinda
periferik monontikleer hiicrelerin 6mriinii uzatip proenflamatuvar sitokinlerin (IL-12,
IFN gama, TNF-alfa) salinimini arttirdigi gosterilmistir (109). Jacobsan ve Schlein
capparis ekstraktlarinin Leishmania parazitine aggliitine olup paraziti 6ldiirdiigiinii
bildirmislerdir (110). Calismalar antiparaziter, antiviral, antifungal &zelliklerinin
uzun alkil zincirleri, kuarterner amonyum, glukosinolatlara bagli oldugu

goriistindedir (111-113).
Antihepatotoksik etkileri;

Capparis spinosa nin ekstraktlarindan olan p-methoxy benzoic asidin, in-vivo
karbontetrakloriir ve parasetamol ile, in vitro galaktozamin ve thioacetamide ile
olusan hepatotoksisitede anti-hepatotoksik olarak rol oynadigi gosterilmistir (114).
Son zamanlarda akut viral hepatitin tedavisinde kullanilan Liv.52 DS tablet

iceriginde de Capparis spinosa ekstraktlar1 bulunmaktadir (115).
Antipiretik, analjezik etkileri;

Capparis spinosa ve C. decidua ekstraklarinin anti-enflamatuvar 6zellikleri
cesitli calismalarda kanitlanmistir (116,117). Ayrica C.decidua nin antipiretik
ozelligi oldugu fakat her ikisinin analjezik Ozelliklerinin olmadig1 gosterilmistir
(116). Buna karsin bir calismada farelerde C. ovata min metanolik ekstraktlarinin
morfin siilfat, naloksan ve dipyron ile karsilastirildiginda benzer sekilde analjezik

etkinliginin oldugu gosterilmistir (118).
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Antitiimoral, immiinostimiilan o6zellikleri;

Yeni yayinlarda, Capparis zeylanica nin analjezik, antipiretik, spesifik ve
nonspesifik olarak immiinostimiilan 6zelligi oldugu bildirilmistir  (119).
C.sikkimensis’in in vitro olarak timor hiicrelerinin replikasyonunu onledigi
bildirilmistir  (120). C.spinosa’nin tohumlarinin igerdigi proteinlerin  timdor
hiicrelerine kars1 antiproliferatif etkinligi, HIV-1 reverse transkriptazini inhibe ettigi
ve antifungal etkinlik gosterdigi bildirilmistir (121). Kaparilerin igerdigi
karotenoidlerin kimyasal olarak hamsterlarda bukkal mukazada olusturulan
karsinogenezisi engelledigi gosterilmistir (122). Icerdikleri tokoferol ve fenolik
igeriklerinin antitiimor, antimelanoma o6zelligi tasidigr diisiiniilmektedir (120,123).
Yine baska bir ¢alismada Capparis zeylenica nin 150-300 mg/kg dozunda ndtrofil
adezyonunu artirdigi, koyun eritrositlerine karsi hiimoral immiin cevapta artis
olusturdugu, siklofosfomidle olusturulan immiinsiipresyonu Onleyerek immiin-

stimiilan rol oynadig1 gosterilmistir (124).
Diger etkileri, yan etkileri;

Japonya’da yapilmis bir calismada C. flavicans’in antidstrojenik etkisi

nedeniyle siit veren kadinlarda laktasyonu arttirdigi bildirilmistir (125).

Capparis spinosa nin antiallerjik 6zelligi bulundugu da gosterilmistir (126).
Capparis cartilaginea nin ise kolinerjik ve adrenerjik reseptorlerden bagimsiz
olarak, myokard ve kan damarlarinda dogrudan relaksan etki ile hipotansiyon ve
bradikardi olusturdugu saptanmistir. Simdiye kadar yan etki olarak epikondilit
nedeni ile cilt lizerine C. spinosa soliisyonundan 1slak kompres yapan bir kadinda
allerjik kontakt dermatit olustugunu bildiren bir olgu sunumu bulunmaktadir.
Keberenin igermis oldugu glukokapparin adli protein enzimatik hidroliz ile
(mirosinaz) izotiyosiyanata doniistiiriilebilen bir izotiyoglukoziddir.
[zotiyosiyanatlar1 igeren bitkilerin irritan dermatite ve alerjik kontakt dermatite yol

actiklar1 bilinmektedir. Bunun haricinde yan etki veya toksisite ile karsilagilmamigtir

(127).
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3. GEREC ve YONTEM

Calisma, SDU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan onay
alinarak, SDU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi, Biyokimya ve Histoloji

Laboratuvarlarinda, etik kurulu kurallarina uygun olarak gerceklestirildi.
3.1. Gerec¢
3.1.1. Deney Hayvanlar:

Bu calismada; SDU Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezinden alinan 38 adet
Spraque Dawley cinsi, 8 haftalik, agirliklar1 223-272 g arasinda olan disi rat
kullanildi. Calismadaki ratlarin hepsi deney siiresince % 50-60 nemli ortamda, 12
saat aydinlik ve 22-24°C oda 1s1s1 kosullarinda bulunduruldu. Ratlar gruplar halinde
ayr1 kafeslere konarak yeterli miktarda igme suyu ve standart rat yemi verildi.

Deneyden 10 giin 6nce alinan ratlar, 10 giinliik uyum dénemi gegirdiler.
3.1.2. Kullanilan Malzeme ve Aletler

Sogutmali1 santrifiij eppendorf MR 5415 (Almanya), derin dondurucu Facis
(Fransa), hassas terazi Scaltec (Isvigre), Vorteks (karistirici) Niive NM 100
(Tiirkiye), otomatik pipetler Gilson (Fransa), eppandorf, ultraviyole spektrofotometre
Shimadzu UV 1601 (Japonya), homojenizatér Ultra Turrax T25 (Almanya), Viva
(ilag diizeyi 6l¢iim cihazi1) Dade Dehring (Almanya- ABD).

3.1.3. Capparis Ovata Akoz Ekstraktinin Hazirlanisi

Burdur ilinde 2009 yili, Mayis ile Eyliil aylar1 arasinda yetisen ovata cinsi
kapari tomurcuk (agmis, olgunlasmis) ve ¢igeklerinin As¢r Murat Kapari Arastirma
ve Gelistirme Merkezi’nde golgede kurutulup, 6giitiilmiis ve 1 gramlik toz halinde
poset ¢ay haline getirilmis preparatindan 2 adet 1 gramlik poset cay SDU Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda giinliik olarak 100 mL kaynamis
distile su i¢cinde 10 dakika kaynatilip 15 dakikada buzdolabinda +4°C’de sogutularak
% 2’lik soliisyon haline getirilip, 1 mililitresi gavaj ile ratlara uygulandi (128,129).
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3.1.4. Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi

Deney Gruplar n
Kontrol grubu 8
6-MP grubu 10
CAP grubu 10

6-MP/CAP grubu 10

* Kontrol grubu: Fizyolojik serum, 14 giin siireyle, her giin 1 mL, tek dozda

gavaj ile sabah saat 08’de,

* 6-MP grubu (6-MP): 6-mp, 14 giin siireyle, Smg/giin, 1 mL, tek dozda

gavaj ile 6glen saat 12°de,

* Capparis ovata grubu (CAP): C. ovata % 2’lik soliisyonu, 14 giin siireyle,
her giin 1 mL tek dozda gavaj ile sabah saat 08’de,

e Capparis ovata + 6-MP grubu (6-MP/CAP): 14 giin siireyle, belirlenen
dozda saat 08:00’de C. ovata (1 mL), saat 12:00’de 6-MP 1 mL (5mg) gavaj ile
uygulandi.

3.2. Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Deney baglangicinda ratlarin kuyruk veninden 2 ml hemogram bakilmas1 ve
antioksidan enzim c¢aligmasi i¢in hemolizat olusturmak {izere sitrath tiipe, geri kalan
kan ornekleri de AST, ALT c¢alisilmak {izere biyokimya numune tiipiine alindi.
Ayrilan serum Orneklerinden ayni giin serum AST, ALT degerlerine Abbott Aeroset
cihazi ile bakildi. Ayrica hemogram c¢alisildi. Hemogram ¢alisildiktan sonra SOD,
GSH-Px, Katalaz, MDA ¢aligilmak iizere serumlardan hemolizat olusturuldu.

Deney bitiminde intraperitoneal Ketamin (Ketalar, Pfizer) 80 mg/kg ve
Xylazine (Alfamin, Alfasan IBV) 10 mg/kg ile anestezi saglanarak dekapitasyon
sonras1 orta hat insizyonuyla ratlarin batinlari agildi. Inferior vena cava’dan kan
ornekleri alindi. Kan 6rneklerinden 2 ml’lik kisim hemogram bakilmasi i¢in sitratl
numune tlipiine ve geri kalan kan ornekleri de biyokimya numune tiipline alindi.
Ayrilan serum Orneklerinden ayni giin serum AST, ALT Abbott Aeroset cihazi ile

bakildi. Hemogramlar1 ¢alisildiktan sonra SOD, GSH-Px, Katalaz, MDA c¢alisilmak
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tizere hemolizatlar ayirildi. Histolojik incelemeler i¢in karaciger sag loblar1 alindi.

Karaciger sol lobu SOD, GSH-Px, Katalaz, MDA ¢alisilmak iizere ayrildi.

3.3. SOD, GSH-Px, MDA ve Katalaz Icin Karaciger Dokusunun

Homojenizasyonu

Doku ornekleri once kani uzaklastirmak icin soguk distile suyla yikandi.
Dokular hassas terazide tartilip, 1/10 oraninda fosfat tamponu ile diliie edildi. Daha
homojenizor (Ultr-Turrax T25,lka labor Technik, Almanya) ile 9600 devir/dk'da 30
saniye slireyle soguk zincirde mekanik olarak homojenize edildi. Burada pargalanan
numuneler 30 saniye siireyle sonifikasyon islemine (Bandelin Sonoplus, HD2070,
Almanya) tabi tutuldular. Bu siire sonunda elde edilen % 10'luk homojenatlar,
+4°C'de 10 dakika siireyle 5000 g'de santrifiij edilerek siipernatanlar elde edildi. Bu
siipernatantlarda protein, MDA diizeyleri ile GSH-Px, SOD ve CAT aktiviteleri
calisildu.

3.4. Dokularda, Hemolizatlarda Biyokimyasal Analizler
3.4.1. SOD Aktivitesinin Ol¢iimii

Deneyin prensibi: SOD cesitli yollarla ortaya ¢ikan siiperoksit radikalinin
H;0,’ye dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. Ksantin-ksantin oksidaz (XOD)
sistemi tarafindan {retilen siiperoksit radikallerinin, 2-(4-iyodofenil)-3-4-(4-
nitrofenol)-5-fenil tetrazolyum klorit (INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli
formazon boyasinin, 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin
spektrofotometrik olarak okunmasi esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyona dayanan

optik dansitedeki azalmadan yararlanarak, reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi.

Deneyin Yapihisi: Yirmibes pl homojenattan alindi ve % inhibisyonun % 30-
60 arasinda olmasi i¢in ornekler diliie edilmedi. 0.025 ml homojenata, 0.850 ml 0.05
mM ksantin ¢ozeltisi (0.025 mM INT igeren) ve 40 mM’larlik CAPS (0.94 mM’lik
EDTA igeren) ilave edildi. 0.125 ml ksantin oksidaz (80 U/L) ilave edildikten hemen
sonra 505 nm’de 37 °C’de 30 saniyelik gecikme fazinin ardindan, havaya kars:
baslangi¢ absorbansi (Al) ve 3 dakika sonra da son absorbans (A2) okundu. Ayni
islemler kore karst denemeyle de tekrarlandi. Standart (5.2 U/mL) calisilarak
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hazirlanan % inhibisyon-konsantrasyon grafiginden yararlanilarak konsantrasyonlar
saptandi. Enzim aktivitesi U/ml olarak bulundu. Bu degerler homojenizasyon
sirasindaki diliisyon katsayisi ile ¢arpilip dokunun protein degerine boliinerek U/gr

birimi seklinde sonuglar verildi.
3.4.2. GSH-Px Aktivitesinin Ol¢iimii

Deneyin prensibi: Paglia ve Valentine’nin metoduna dayanmaktadir (76).
Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksid ile glutatyonun oksidasyonunu
katalizler. Okside glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediiktaz tarafindan
indirgenir. Bu arada NADPH, NADP+’ye oksitlenir. Nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat’in azalmasina bagl olarak 340 nm‘de meydana gelen absorbans degisimi
Olciilerek enzim aktivitesi hesaplandi. Deneyin yapilist: Bir deney tiipiinde 1 ml;
glutatyon (4 mM), glutatyon rediiktaz (= 0.5 U/L) ve B-NADPH (0.34 mM)
cozeltilerini igeren reaktif ile 20 pL numune karistirilip, 6lglimden hemen 6nce 40
puL kiimen hidroperoksit (0.18 mM) ilave edildi. Enzim aktivitesini 6lgmek i¢in 340
nm’deki absorbans degisimi hesaplandi. U/L cinsinden bulunan enzim aktivitesi,
homojenizasyon esnasindaki diliisyon katsayisi ile carpildiktan sonra doku protein

degerine boliinerek sonuglar U/gr birimi olarak ifade edildi.
3.4.3. Katalaz Aktivitesinin Olciimii

Deneyin prensibi: Aebi metoduna dayali olarak yapildi. Hidrojen peroksidin
CAT tarafindan parcalanmasi temeline dayali UV spektrofotometrik yontem ile CAT
aktiviteleri tayin edilmistir. Hazirlanan homojenat, fosfat tamponuyla 10 kat diliie
(0.2 mL homojenat + 1.8 mL fosfat tamponu) edildi. 2 mL’lik bu diliie homojenat
lizerine taze hazirlanan ve 30 mM H,O; igeren fosfat tampon ¢ozeltisinden 1
mLeklendi. 240 nm'de ilk 30 saniye icinde 15’er saniyelik absorbans azalmasi

bulunarak, k degeri asagidaki sekilde hesaplandi:
k=23/Atx(log Al1/A2)x (a/Db)

Al: 240 nm deki baslangi¢ absorbansi (t1=0), A2: 240 nm deki 15. sn’deki

absorbansi (t2=15), a: dillisyon faktdrii, b: homojenatin protein miktar1
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3.4.4. MDA Aktivitesinin ve Protein Diizey Ol¢iimii

MDA ; HPLC ile dokuda, hemolizatta MDA analizi Mateos ve ark. metodu ile
calisildi (130). Protein; Otoanalizor ile Lowry ve ark. metoduna gore ticari kitle

calisilmistir (DC Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, California, USA) (131).
3.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler
3.5.1. SOD Tayini i¢in Kullanilanlar

Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya), Disodyum hidrojen fosfat
dihidrat, Merck (Almanya), CAPS, Sigma (Almanya), lodonitrotetrazolyum violet,
Sigma (Almanya), Ksantin, Merck (Almanya)X Ksantin oksidaz, Sigma (Almanya),
Titripleks II1, Merck (Almanya).

3.5.2. GSH-Px Tayini i¢in Kullamlanlar

Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)X Disodyum hidrojen fosfat
dihidrat, Merck (Almanya)X Glutatyon rediiktaz, Fluka (Isvigre), B-NADPH, Sigma
(Almanya), Glutatyon-rediikte, Sigma (Almanya), Kiimen hidroperoksit, Sigma
(Almanya), Titripleks III, Merck (Almanya).

3.5.3. Katalaz Tayini I¢cin Kullanilanlar

Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya), Disodyum hidrojen fosfat
dihidrat, Merck (Almanya), Hidrojen peroksid, Merck (Almanya).

3.5.4. MDA ve Protein Tayini icin Kullanilanlar

MDA; ThermoFinnigan Spectra High Performance Liquid Chromatograph
with Diode Array Detector San Jose, California, USA. Protein; Aeroset Automated
Analyzer, Abbott Laboratories, Illinois, USA.
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3.6. Kullanilan Cozeltiler
3.6.1. SOD Tayini i¢in Kullanilanlar

e CAPS tamponu (pH: 10.2), 40 mM: 8.85 gr CAPS tartilip 400 mL distile
suda ¢oziiliip pH’1 10.2°ye ayarlandiktan sonra hacmi 1000 mL’ye tamamlandi. 0.94
mM EDTA (0.36 gr) tartilip CAPS tamponuna katildi.

e Ksantin ¢ozeltisi (0.05 mM): 7.6 mg ksantin tartildi ve hacmi 40 mM
CAPS tamponu (0.94 mM EDTA igeren; pH: 10.2) ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Cozelti, 0.025 mM 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum kloriir (INT)

icermektedir ve +2 / +8°C’de muhafaza edildiginde 10 giin siireyle kararlidir.

e Ksantin oksidaz ¢ozeltisi (80 U/L): 56 ul ksantin oksidaz standardindan

almir, 10 mL distile su ile seyreltilir. Cozelti, glinliik hazirlanir.
3.6.2. GSH-Px Tayini icin Kullamlanlar

e Kiimen hidroperoksit ¢ozeltisi (0.18 mM): Kiimen hidroperoksitten 1.62 ul

alinir, 50 mL distile su ile seyreltilir. Cozelti, glinliik hazirlanir.

o Glutatyon ¢ozeltisi (4 mM): 0.0614 gr glutatyon tartilir ve hacmi 50 mM
fosfat tamponu (pH: 7.2 olan ve 4.3 mM EDTA igeren) ile 50 mL’ye tamamlanir.

e Glutatyon rediiktaz (> 0,5 U/L): 10 uL glutatyon rediiktaz alinir, 10 mL
distile su ile seyreltilir. Bundan 50 pL c¢ekilip, 50 mM fosfat tamponu (4.3 mM
EDTA igerenve pH: 7.2 olan) ile 50 mL’ye seyreltilir. C6zelti, giinliik hazirlanir. -
NADPH c¢ozeltisi (0.34 mM): 0.0116 gr B-NADPH tartilip hacmi 50 mM fosfat
tamponu (pH: 7.2 olan ve 4.3 mM EDTA igeren) ile 50 mL’ye tamamlanir.

3.6.3. Katalaz Tayini I¢cin Kullamlanlar

e 50 mM fosfat tamponu: 2.7218 gr KH,PO4 ve 5.3397 gr Na,HPO4.2H,0

tartilarak 500 mL distile suya tamamlandi..

e 30 mM hidrojen peroksit i¢in: 0.34 mL% 30’luk hidrojen peroksid, 100 ml

fosfat tamponu ile diliie edildi.
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3.6.4. MDA Tayini icin Kullamlanlar

Tartilan dokular pH 7.16 olan fosfat tamponuna kondu ve alindiktan hemen
sonra -20°C’de saklandi. Numuneler ¢alisilacaklar1 zaman eritildi ve 500 ppm BHT
ilavesinden sonra bu tamponda Ultra Turrax T25 Homogenizer ile 2500 rpm’de +4°C
sicaklikta homojenize edildi. Homojenatlar 10,000 X g’de 30 dakika boyunca
+4°C’de santrifiij edildi. Siipernatanlardan 250 pL eppendorf tiiplere alindiktan sonra
tizerine 6M 50 pL. NaOH soliisyonu eklenerek final hacim 300 pL’ye cikarildi.
Alkali siipernatanlar daha sonra 60°C su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi
(proteine bagli MDA ’nin hidrolizi). Numuneler sogutulduktan sonra % 35°lik (v/v)
perklorik asit ilavesiyle proteinlerin presipitasyonu saglandi. Karisim 2800 X g’de 10
dakika santrifiij edilip siipernatanlardan 250 pL eppendorf tiiplere aktarildi ve
tizerine 25 pL dinitro fenil hidrazin (DNPH, 5 mM) eklenerek vortekslendi. 30
dakika karanlikta tlirevlenmeye birakilan numunelerden 50 pL HPLC sistemine

enjekte edildi.
Kromatografik Kosullar:
Kolon: S5pum, 125x4mm Nuckleosil 100C18 RP
Mobil Faz (Izokratik): Acetonitrile/H,O/Acetatic Acid (38/62/0,2 —v/v/v)
Akim Hizi: 0.6 mL/min

Ist: 23°C, UV A: 310 nm
3.7. Histopatolojik Analiz Yontemleri

% 4’lik paraformaldehit soliisyonunda, immersiyon fiksasyon yontemi
uygulanan doku ornekleri tespitten sonra bir gece akan suda yikama islemine tabi

tutulduktan sonra asagida gosterilen islemlerden gegirildi.

A) Dehidratasyon

Alkol derecesi Siire
% 70 1 gece
% 80 1 saat
% 90 1 saat
% 96 1 saat
% 100 1 saat

% 100 1 saat



36

B) Seffaflastirma

Alkol Sire

Ksilol 1/2 saat

Ksilol 1/2 saat
C) Emdirme

Ksilol+parafin (60°C etiivde)...... 15 dakika
Parafin (60°C etiivde)............... 4 saat
D) Gomme

4 saatin ardindan doku 6rnekleri parafin bloklara gomiildi.
3.7.1. Doku Orneklerinin Degerlendirmesi

Hazirlanan parafin bloklardan, Leica tipi kizakli mikrotom kullanilarak 4-5
mikron kalinliginda kesitler alindi. Histolojik degerlendirme i¢in preparatlar
Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Boyanan ornekler Olympus BXS50 tipi binokiiler
mikroskopta incelendi ve fotograflar elde edilerek degerlendirildi. Degerlendirmede
hasar1 belirlemek icin skorlama sistemi kullanildi. Elde edilen dokular bag doku
artist (enflamasyon belirteci), enflamasyon, hemoraji, higroskopik ¢ekirdek (nekroz
belirteci), graniiler dejenerasyon (apoptoz veya nekroz gostergesi), piknotik ¢ekirdek
(apoptozisin son agamalar1), safra kanali proliferasyonu, nekrotik hiicre, apoptozis
olmak {izere 9 ana patoloji ele alinarak degerlendirildi. Degerlendirmede her bir
preparata yukaridaki sozii edilen parametreler dogrultusunda (yok, hafif-orta ve

siddetli olmak iizere) sirasiyla 0’dan 3’e kadar puan verildi ve doku hasar1 skorland1
3.7.2. Doku Orneklerinin immiinohistokimyasal Hazirlanmasi

Immiinohisto-kimyasal Boyama Protokolii: Parafin bloklara gomiilii
orneklerden Poly-L-Lisin kapl lamlara 4-5 p’luk kesitler alindi. Bir gece oda

1s1sinda kurumaya birakilan kesitlere asagidaki islemler uygulandi;
1. Ksilol, 5 dk x 3 kez

2. Alkol % 100°liik, 3 dk



37

3. Alkol % 96’11k, 3 dk
4. Alkol % 90’11k, 3 dk
5. Alkol % 80°lik, 3 dk
6. Alkol % 70’1ik, 3 dk
7. Distile su, 5 dk

Dokudaki maskelenmis antijenlerin agiga c¢ikartilmasi i¢in kesitler pH’1
6.0’ya ayarlanmis Sodyum Sitrat tamponunda 600 W’ye ayarli mikrodalga firinda 1
dk 1sitildi. Oda 1s1sinda 20 dk sogumaya birakilan kesitler ardindan ii¢ kez birer dk
boyunca PBS’de bekletildi. Kullanilan PBS soliisyonlar1 her asamada yenilendi.
Endojen peroksidaz aktivitesinin 6nlenmesi icin kesitler % 3’liik Hidrojen peroksitte
oda 1sisinda 10 dk bekletildi. Sonrasinda yine ii¢ kez birer dk boyunca PBS’te
yikandi. Lam tizerindeki kesitlerin ¢evresi Pap Pen ile cevrilerek kimyasallarin
birbirine karismasi engellendi. Bu islem sonraki asamalarda gerek oldukca
tekrarlandi. Fon boyanmasini engellemek igin kesitlerin lizerine Ultra V Block
(Labvision) damlatilarak 5 dk beklendi. Soliisyon kurutma kagidi ile dokulardan
uzaklastirilip yikama yapilmadan primer antikor ile boyamaya gecildi. Kesitler
tizerine 1:600 oraninda diliie edilmis Aktif Kaspaz-3 (Abcam, MA. USA) damlatild.
Kontrol amaciyla her lam tizerindeki bir 6rnege de primer antikor yerine ayni 6l¢iide
diliie edilmis sekonder antikor damlatildi. Kesitler +4°C’de bir gece bekletildi. Ertesi
giin PBS’te li¢ kez ticer dk boyunca yikama yapildi. Kesitlere 1:200 oraninda diliie
edilmig biyotin bagli goat anti-rabbit (Santa Cruz) antikoru damlatilarak primere
tutunmas1 saglandi. 10 dk sonra kesitler yine ii¢ kez iicer dk boyunca PBS ile
yikandi. Biyotinli sekonder antikora tutunmasi igin kesitlere Sterptavidin Horseradish
Peroksidaz (Labvision) soliisyonu damlatilarak 10 dk bekletildi. Yine PBS’te ii¢ kez
ticer dk boyunca yikama yapildi. Antikoru goriiniir kilmak i¢in 6rneklere DAB
soliisyonu (Labvision) damlatilarak 10 dk beklendi. PBS ile yeniden aym sekilde
yikama yapildi. Zit boyama i¢in dérnekler Mayer Hematoksilen (J.T. Baker) ile 30 sn
boyanarak once bir dk i¢in PBS’e ardindan iki kez {icer dk ¢esme suyunda yikamaya
alindi. Smrasiyla % 70’lik, % 80°’lik, % 90’lik, % 96’lik ve % 100’lik alkollere

batirilip ¢ikarilan 6rnekler iki kez ksilolden gegirilerek entellan ile kapatildi.
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3.7.3. Doku Orneklerinin Immunohistokimyasal Degerlendirmesi

Yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucunda karaciger dokularinda
Aktif Kaspaz 3’iin (Abcam, MA. USA) bulundugu bélgeler belirlendi. Boyamalar
incelenirken ayni lam iizerindeki primer antikor damlatilmadan ayni islemlerden
gegirilen kontrol kesitleri temel alinarak inceleme yapildi. Karaciger yogun kan akisi
bulunan organlar oldugundan, 6zellikle kan hiicrelerinde yogun olarak goézlenen
endojen peroksidaz aktivitesinden dolay1 eritrositlerde meydana gelen pozitif

boyanmalar inceleme sirasinda dikkate alinmadi.
3.8. Istatistiksel Analiz

Calismanin analizi bilgisayar ortaminda SPSS 15.0 istatistik programinda
yapildi. Analizde; Ol¢ctim verileri aritmetik ortalama + standart hata seklinde
gosterildi. Ki-kare, Kruskal- Wallis, Mann- Whitney U ve Wilcoxon testleri ile
analiz edildi. Deney gruplari arasindaki farkliligi degerlendirmek igin Kruskall—
Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskall-Wallis testi 6nemli farklilasma gosterirse,
hangi grubun digerinden farkli oldugu Mann-Whitney u testi ile arastirildi. Onemlilik
diizeyi p < 0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Aragtirmamiza; sekiz rat fizyolojik serum verilen kontrol grubu (SF), 10 rat
6-Merkaptopiirin verilen grup (6-MP), 10 rat C. ovata grubu (CAP), 10 rat ise 6-
Merkaptopiirin ve kapari ovata’nin birlikte verildigi grup (6-MP/CAP) olmak iizere
toplam 38 rat alindi.

Calismaya dahil edilen dort grup rattan deneye baslarken (kuyruk veninden)
ve 14 giinliik ilag kullammi sonrasinda (kalp ve VCI’dan) kanlar1 alindi. Alinan
kanlardan hazirlanan hemolizatlarda karaciger enzimleri, hemogram, antioksidan
enzim diizeyleri calisildi. Ayrica deney bitiminde ratlarin karaciger dokularindan
hazirlanmis homojenatlardan antioksidan enzim diizeyleri caligildi. Karaciger sol

loblar1 da histolojik inceleme i¢in ayrildi.

Hemolizatlarda deney baslangici ve bitiminde GSH-Px degerleri kontrol
grubu disinda anlamli degisiklikler gosterdi. 6-MP grubunda enzimde anlamli
diisiikliik saptanirken 6-MP/C. ovata ve C. ovata gruplarinda diisme goriilmeyip
aksine ylikselme gbzlendi (p=0.005). Katalaz degerleri kontrol grubu disinda anlamli
degisiklikler gosterdi. 6-MP grubunda deney bitiminde diiserken (p=0.005), 6-
MP/CAP grubunda ve CAP grubunda diisme gézlenmedi. Ek olarak CAP grubunda
ylkselme gosterdi. SOD degerleri kontrol grubu disinda anlamli degisiklikler
gosterdi. 6-MP grubunda enzimde anlamli disiikliik saptanirken (p=0.007) 6-
MP/CAP (p=0.022) ve CAP (p=0.009) gruplarinda yiikselme goriildii. Hemolizat
MDA degerleri yine kontrol grubu disinda anlamli degisiklikler gosterdi. 6-MP
grubunda enzimde belirgin ylikselme saptanirken (p=0.005) 6-MP/CAP (p=0.005) ve
CAP grubunda (p=0.005) diisme gézlendi (Tablo 1).
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Tablo 1. Gruplarmm deney baglangici ve deney bitimi hemolizat Glutatyon

peroksidaz, Katalaz, Siiperoksit dismutaz ve Malondialdehit diizeyleri ve p degerleri*.

GSH-Px Katalaz SOD MDA

(i/gr Hb) (ii/gr Hb) (i/gr Hb) (mmol/gr Hb)

n:38) | £ s %D%:g% E= £g % £2

g2 | 892 27 89 2| 8“4 27 89

o0 5\(/) o0 CL>)~.(/) O q>)xm o0 5\(0

gt gt el gt " g+ et g

S £ b= S £ b= = 3= S £ =

88|78 |88|°8| |&8|°¢S 83 ~&
SF 3202,113256,3 | o | 169.8 | 1551 | o |2732.8 | 2809.7 |  |2786:4|2648,5 |
s + + | S| = + | ] = + | S| + + | S
(n: 8) 1206,1 | 878,2 | ™ | 348 | 222 | © | 647,1 | 404,0 | © |22253 21573 | ©
emp | 50047 12051 o 180,9 | 151,5 o 3356,3 | 1667,7 N 2894.9 | 51224 9
10 + + Qh + + Qh + + eﬁ + + Qﬁ
(n: 10) 2257,7| 6792 | © | 251 | 36,0 | © | 8395 [ 12578 | = |1515,5(15302| ©
CAp | 36401 63447 | o | 1515 1864 | o | 34123 4816, | o |4707.8|1656,5 | w
1o + + | S| + + | S| = + | S| + + | S
(n: 10) 1350,7 [ 1612,9 | = | 48,1 | 27,5 | © | 707,0 | 896,1 | = 27388 634,1 | =
35472 15880,9 | w | 1657 | 159.8 | « 29233 /3738,0 | « |5989,0|1142,7|
6'M?/1COAP + + | S| = + | R = + | S| = + S
(n: 10) 1534,4 [ 1754,7 | = | 34,1 | 33,5 | © 14342 1275,6 | S |4026,7| 367,5 | ©

*Wilcoxon testi.

Deney bitiminde 6-MP grubu ile 6-MP/CAP gruplari antioksidan enzim
diizeyleri acisindan karsilastirildiginda 6-MP grubunda GSH-Px, Katalaz, SOD
diizeylerinde diisme MDA diizeylerinde ise ylikselme gozlenirken 6-MP yani sira C.
ovata verilen grupta GSH-Px, Katalaz, SOD diizeylerinde diisme, MDA

diizeylerinde ise yiikselme gdzlenmedi (Tablo 2).

Tablo 2. 6-MP ve 6-MP/CAP gruplarinda deney bitiminde hemolizat Glutatyon

peroksidaz, Katalaz, Siiperoksit dismutaz ve Malondialdehit diizeyleri ve p degerleri*.

Gruplar 6-MP 6-MP/CAP
(n: 38) (n: 10) (n: 10) p
GSH-Px S
(i/er Hb) 1205,14679.2 | 5880,9+1754,7 S
Katalaz 3
(ilgr Hb) 151,5+36,0 159,8 +33,5 3
SOD S
(ilgr Hb) 1667,7+1257,8 | 3738,0+1275,6 S
MDA S
(mmol/gr Hb) 5122,4+1530,2 | 1142,7+367.,5 S

*Mann-Whitney U
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Deney bitiminde karaciger dokusundan hazirlanan homojenatta 6-MP
grubunda GSH-Px, katalaz, SOD degerlerinde diisme gozlenirken, MDA
degerlerinde yiikselme saptandi. 6-MP/CAP grubunda ise GSH-Px, katalaz, SOD
degerlerinde diisme gézlenmedi, MDA degerleri yilikselmedi (p=0.000) (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplarin deney bitimi karaciger Glutatyon peroksidaz, Katalaz, Siiperoksit

dismutaz ve Malondialdehit diizeyleri ve p degerleri*.

Gruplar 6-MP 6-MP/CAP
(n: 38) (n: 10) (n: 10) p
g/sglr{g;") 37416 | 14,6476 §
(I.é/agtragg) 0,03£0,03 | 0,09£0,05 §
(ii/sg?gb) 23522 | 12,4414 §
(mml\:ll/)g?Hb) 25446,0 | 11,5440 §

*Mann-Whitney U

Calismamizda deney baslangici ve deney bitiminde alinan kanlardan
hazirlanan hemolizatlarda 6-MP grubunda AST ve ALT baslangi¢ degerlerine gore
yiiksekti. Diger gruplarda anlamli degisiklik gézlenmedi (Tablo 4).

Tablo 4. Gruplarin deney baslangici ve bitimi hemolizat AST, ALT diizeyleri ve p

degerleri*.
AST ALT
(U/L) (U/L)

5% 3 5% %

Gruplar = é g g. = g £ g.

(n: 38) =3 5 3 =3 = 3

S > %) S > %)
> H g p 2 H s H p

5 £ A £ S £ A £

=g <) =g <)
SF 8 S
12184277 | 12702242 | S | 2034129 | 251461 | S
(n: 8) < -
') ')
6-MP 146,7+38.6 | 2866391 | S | 3314100 | 9894119 | =
(n: 10) Sy 5
O o]
CAP 13624347 | 1325307 | S | 304113 | 224 2
(n: 10) = 8.1 S
N ~
O-MP/CAP | 1513602 | 13732470 2 | 408+155 | >>7% 2
(n: 10) S 6.9 S

* Wilcoxon testi.
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Deney sonunda aliman kanlarda 6-MP grubunda AST, ALT degerleri
ortalamast 6-MP/CAP grubu ile karsilastirildiginda yiikselmis olarak bulundu
(p=0.000) (Tablo 5).

Tablo 5. Deney bitiminde 6-MP ve 6-MP/CAP. gruplarinin AST ve ALT degerleri

karsilastirilmasi ve p degerleri*

6-MP grubu 6-MP/CAP grubu
(n: 10) (n: 10) p
AST S
(UL) 286,6 + 39,1 137,3 47,9 S
ALT S
(UL) 98,9+ 11,9 33,7+6,9 S

*Mann-Whitney U testi.

Calismamizda deney baslangici ve bitiminde alinan kanlardan ¢alisilan
hemogramda beyaz kiire sayis1 6-MP grubunda diisme gdsterdi (p=0.005). Trombosit
diizeyleri de ayni1 grupta ayrica 6-MP/CAP grubunda diistii (p=0.005). Hemoglobin

degerlerinde ise gruplarda deney baslangici ve bitiminde fark saptanmadi (Tablo 6).

Deney sonunda 6-MP grubunda I6kosit sayis1t 6-MP/CAP grubuyla
karsilagtirildiginda diistik olarak saptandi (p=0.000), ayni gruplar trombosit ve
hemoglobin degerleri agisindan karsilastirildiginda fark saptanmadi (Tablo 7).
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Tablo 6. Gruplarin deney baslangici ve bitimi hemolizat Lokosit, trombosit,

hemoglobin diizeyleri ve p degerleri*.

Lokosit Trombosit Hemoglobin
(10"3/uL) (10"3/uL) (g/dL)
Gruplar 8z — ) EEE) — £) 8z — )
(n: 38) ;%D% £ 2 L%D% £ 2 ;%D% £ =
% A S 9 %9 S A % A s @
©o > p o A p o wn > P
> 5 H Pl 5 H > 5 H
= = B = = =
gS | ¢ gS | °¢ gS | ¢
SF > > S | 7095+ | 6953+ | | 127+ | 17+ |
(n: 8) 16 16 = 147,1 148,6 < 1,7 2,3 <
6-MP 6i6 Zf § 7753+ | 6159+ § 13,1 + 12,3 + §
(n: 10) 20 13 < 127,0 130,1 < 1,2 1,9 <
CAP 6i4 6;3 § 8299+ | 812,3+ % 12,9 + 12,3 + §
(n: 10) 26 26 i 173,7 177,5 =~ 2,2 2,2 <
852 831 SO e ()
6-MP/CAP + 3 S 752,1+ | 708,7 S 14,0 + 139+ N
(n: 10) 20 20 i 173,5 170,1 < 1,8 1,7 <

*:Wilcoxon testi.

Tablo 7. 6-MP ve 6-MP/CAP gruplarinin deney bitimi 16kosit, trombosit,

hemoglobin diizeyleri ve p degerleri*.

6-MP 6-MP/CAP
(n: 10) (n: 10) P
Lokosit S
10°3/uL Stk TEEZ0 S
Trombosit 615,9+130,1 | 708,7+170,1 §
1073/ o s
. X+
Hemoglobin 123+1,9 13,9+1,7 =
g/dL <

*Mann-Whitney U testi.

Deney sonunda karaciger sol loblarmin histolojik olarak incelemesi

sonucunda 6-MP grubunda enflamasyon belirteci olan bag doku artis1 diger gruplara
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gore yiksek saptanmistir (p=0.005). 6-MP/CAP verilen grupta bu artis

gozlenmemistir (Tablo 8).

Tablo 8. Gruplarin karaciger dokusu histolojik inceleme sonucu, bag doku artisina

gore karsilastiriimasi.

KARACIGER BAG DOKU ARTISI
Artis Yok Az Artis Yogun Artis P
(Sayi- %) (Sayi- %) (Sayi- %)
Kontrol (n: 8) 7- 87,5 1-12,5 -
6- MP (n: 10) 1- 10,0 6- 60,0 3-30,0
0,005
CAP (n: 10) 7-70,0 3-30,0 -
6- MP/CAP (n: 10) 4- 40,0 6- 60,0 -

*: Ki- kare testi.

Resim 1. 6- MP grubuna ait bag doku artis1 (y1ldiz) goézlenen karaciger kesiti (Boyama
Hematoksilen-Eosin, bilyilitme 40X)
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Deney sonunda karaciger dokusunda enflamasyon derecesinde yogun artis 6-
MP grubunda diger gruplara gore yiiksek saptandi (p=0.001). 6-MP/CAP grubunda

ise enflamasyonda artis saptanmadi (Tablo 9).

Tablo 9. Gruplarin karaciger histolojik dokusu, enflamasyon oranlarma gore

karsilastirilmasi.
Karaciger Dokusu Enflamasyon Derecesi
Artis Yok Az Artis  Yogun Artis P
(Say1- %) (Say1- %) (Say1- %)
Kontrol Grubu (n: 8) 4-50,0 3-37,5 1-12,5
6- MP (n: 10) - 3-30,0 7-170,0
0,001
CAP (n: 10) 4-40,0 6 - 60,0 -
6- MP/CAP (n: 10) 3-30,0 7-170,0 -

*: Ki- kare testi.

Resim 2. Portal alanda inflamasyon g6zlenen 6- MP grubuna ait karaciger kesiti.
Higroskopik cekirdekler ince oklarla, inflamasyon yildizlar ile bag doku artis1 kalin oklarla
gosterilmistir (Boyama Hematoksilen-Eosin, biiyiitme 40X).

Nekroz belirteci olan higroskopik ¢ekirdekteki yogun artis goriilme orani (%
50.0) 6-MP verilen ratlarda karaciger dokusunda diger gruplara gore yiiksek tespit
edildi (p=0.001) (Tablo 10).




46

Tablo 10. Gruplarda karaciger histolojik dokusu, higroskopik ¢ekirdek oranlarinin

karsilagtirilmasi.
Karaciger Dokusu Higroskopik Cekirdek Derecesi
Artig Yok Az Artis Yogun Artig p*
(Say1- %) (Say1- %) (Say1- %)
Kontrol Grubu (n: 8) 6-75,0 - 2-250
6- MP (n: 10) - 5-50,0 5-50,0
0,001
CAP (n: 10) 5-50,0 5-50,0 -
6- MP/CAP (n: 10) 3-30,0 7-170,0 -

*. Ki- kare testi.

Resim 3. 6- MP grubuna ait higroskopik ¢ekirdeklerin gozlendigi karaciger kesiti.
Higroskopik ¢ekirdekler ince oklarla, normal hepatosit ¢ekirdekleri kalin oklarla
gosterilmistir (Boyama Hematoksilen-Eosin, biiyiitme 40X).

Calismamizda karaciger dokusunda histolojik olarak hemoraji, graniiler
dejenerasyon, piknotik c¢ekirdek oranlari, nekrotik hiicre oranlari, safra kanalikiilleri

proliferasyon derecesi bakimindan gruplar arasinda fark saptanmadi (Tablo 11-15).
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Tablo 11. Gruplarda karaciger histolojik dokusu, hemoraji oranlarinin
karsilagtirilmasi.

Karaciger Dokusu Hemoraji Derecesi

Artis Yok Az Artig Yogun Artig p*
(Say1- %) (Say1- %) (Say1- %)
Kontrol Grubu (n: 8) 5-62,5 1-12,5 2-25,0
6- MP (n: 10) 1-10,0 8 -80,0 1-10,0

0,110

CAP (n: 10) 5-50,0 4-40,0 1-10,0
6- MP/CAP (n: 10) 6-60,0 3-30,0 1-10,0

*. Ki- kare testi.

Tablo 12. Gruplarin karaciger histolojik dokusu, graniiler dejenerasyon oranlarinin

karsilastirilmasi.
Karaciger Dokusu Graniiler Dejenerasyon
Derecesi .
Artis Yok Az Artig Yogun Artis p
(Say1 - %) (Say1 - %) (Say1 - %)
Kontrol Grubu (n: 8) 2-250 5-62,5 1-12,5
6- MP (n: 10) 4-40,0 5-50,0 1-10,0
0,109
CAP (n: 10) 9-90,0 1-10,0 -
6- MP/CAP (n: 10) 3-30,0 6 - 60,0 1-10,0

*: Ki- kare testi.

Tablo 13. Gruplarin karaciger histolojik dokusu, piknotik c¢ekirdek oranlarinin

karsilastirilmasi.

Karaciger Dokusu Piknotik Cekirdek Derecesi

Artis Yok Az Artig p*
(Say1- %) (Say1- %)
Kontrol Grubu (n: 8) 5-62,5 3-375
6- MP (n: 10) 3-30,0 7-70,0
0,293
CAP (n: 10) 6 - 60,0 4-40,0
6- MP/CAP (n: 10) 3-30,0 7-70,0

*: Ki- kare testi.
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Tablo 14. Gruplarin, karaciger histolojik dokusu, nekrotik hiicre oranlarinin

karsilagtirilmasi.

Karaciger Dokusu Nekrotik Hiicre Derecesi

Artis Yok Az Artig p*
(Say1 - %) (Say1 - %)
Kontrol Grubu (n: 8) 3-37,5 5-62,5
6- MP (n. 10) 8 -380,0 2-20,0
0,089
CAP (n: 10) 9-90,0 1-10,0
6- MP/CAP (n: 10) 7-70,0 3-30,0

*: Ki- kare testi.

Tablo 15. Gruplarn, histolojik doku safra kanali proliferasyonu oranlarinin

karsilagtiriimasi.

Karaciger Dokusu Safra Kanah
Proliferasyonu Derecesi

p*
Artis Yok Az Artig

(Say1- %) (Say1- %)
Kontrol Grubu (n: 8) 8-100,0 -
6- MP (n. 10) 10 - 100,0 -

0,411

CAP (n: 10) 10 - 100,0 -

6- MP/CAP (n: 10) 9-90,0 1-10,0

*: Ki- kare testi.

Karaciger dokusunda aktif Caspase-3 ile belirlenen apoptozis yogunlugu

karsilastirildiginda, 6-MP verilen grubun apoptozis yogunlugu diger tim gruplara
gore yiiksek saptandi (p: 0.000) (Tablo 16).

Tablo 16. Gruplarin immiino-histo-kimya boyanma ozelligine gore, apoptozis

yogunluklarinin karsilastirilmasi.

Apoptozis Yogunlugu

p*
(Ortalama + S. Sapma)
Kontrol Grubu 4,5+0,0
6- MP 7,5+0,0
0,000
CAP 4,5+0,0
6- MP/CAP 4,5+0,0

*: Kruskal- Wallis testi.
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Resim 4. 6- MP grubuna ait Aktif Kaspaz-3 antikoru ile boyanmis immiinohistokimyasal
kesitler. Kii¢iik resim primer antikor kullanilmamis negatif kontrol. Biiyiik resimde damar
¢eperinin hemen altinda pozitif boyanmis apoptotik hiicreler (kalin oklar) gériinmekte.

Resim S. 6- MP grubuna ait Aktif Kaspaz-3 antikoru ile boyanmis immiinohistokimyasal
kesit. Pozitif boyanmis apoptotik hiicreler (ince oklar) kahverengi renkte goriiniiyor
(Biiytitme 40X).
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5. TARTISMA

Son yillarda ¢ocukluk ¢ag1 kanserlerinde kullanilan ¢oklu ila¢ uygulamalari
tedavideki basar1 sansini arttirmis ve bu oran 6zellikle akut 16semilerde % 95’lere
dek yiikselmistir. Bazi ALL ve lenfoma tiirlerinin gilincel tedavisinde asal bir ilag
olarak yer alan 6-MP’nin, kemoterapi protokolleri geregince bir yili agkin siirelerde
kullanilmas1 gerekmektedir. lacin bu sekilde uzun siireli kullaniminda yan etki
olarak karaciger hasarlanmasi ve kemik iligi baskilanmasi ¢ogu kez kacinilmaz olup,
bu durum karsisinda basvurulan ¢oziim ise genellikle ilacin kesilmesinden ibaret
olmaktadir. Ancak kemoterapideki bu tiir kesintiler tedavi sansini ve basarisini
diisiirerek, primer malignitenin niiks etme riskini ortaya ¢ikarmaktadir. Anti-kanser
protokollerde tedaviyi kesintisiz bir sekilde silirdiirmek hayati acidan Onem arz
ettiginden, ila¢ yan etkilerini en aza indirerek tedavinin araliksiz siirdiiriilmesini
saglayacak yontem ve uygulamalara gereksinim duyulmaktadir. Literatiire girmis
cogu caligmada deneysel karaciger hasarin1 6nlemek ya da iyilestirmek i¢in bir ¢ok
maddenin (ilag, bitki, kimyasallar) kullanildig1 goriilmektedir. Capparis ovata’nin
doku hasarin1 Onleyici etkisinin yaninda, antitiimér, antibakteriyel, antifungal,
antiviral ve antiparaziter etkinliginin oldugu da vurgulanmaktadir (107,111-113).
Bitkinin bu 6zelliklerinden yola c¢ikarak, gelecek donemlerde kanser kemoterapisi
goren hastalarin yandas tedavisinde kullanilmasi da olas1 goriinmektedir. Biz de aym
amacla, deneysel karaciger hasari olusturmak i¢in 6-MP’yi kullandik ve ilacin

hepatotoksik etkilerini 6nlemek i¢in de C. ovata bitkisini tercih ettik.

Klinik uygulamalarda agiz yoluyla kulanilan 6-MP piirin analogu bir ilag
olup, piirin sentezini inhibe ederek etki gostermektedir. Bu esnada karacigerde
ksantin oksidaz ile inaktif formu olan 6-tiyolirikasite doniisiirken reaktif oksijen
tirevleri meydana gelir ve olusan ROT’larla hepatosit hiicre membraninin lipid
peroksidasyonu gerceklesir. Mitokondriyal ATP sentezinin inhibe olmasiyla da
mitokondri membraninin gegirgenligi artar ve sonug¢ olarak apopitozis ve hiicre
nekrozu indiiklenmis olur (56). Boylece hasarlanan karaciger dokusu biyokimyasal
olarak transaminaz yiiksekligi seklinde bulgu verir (132). Bu nedenle hepatoprotektif
madde aragtirmasimin yapildigi bir ¢ok caligmada, transaminaz degerlerindeki

yiikselmeler hasar gostergesi olarak kabul edilmektedir. Kiso ve ark. galaktozamin
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uygulamasindan 24 saat sonra rat hepatositlerindeki ALT ylikselmesini hasarlanma
olarak gostermis, antioksidan olarak deoksipodofilotoksin, silybin, glikirretinikasit
verilen gruplarda ise bu yiikselmenin olmadigini, dolayisiyla bu maddelerin

hepatoprotektif oldugunu gostermislerdir (16).

Hong ve ark. ratlarda karbontetrakloriir (CCl4) ile olusturduklar
hepatotoksisiteyi  transaminaz  yiikselmesiyle gostermis, koruyucu olarak
kullandiklar1 ENA’nin (rafine edilmis miirekkep baligi kemigi ve iki farkli deniz
yosunundan hazirlanmis alkali su bilesimi) enzim yiikselmesini Onledigini ve
hepatoprotektif oldugunu ileri siirmiislerdir. Haleagrehara ve ark. da asetat ile
olusturulan hepatotoksisiteye kars1 etlingera elatoir bitkisini kullanarak transaminaz
yiikselmesini Onlemis ve bu ajanlarin koruyucu oldugunu vurgulamislardir
(133,134). Sun ve ark. 6-MP ve MTX uyguladiklar: ratlara, birlikte aktif hegsoz
bilesimi vermisler ve deney sonunda ALT, AST diizeylerinde ve histolojik olarak
karaciger hasarlanmasinda gerileme saptamiglardir (135). Amin ve ark. ratlara bir
tiyoplirin analogu olan azotiyoplirin uygulamadan ©nce antioksidan ozellikleri
bilinen bitki ekstraktlarindan (Hibiscus sabdariffa, Rosmarinus officinalis, Salvia
officinalis) vererek transaminaz diizeylerinde yiikselme olmadigini gostermis, bu
bitkilerin hepatoprotektif oldugunu belirtmislerdir (136). Ancak bu caligmalarda,
karaciger hasarlanmasin1 6nlemek amaciyla kullanilan tiim bitkisel maddelerin gereg
ve yontem zorluklart oldugu gibi kullanimlar1 da pratik degildir. Capparis ovata ise,
tomurcuk ve ¢igeklerinden hazirlanmis igime hazir demlik posetleri bulundugundan,

taginabilirlik ve hazirlama kolaylig1 gibi tercih sebepleriyle 6ne ¢ikmaktadir.

Klinik uygulamalarda 6-MP kullanan 16semi hastalarinda karaciger toksisitesi
gelistigini vurgulayan pek c¢ok c¢alisma mevcuttur (56,59,61). Bunun disinda
enflamatuvar bagirsak hastaligi (EBH) nedeniyle 6-MP tedavisi goren hastalarda da
caligmalar yapilmistir. Enflamatuvar bagirsak hastaligi olup 6-MP kullanan eriskin
hastalarda % 3.5-4.5 oraninda hepatit gelistigi, AST ve ALT diizeylerinde 3-4 kat
artis olustugu bildirilmistir (137,138). Yine EBH nedeniyle 6-MP kullanan 786
eriskin hastada yapilmis retrospektif bir ¢calismada ALT, AST yiiksekligi gézlenmis,
bu yiikseklik dozun diisiiriilmesiyle spontan olarak diizelmis, ancak olgularin % 3-

4’iinde kalic1 yiikseklik saptanmistir (139). Biz calismamizda, onceden yapilmis
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deneysel arastirmalardaki doz uyumunu da goz oniinde bulundurarak, 6-MP’yi giinde

5 mg. olacak sekilde ve gavaj yoluyla uyguladik (140-143).

Boylece kullandigimiz 6-MP dozunun deneysel hepatotoksisite olusturmadaki

uygunlugunu ve bunun literatiirle de uyumlu oldugunu gostermis olduk.

Capparis tiirlerinin antioksidan ve karaciger koruyucu etkileri onceden
yapilmis bazi ¢alismalarda gosterilmistir (93,95,114-117,119,129), immiin-stimiilan
etkinligi de vurgulanmistir (119,124). Capparis tiirii bitkiler tarih boyunca analjezik
ve antienflamatuvar Ozellikleri nedeniyle kullanilmis olup, son zamanlarda
antioksidan ajan arayislariyla deneysel ¢alismalarda yer almaya baglamistir. Fakat
literatiirde tiyopiirin toksisitesine kars1 Capparis tilirlerinin koruyuculugunu irdeleyen
az sayida calisma bulundugundan, arastirmamiz ayrica dnem kazanmaktadir. Bu
calismada capparis’in karaciger hasarin1 Onleyici etkisini gosterebilmek amaciyla,
Tiirkiye’de ozellikle Akdeniz ve Ege bolgesinde yabani olarak yetisen Capparis
ovata 1simli tiiriini kullandik. Deney sonunda 6-MP grubunda gozlenen AST, ALT
yiiksekliginin 6-MP/CAP grubunda olmadigim1 goézlemledik. Calismamizda 6-
Merkaptopiirin grubunda deney baslangicinda sirasiyla 146.7+£38.6 ve 33.1£10.0
olan AST, ALT degerleri, deney sonunda 286.6+39.1 ve 98.9+11.9 olarak
yukselmisti. 6-MP/CAP grubunda ise deney baslangicinda sirasiyla 154.3+69.2 ve
40.8+15.5 olan AST, ALT degerleri deney sonunda 137.3+47.9 ve 33.7+6.9 olarak
bulundu. Bu sonuc¢larimiz C. ovata’nin 6-MP’nin toksik etkilerine karsi, karaciger

hasarlanmasini 6nledigini gosteriyordu.

6-Merkaptopiirin’in hepatositlerde rediikte glutatyon, katalaz, GSH-Px ve
hepatik TAK’ta diismeye, bunlarin yan1 sira okside glutatyon ve MDA diizeylerinde
ise yilikselmeye neden oldugu pek ¢ok ¢alismada bildirilmistir (56-59,65,144). Petit
ve ark. insan ve rat hepatosit kiiltiiri kullanarak yaptiklar1 c¢aligmada, 6-MP
uygulandiktan 24 saat sonra karaciger dokusunda SOD, GSH-Px, GSH ve ATP
diizeylerinin azaldigim1 gostermistir (140). Amin ve ark. ratlarda azotiyopiirin ile
olusturduklart AST, ALT, MDA yiikselmesini antioksidan o6zellikleri bilinen bitki
ekstraktlart kullanarak (Hibiscus sabdariffa, Rosmarinus officinalis, Salvia
officinalis) Onlemislerdir. Aym1 calismada SOD, katalaz, GSH-Px ve glutatyon

seviyelerinde yiikselme saglayarak, bu bitkilerin hepatoprotektif oldugunu
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savunmuslardir (136). Calismamizda, ratlarin deney Oncesi ve sonrasi alinan kan
orneklerinde 6-MP grubunda antioksidan enzim diizeylerinde (SOD, GSH-Px,
katalaz) diisme, lipid peroksidasyon firiinii olan MDA diizeylerinde ise yiikselme
gbzlendi. Nitekim 6-MP grubunda deney baslangicinda sirasiyla 3356.3+£839.5,
5604.7+£2257.7 ve 180.9425.1 olan SOD, GSH-Px, katalaz degerleri, deney sonunda
1667.7£1257.8, 1205.1£679.2 ve 151.5£36.0 olarak diismiistii. MDA diizeyleri ise
baslangigta 2894.9+1515.5 iken deney bitiminde 5122.4+1530.2 idi. Buna karsin 6-
MP/CAP grubunda GSH-Px, katalaz, SOD diizeylerinde diisme olmadi ve MDA
diizeyinde yiikselme goézlenmedi. Aksine bu grupta GSH-Px ve SOD diizeyleri
baslangi¢ degerlerine gore yiikselirken, MDA baslangi¢ degerine gore diistii. Ayrica
CAP grubunun deney sonu GSH-Px, SOD, katalaz diizeyinde deney baslangicina
gore ylkselme, MDA diizeylerinde ise diisme saptandi. Bu bulgularin 1s18inda C.
ovata’nin antioksidan enzim diizeylerinde yiikselme yaparak lipid peroksidasyonunu

onledigi ve boylece karaciger hasarlanmasininin 6niine gectigi gosterilmis oldu.

Daha oOnceki caligmalarda gosterildigi gibi tiyopiirin tiirevleri karaciger
hepatositlerinde antioksidan enzim seviyeleri ve ATP’de diisme, MDA, okside
glutatyon, TNF-alfa ve caspase-3 seviyesinde ise artisa neden olmaktadir. Bu
etkilerle de hepatik siniizoidlerde dilatasyon, enflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
hemoraji, nekroz, peliosis hepatis, venookluziv hastalik ve nodiiler rejeneratif
nekroza yol acabilmektedir (56-59,65,144). El Beshbishy ve ark. azotiyopiirin verilen
ratlarin karaciger hiicrelerinde olusan apoptozis ve oksidan stresin yesilcay ile
engellendigini bildirmislerdir (58). Habnen ve ark. ALL nedeniyle 6-MP tedavisi
gbren 16 cocuga tedavi bitiminde perkiitan karaciger biyopsisi yaparak, 6-MP’nin
karaciger dokusunda fibrozis ve yagh degisikliklere yol actigin1 histopatolojik olarak
saptamiglardir (145). Ayni calismada eritrositlerde 6-MP diizeyine de bakarak,
karaciger hasar1 ile eritrositlerde biriken ilag diizeyi arasinda iliski olmadigini
gostermislerdir. Sun ve ark. ratlara 6-MP ve MTX ile birlikte aktif hegsoz bilesimi
vererek, karaciger hasarlanma ylizdesinde anlamli gerileme oldugunu histolojik
diizeyde saptamis ve aktif hegsoz bilesiminin hepatoprotektif oldugunu

savunmuslardir (135).

Bizim ¢aligmamizda karaciger dokusundan hazirladigimiz homojenatta

antioksidan enzimlerle MDA diizeylerine bakildi ve 6-MP grubunda diger gruplara



54

gore SOD, GSH-Px, katalaz diizeylerinde diisme, MDA diizeylerinde ise ylikselme
oldugu gosterildi. 6-MP grubunda deney bitiminde sirasiyla 2.3+£2.2, 3.7+1.6 ve
0.03+0.03 olan SOD, GSH-Px, katalaz degerleri, 6-MP/CAP grubunda 12.4+1.4,
14.6+7.6 ve 0.09+0.05 olarak bulundu. MDA diizeyleri ise 6-MP grubunda 25.4+6.0
iken, 6-MP/CAP grubunda 11.544.0 idi. Bu sonuglar dogrultusunda 6-MP’nin
antioksidan enzim defansin1 bozarak, karaciger hiicreleri {izerine toksik etki
gosterdigini diisiindiik. Ayn1 sekilde olusan reaktif oksijen tlirevlerinin yaptig1 lipid
peroksidasyonu sonucunda da MDA diizeyinde yiikselme oldugunu belirledik. Buna
karsin 6-MP/CAP grubunda antioksidan enzim (SOD, CAT, GSH-Px) diizeylerinde
azalma olmadigimmi gordiikk. Boylece C. ovatanin antioksidan etki olusturarak
karaciger dokusunu reaktif oksijen tiirevlerine karsi korumada etkin oldugunu

gostermis olduk.

Karaciger dokusunun histolojik incelemesinde, 6-MP verilen grupta
enflamasyon, bagdoku artisi, nekroz belirteci olan higroskopik cekirdek oraninda
artis saptadik. Doku hasarmin tipik gostergeleri olan bu bulgulara 6-MP/CAP
grubunda daha az yogunlukta rastladik. Bu sonuglarla C. ovata’nin karaciger
dokusunda enflamasyonu ve nekroz olusumunu azalttigini1 gérdiik. Ayrica apopitozisi
degerlendirmek i¢in yaptigimiz caspase-3 ile boyama sonucunda 6-MP grubunda
anlaml olarak yogun boyanma, 6-MP/CAP grubunda ise diisiik diizeyde boyanma
saptadik ve C. ovata’nin karaciger hiicrelerini apopitozise karst da korudugunu

gosterdik.

Tiyopiirinlerin kemik iligi iizerinde yaptiklar1 miyelotoksisite, ilacin metil
tirevleri tarafindan olusturulmaktadir. 6-Merkaptopiirin’e bagl gelisen baslica
hematolojik yan etkiler ndtropeni, anemi ve trombositopeni olarak bilinmekle
beraber, klinikte en sik gdriilen yan etki 16kopenidir (146,147). 2010 yilinda Cin’de
ALL tedavisi goren 133 cocuk iizerinde yapilmis bir caligmada, olgularin % 46’sinda
ciddi graniilositopeni goriilmiistiir (61). Kim ve ark. enflamatuvar bagirsak hastaligi
nedeniyle 6-MP tedavisi almis ¢ocuk hastalar iizerinde yaptiklart retrospektif
calismada, tiyoplirin S-metil transferaz (TPMT) enzim aktivitesinin yoklugunun
l6kopeni riskini arttirdigini, Higgs ve ark. da TPMT enzim aktivitesinin orta dereceli
olusunun kemik iligi depresyonu ile iligkili oldugunu gostermislerdir (62,63). Biz bu

calismada deney baslangic1 ve bitiminde ratlardan hemogram alarak, 6-MP’nin
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kemik 1iligi lizerindeki toksik etkilerini de degerlendirdik. Arastirmamizin sonunda 6-
MP  grubunda deney  baslangicinda  sirasiyla  6.6£2.0x10°3/uL  ve
775.3€127.0x1073/uL olan I6kosit ve trombosit sayilarinin, deney sonunda
2.3£1.3x1073/uL ve 615.9+130.1 x10°3/uL degerlerine diistiigiinii gordiikk. Buna
karsin 6-MP/CAP grubunda ise deney baslangicinda sirastyla 8.2+2.0x10"3/uL ve
752.1+£173.5x  10"3/uL olan I6kosit ve trombosit sayilari, deney sonunda
8.1+2.0x10"3/uL ve 708.7+170.1x10°3/uL degerlerinde bulundu. Sonugcta, literatiire
benzer sekilde 6-MP verilen grupta 16kopeni ve trombosit sayisinda anlamli diigme
gelistigini, 6-MP/CAP grubunda 16kosit sayisinin diismedigini, ancak trombosit
sayisindaki diisiikliigiin devam ettigini gozlemledik. Bu bulguya dayanarak C.
ovata’nin, 6-MP’nin olusturdugu lokopeniyi Onledigini, trombosit sayisindaki

azalmaya kars1 ise etkili olmadigini tespit ettik.

Gliniimiizde ¢ocukluk cagi kanserlerinin tedavisinde modern kemoterapi
yontemleri basariyla uygulanmaktadir. Ozellikle akut 18semilerde ve bazi lenfoma
tiplerinde basar1 oranlar1 oldukga yiiksek olup, giincel tedavilerin alternatifsiz oldugu
goriilmektedir. Bu acidan bakildiginda kemoterapi protokollerinde giincelleme
ve/veya degisiklige gidilmesinden ¢ok, mevcut ilaglarin yan etkilerini azaltarak

tedavilerin kesintisiz stirdirilmesi hedeflenmektedir.

Genel olarak klinik uygulamalarda ilaca bagli karaciger hasar1 gelistiginde en
stk bagvurulan yol ilacin kesilmesinden ibaret olup, bu yontem kanser tedavisinde
niiks gibi ¢ok olumsuz bir tablo ile sonuglanabilmektedir. Diger yandan ila¢ yan
etkilerini azaltma ve Onlemede kullanilacak metotlarin da organizmaya hasar
vermeden bu islevi yerine getirmesi ¢ok Onemlidir. Calismamizin sonuglarina
bakildiginda C. ovata’nin bu konuda iyi bir secenek oldugu ortaya c¢ikmaktadir.
Gerek kanser tedavisinde, gerekse farkli bir endikasyonla 6-MP verilen hastalarda
ilag yan etkilerini onleyerek tedavinin araliksiz siirdiiriilebilmesi i¢in Kaparinin
pratik uygulamalarda yer almasi diisiiniilebilir. Sonug olarak C. ovata 'nin 6-MP’ye
bagli gelisen karaciger hasarim1 onlemede etkin oldugunu gosteren ¢alismamiz, bu
konuda yapilan ilk deneysel arastirma oldugundan literatiire yapacagi katki da

olduk¢a 6nemlidir.
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OZET

6-Merkaptopiirin ile Olusturulan Deneysel Hepatotoksisite ve Oksidatif Stres
Uzerine Capparis Ovata’nin Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi

6-merkaptopiirin, riboniikleotide doniistiiriilerek piirin sentezini inhibe eden
oral piirin analogudur. Cocukluk caginda kanser kemoterapisi ve immiinsiipresif
tedavi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Klinik kullanimini kisitlayan en
onemli yan etkisi hepatotoksisite ve kemik iligi depresyonudur. Bu caligmada 6-
MP’nin karaciger dokusunda olusturdugu toksisiteye karsi antioksidan bir bitki olan
Capparis ovata’nin koruyucu etkileri arastirildi. Ratlar “kontrol” (n:8), “6-MP”
(n:10), “CAP” (n:10) ve “6-MP/CAP” (n:10) gruplar1 olmak iizere dort gruba ayrildi.
Ondort giin boyunca kontrol grubuna serum fizyolojik, 6-MP grubuna sadece 6-MP,
CAP grubuna sadece C. ovata, 6-MP/CAP grubuna ise 6-MP ve C. ovata birlikte
uygulandi. Deney 15. giinde sonlandirilarak kanda biyokimyasal, karaciger
dokusunda biyokimyasal ve histopatolojik analizler yapildi.

Deney sonunda doku ve kan Orneklerinde 6-MP grubunda SOD, GSH-Px,
katalaz diizeyleri diisiik, MDA ise yiiksek olarak saptandi (p<0.005). 6-MP/CAP
grubunda ise antioksidan enzimlerde diisme, MDA degerinde ise yiikselme
saptanmadi (p<0.005). Ayni sekilde 6-MP grubunda transaminaz yiiksekligi
gelisirken, 6-MP/CAP grubunda yiikselme saptanmadi (p<0,05). Hemogramda ise 6-
MP grubunda beyaz kiire ve trombosit sayilar1 diiserken, 6-MP/CAP grubunda beyaz
kiirede diisiikliik saptanmadi (p<0.005). Bu bulgular 6-MP’nin lipid peroksidasyonu
ve serbest oksijen radikallerinin sentezini artirip, antioksidan enzim etkinligini
azaltarak hepatotoksisite ve kemik iligi depresyonuna yol actigimi, Capparis
ovata’nin histopatolojik ve biyokimyasal diizeyde hepatotoksisiteyi Onledigini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Capparis ovata, ilacin indiikledigi hepatotoksisite, 6-
merkaptopiirin
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ABSTRACT

Protective effects of Capparis ovata on experimental 6-mercaptopurine
hepatotoxicity and oxidative stress in rats.

6-Mercaptopurine (6-MP) is an oral purin analogue which inhibits the purine
synthesis via being converted to ribonucleotide. 6-MP is being widely used in cancer
chemotherapy and immunosuppressive therapy. The major side effects which limit
the clinical practice of 6-MP are hepatotoxicity and bone marrow suppression. In this
study, the protective effect of Capparis ovata (CAP) which is an antioxidant plant,
against to the hepatotoxicity of 6-MP is investigated. The experiment animals (rats)
were divided to 4 groups as “control” (n=8), 6-MP (n=10), C. ovata (n=10) and 6-
MP/CAP respectively. Serum physiologic was given to the control group, while 6-
MP group received only 6-MP; C. ovata group received only C. ovata and the 6-MP-
C. ovata group received both C. ovata and 6-MP during the study period of 14 days.
On the fifteenth day, biochemical tests in blood besides the histopathological and
biochemical analyses in liver tisssue were performed after the study was terminated.

SOD, GSH-Px, catalase levels were low and MDA was high in blood and
tissue samples of 6-MP group at the end of the study (p<0.05). There were neither
any decrease in antioxidant enzyme levels nor any increase in MDA levels in 6-
MP/CAP group(p<0.05). Transaminase levels were high, thrombocyte and leukocyte
levels were low in 6-MP group, despite normal transaminase levels and normal
leukocyte levels which was observed in 6-MP/C. ovata group(p<0.05). These
findings reveal that C. ovata prevents the biochemical and histopathological
hepatotoxicity and bone marrow suppression which was induced by 6-MP via
increasing the lipid peroxidation, synthesis of free oxygen species and decreasing the
antioxidant enzyme activity.

Key Words: Capparis ovata, drug-induced hepatotoxicity, 6-mercaptopurine
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