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OZET

SICANLARDA SIKLOFOSFAMID UYGULAMASINA BAGLI TESTIS
HASARININ ONLENMESINDE VE/VEYA TEDAVI EDILMESINDE
BERBERIN’IN ETKIiSI

Calismamizda sicanlarda farkli dozlarda oral berberin uygulamasinin
intraperitoneal (i.p.) uygulanan siklofosfamide (CP) bagh testis hasar: lizerine
koruyucu ve/veya terapotik etkisi incelenmistir. Bu amagla toplam 40 adet
Sprague-Dawley erkek sican her grupta 8er hayvan olacak sekilde 5 gruba
ayrilmistir. Kontrol grubuna 14 giin boyunca SF oral olarak uygulanmigtir.
Kontrol grubuna 8.glin 1.p. SF uygulanmistir. CP, ber75, ber150, ber300
gruplarina ise 8. giinde 200 mg/kg tek doz 1.p. CP enjeksiyonunun éncesinde 7
glin ve sonrasinda 7 giin olmak tizere, CP grubunda SF ve tedavi gruplarinda
da 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozlarinda berberin gavaj yoluyla
uygulanmigtir. Son tedavi dozundan 24 saat sonra genel anestezi ve 6tenazi
sonrasinda hayvanlarin testis dokular:i alinmis ve birisi histolojik inceleme ve
immunohistokimyasal apoptoz degerlendirmesi i¢in digeri de homojenat
hazirlamak icin kullanilmigtir. Morfometrik 6l¢ciimler i¢cin viicut agirhiklar: ve
testis agirhiklar1 degerlendirilmigtir. Testis homojenatinda oksidatif stres ve
sitokin diizeyleri degerlendirilmistir. Calismamizda CP viicut agirhigi ve testis
agirliginda 6nemli bir degisiklige sebep olmamaig, berberin tedavisi ise viicut
agirhigini anlamli 6l¢tide azaltmistir. Yine oksidatif stres belirtecleri ve sitokin
diizeyleri acisindan anlamli bir degisiklik gozlenmemis olmakla birlikte
histolojik olarak CP verilen grupta dejeneratif degisiklikler ve apoptotik
bulgular oldugu ve bu bulgularin berberin tedavisi ile artan dozlarla birlikte
artacak sekilde iyilestigi saptanmistir. Sonug olarak, bu ¢alismada berberin
tedavisinin CP ile olusturulan testis hasari1 tizerine oksidatif stres ve
inflamasyon aracili olmaktan ziyade anti-dejeneratif ve anti-apoptotik etkiler

gosterdigl saptanmagtar.

Anahtar kelimeler: Berberin, siklofosfamid, sican, testis hasar
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SUMMARY

THE EFFECT OF BERBERINE ON THE PREVENTION AND / OR
TREATMENT ON CYCLOPHOSPHAMIDE INDUCED TESTICULAR
DAMAGE IN RATS

In our study, the protective and/or therapeutic effect of oral berberine
treatment in different doses on cyclophosphamide-induced testicular injury
was investigated in rats. For this purpose, a total of 40 male Sprague-Dawley
rats were divided into 5 groups with 8 animals in each group. The control
group was administered orally in SF for 14 days. Saline solution was applied
to control group by ip on day 8. In CP, ber75, ber150 and ber300 groups, 200
mg / kg single dose of i.p CP was administered on Day 8 with administering
SF, 75 mg / kg, 150 mg / kg and 300 mg / kg berberine by oral gavage for 7
days before and after the CP injection, respectively. After 24 hours of the last
treatment dose, testicular tissues were removed in animals under general
anesthesia and after euthanasia, and then one was used for histological
examination and immunohistochemical apoptosis evaluation and the other
was used to prepare testis homogenate. Body weights and testis weights were
evaluated for morphometric measurements. Oxidative stress and cytokine
levels were evaluated in testis homogenate. In our study, CP did not cause a
significant change in body weight and testis weight, whereas berberine
treatment significantly decreased body weight. Although no significant change
was observed in terms of oxidative stress markers and cytokine levels,
degenerative changes and apoptotic findings were found in the CP group;
which were improved significantly with increasing doses of berberine
treatment. In conclusion, in this study, it was found that treatment with
berberine showed anti-degenerative and anti-apoptotic effects rather than
affecting oxidative stress and inflammatory pathways in CP-induced testicular

damage.

Key words: Berberine, cyclophosphamide, rat, testicular injury
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1. GIRIS VE AMAC

Siklofosfamid (CP) over, meme ve kii¢lik hiicreli akciger karsinomlar: gibi
cesitli epitelyal tiimorlerin yani sira bazi hematolojik malignitelerin
tedavisinde (Emadi, Jones, Brodsky, 2009) ve ayrica greft reddinin 6nlenmesi
ile baz1 kronik otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilan immun
baskilayici bir ajandir (Ghobadi, Moloudizargari, Asghari & Abdollahi, 2017).
Etkinlik gostermesi i¢in enzimatik biyoaktivasyon gerektiren inaktif bir 6n
ilag olan CP enzimatik reaksiyonlar sonucunda fosforamid hardali ve

akroleine dontiiserek etkinlik kazanir.

Siklofosfamidin aktif alkilasyon ajani olan fosforamid hardali, DNA’da
guaninin azot ve oksijen atomlarina alkil gruplarinin eklenmesine neden
olmaktadir. Olusan alkillenmis guanin, sitozin i¢in afinitesini yitirmekte ve
DNA capraz baglanmasina yol ac¢maktadir. DNA ipliklerinin c¢apraz
baglanmas1 hiicre bliyimesine, mitotik aktivitenin farklilagmasina ve
fonksiyonunun bozulmasina neden olmaktadir (Vernet, Aitken, Drevet, 2004;
Ponticelli, Escoli, Moroni, 2018). Bu da DNA replikasyonu ve
transkripsiyonunda bozulmaya yol acmaktadir. CP’nin diger aktif metaboliti
olan akroleinin hemorajik sistite ve testiste apoptotik degisikliklerle birlikte
insan fertilitesine olumsuz etkilerinin goérildigi calismalar bulunmaktadir
(Turk, Sakin, Sénmez, Atessahin, 2010; Drumond, Wang, Chiarini-Garcia,
Eras-Garcia, Meistrich, 2011). Bunlarin haricinde CP uygulamasina bagh
olarak testis agirliklarinda azalmalarin oldugu calismalar da mevcuttur
(Ghobadi, Moloudizargari, Asghari & Abdollahi, 2017). CP testisin germinal
epitelinin aplazisini, sonucta oligospermiyi ve hatta azospermiyi indikleyebilir
(Latta, von Schnakenburg, Ehrich, 2001). Ayrica CP maruziyetinden sonra
sperm konsantrasyonunda ve hareketliliginde belirgin bir azalma goriilen
calismalar da vardir (Ghobadi, Moloudizargari, Asghari & Abdollahi, 2017).
Bunun mekanizmalari DNA hasarinin indiiksiiyonunu, proteinlerde kritik
tiyol gruplarinin peroksidasyonunu, membran lipit peroksidasyonunu,
mitokondride oksidatif stresi ve trikarboksilik asit dongiisiinde yer alan

enzimleri azaltmay1 icermektedir (Selvakumar, Prahalathan, Mythili vd.,



2005). Reaktif oksijen tirlerine (ROS) maruz kalmanmin ATP
konsantrasyonunu ve sperm hareketliligini azalttigini1 gésteren calismalar da

mevcuttur (De Lamirande & Gagnon, 1992).

Obez olmayan diyabetik (NOD) farelerle yapilan bir calismada berberinin
Tumor Nekroz Faktor-a (TNF-a), interlokin-6 (IL-6), interferon-y (IFNy) ve IL-
17 gibi proinflamatuar sitokinlerin tretimini azalttig, IL-10/I1L-18, IL-10/1L-6
ve IL-10/TNF-a gibi anti-inflamatuar/proinflamatuar sitokin oranlarini
arttirdigi, bir baska calismada da antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmigtir
(Maritim, Sanders & Watkins III, 2003; Ceballos-Picot, Witko-Sarsat, Merad-
Boudia vd., 1996; Cui, Qin, Zhang, Gong, Ge & Zang, 2009; Chueh & Lin,
2012). Tim bu calismalar bize testis hasarinda ve/veya oOnlenmesinde
berberinin klinik acidan etkili olabilecegini diisindirmektedir. Bildigimiz
kadariyla berberinin CP 1ile olusturulan testis hasari1 izerine etkisinin
incelendigi bir ¢alisma bulunmadigindan berberinin bu kosullarda etkisinin
arastirilmasi bu calismay1 degerli kilmaktadir. CP uygulamasina bagh testis
hasarinin onlenmesinde ve/veya tedavi edilmesinde berberinin etkilerinin

arastirilmasi calismamizin amacin olusturmaktadair.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siklofosfamid

Hardal gazlarinin periferik kan lenfositlerinde azalmaya neden oldugu
gozlemi azot-hardal tirevlerinin sitotoksik 6zelliklere sahip oldugunun
kesfedilmesine yol agmistir (Arnold, Bourseaux, Brock, 1958). 1958’de Norbert
Brock tarafindan sentezlenen, ilk kez de 1959 yilinda kanser tedavisinde
kullanilan ester yapisinda olan (sekil 2.1) siklofosfamid (CP), hardal alkilleyici
ajanlarin oksazafosfor ailesinin bir Uyesidir (Brock & Wilmanns, 1958;
Madondo, Quinn, Plebanski, 2016). Sitostatik aktiviteyi gostermek igin
enzimatik biyoaktivasyon gerektiren inaktif bir 6n ila¢ olan CP enzimatik
reaksiyonlar sonucunda fosforamid hardali ve akroleine déntliserek etkinlik
kazanir. Klinik kullanima ilk giren antikanser ilaclardan birisi olan CP
antineoplastik ve immiuinostpresif etkileri nedeniyle yaygin olarak kullanilan
aktif bir alkilleyici ajandir (Brock & Wilmanns, 1958; Ahmed & Hombal,
1984). CP genis bir doz araliginda hem oral hem de parenteral yolla
kullanilabilir. Verilis yolu, doz ve siire genellikle hastaliga gore
belirlenmektedir. Dozlar, 2-6 mg/kg (disiik doz) ile 145 mg/kg’dan (6000
mg/m2) daha buyik dozlara (ylksek doz) kadar degisen genis bir araliktadir
(Ahmed & Hombal, 1984).
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Sekil 2.1. Siklofosfamidin kimyasal yapis1



2.1.1. Endikasyonlari

Siklofosfamid over, meme ve kiigiik hiicreli akciger karsinomlari gibi
cesitli epitelyal tiimérlerin yani sira, malign lenfoma ve l6semi dahil olmak
tuzere hematolojik malignitelerin tedavisinde de oldukg¢a etkili bir ilagtir
(Emadi, Jones & Brodsky, 2009). Immiinosiipresif etkisi nedeniyle greft
reddinin 6nlenmesi, romatoid artrit, myastenia gravis, multiple skleroz (MS)
ve sistemik lupus eritmatozus (SLE) gibi kronik otoimmin hastaliklarin
tedavisinde de oral yoldan kullanilmaktadir (Ghobadi, Moloudizargari,
Asghari & Abdollahi, 2017).

2.1.2. Farmakodinami

Alkilleyici ajanlarin temel farmakolojik aktivitesi, esas olarak DNA
ipliklerini c¢apraz baglayarak hiicre biliyimesinin, mitotik aktivitenin,
farklilasmanin ve fonksiyonunun bozulmasi tizerinedir (Vernet, Aitken,
Drevet, 2004). CP’nin aktif alkilasyon ajani, fosforamid hardalidir (Ponticelli,
Escoli, Moroni, 2018). Aktif metabolit olan fosforamid hardali, DNA
niikleotitlerini olusturan dort azot bazindan biri olan guaninin azot ve oksijen
atomlarina alkil gruplarmin (-CHs(metil), -CaHs(butil) gibi fonksiyonel grup)
eklenmesine neden olur. Alkillenmis guanin, sitozine olan afinitesini yitirir ve
timine baglanir. Bunun sonucunda anormal ciftler olusturarak DNA capraz
baglanmasina yol acar, tek zincir kirilmasina neden olur; boylece DNA
replikasyonunu onler ve hiicre apoptozuna sebep olur (Ponticelli, Escoli,
Moroni, 2018; sekil 2.2). Molekiilde olusan 1iki reaktif kisim nedeniyle,
iplikcikler arasi capraz baglar olusur (Fleer & Brendel, 1981). Bu nedenle
CPnin etkileri hiicre donglisinden bagimsizdir. Boélinme evresindeki
hiicrelere kars1 belirgin bir etki gosterir ve ayn1 zamanda hareketsiz hiicreleri
de alkilleyebilir. Bununla birlikte, cogalma yapmayan hiicrelerde alkilasyon
surecinde, DNA hasar1 bir sonraki hiicresel boélinmeden o6nce onarim
sistemleri (anormal bazlarin c¢ikarilmasi ve degistirilmesi dahil) ile

dizeltilebilir.
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Sekil 2.2. Siklofosfamidin etki mekanizmasi (Ponticelli vd., 2018)

Bagisiklik sistemi genellikle, kanser hiicrelerini, hiicre ytizeyindeki MHC
proteinleri yoluyla “yabanci” olarak tanimlayarak kanseri onler ve dogal
oldirtici  hiicreler (NK), sitotoksik T Thiicreleri ve digerleri gibi
immiinokompetan hiicreler tarafindan saldiriya ugrar (Candeias & Gaipl,
2016). Fakat hem T hem de B lenfositleri, CPnin etkilerine duyarhdir. Ilag
ozellikle B hicrelerinin sentezledigi antikor liretimini azaltmada etkilidir.
Fosforamid hardali sadece diisuik diizeylerde aldehit dehidrojenaz iceren
hiicrelerde olusturuldugundan T hiicreleri aldehit dehidrojenazin farkl
ekspresyonu 1ile iligkili olarak CPye karsi farkli duyarlhihik gosterebilir.
Diizenleyici T hiicreleri, artmis aldehid dehidrojenaz ekspresyonuna sahiptir

ve fosforamide direncli hale gelebilir (Ponticelli vd., 2018).
2.1.3. Farmakokinetik

Siklofosfamidin farmakokinetigi ile ilgili cok fazla veri yayinlanmistir.
Calismalarin ¢cogu 1.v. ya da oral yolla, monoterapi ya da kombinasyon tedavisi

seklinde uygulanan ana bilesik tizerine yogunlagmistir.

Siklofosfamidin eliminasyon, yarilanma omri genis bir konsantrasyon
araliginda (5-9 saat arasinda) degismektedir. Plazma yar1 émri ¢ocuklarda ve
geng erigkinlerde yetigkinlere gore artmig Sitokrom P (CYP) aktivitesinin bir
sonucu olarak daha kisa bulunmustur. CP’nin total sistemik klirensi, biiylik
kismi nonrenal klirens olmak tizere 4-5 L/saattir. CP plazma proteinlerine
disiik oranda baglanmakta ve renal klirensinin disik olmasi, tiibiler
reabsorpsiyonunun fazla olmasindan kaynaklanabilmektedir (Jardine,

Fenselau, Appler vd., 1978; Bagley, Bostick, DeVita, 1973; Jarman, Milsted,



Smyth vd., 1979; Edwards, Calvert, Crowther vd., 1980; Juma, Rogers,
Trounce, 1979a; Juma, 1984). CP’nin renal klirensinin ise idrar miktarina
baghh oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla fazla hidrasyon renal klirensini
artirabilmektedir (Busse, Busch, Bohnenstengel vd., 1997; Joqueviel, Martino,
Gilard vd., 1998). Yirmidort saatlik idrar miktar1 ile idrarda saptanan
degismemig CP fraksiyonu arasinda anlamli bir iligki rapor edilmistir (Busse,
Busch, Schweizer vd., 1999). CP’nin sanal dagilim hacmi total viicut sivisina

denk gelecek sekilde 30-50 L’dir.

En son calismalar CP’nin metabolitleri olan; 4-hidroksisiklofosfamid,
fosforamid hardal, 2-dikloroetilsiklofosfamid, 4-ketosiklofosfamid,

alkofosfamid ve karboksifosfamidin plazma farmakokinetiginden bahsetmigstir:
2.1.3.1. Emilim

Siklofosfamidin 5 dk-2 saat gibi kisa stireli 1.v. inflizyonundan sonra, 4-
hidroksisiklofosfamid, fosforamid hardali, 2-dikloroetilsiklofosfamid ve
alkofosfamid siwrasiyla 0,5-3 saat, 3-6 saat, 8-15 saat ve 4 saatte maksimum
diizeye ulasir. Oral yolla uygulandiginda absorpsiyonu iyidir; 1-3 saatte
maksimum diizeylere ulasir ve oral biyoyararlanimi %85-100’diur (Bagley,
Bostick, DeVita, 1973; Juma, Rogers, Trounce, 1979; D’Incalci, Bolis,
Facchinetti vd., 1979; Gheuens, Slee, De Bruin, 1990; Struck, Alberts,
Hornevd, 1987, Wagner & Feneberg, 1984). Oral verilmesiyle olusan
metabolizma kalibi, 1.v. infiizyonla verilene benzer. Yapilan bir calismada CP
ayni dozlarda oral ve i.v. yolla verildiginde 4-hidroksisiklofosfamid ve
fosforamid hardalinin benzer maruziyetler gosterdigi sonucuna varilmistir

(Struck, Alberts, Horne vd., 1987).
2.1.3.2. Dagilim

Siklofosfamid ve metabolitlerinin viicut sivilarina dagilimi sinirhidir.
Beyin omurilik sivisinda (BOS) fosforamid hardali ve CP saptanirken,
karboksifosfamid ve 2-dikloroetilsiklofosfamid bulunamamistir (Jardine,
Fenselau, Appler vd., 1978; Yule, Price, Pearson vd., 1997; Fuks, Egorin,
Aisner vd., 1981). Tukuriikteki CP konsantrasyonlar: plazmadaki serbest CP

diizeyleri ile ayni bulunmustur (Juma, Rogers, Trounce, 1979).
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Siklofosfamid ve metabolitlerinin farmakokinetik profilleri yapilan
calismalarda buyuk farkhliklar gostermektedir. Hastalar arasindaki
metabolik farkhliklar; 4-hikroksilasyon, N-deklorometilasyon ve CP’nin renal
eliminasyonu arasindaki dengenin degismesi yaninda aldehid dehidrojenaz

aktivitesindeki farkliliklar nedeniyle de olabilir.
2.1.3.3. Metabolizma

Siklofosfamid, yaygin olarak hem aktif hem de inaktif metabolitlerine
dontugebilen bir o6n ilactir (Sladek, 1988). Metabolizmas:1 sekil 2.3’de

gosterilmistir.
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2.1.3.3.1. Aktivasyon

Siklofosfamidin oral uygulamadan sonra, absorbsiyon orani ¢ok yliksektir
(Ahlmann & Hempel, 2016). Karaciger CP aktivasyonunda en 6nemli organdair.
Verilen CP dozunun yaklasik %70-801 hepatik mikrozomal oksidazlar
(Sitokrom P450 enzim sistemi) tarafindan agik halkali tautomeri aldofosfamid
ile denge halinde olan 4-hidroksisiklofosfamide dénusturilir (Fenselau, Kan,
Rao vd., 1977; Connors, Cox, Farmer vd., 1974). 4-hidroksisiklofosfamid ve
aldofosfamid genel yontemlerle ayirt edilemediginden, 4-hidroksisiklofosfamid
ismi hem 4-hidroksisiklofosfamid hem de aldofosfamidi belirtmek i¢in
kullamlmaktadir. Insanlarda ozellikle en yiiksek hidroksilaz aktivitesi
gosteren CYP2B6 olmak tzere CYP2A6, CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9,
CYP2C18 ve CYP2C19 dahil gesitli CYP izoenzimlerinin biyoaktivasyona
katkida bulunduklari gosterilmistir (Chang, Weber, Crespi vd., 1993; Xie,
Yasar, Lundgren vd., 2003).

4-hidroksisiklofosfamid kolaylikla hiicrelere diffiize olur ve sitotoksik
degildir (Boyd, Robbins, Egan vd., 1986). Stabil olmadigindan spontan olarak
akroleinin B-eliminasyonu ile fosforamid hardalina ayrisir (Friedman,
Wodinsky, Myles, 1976; Connors, Cox, Farmer vd., 1974; Volker, Drager, Peter
vd., 1974; Alarcon & Meienhofer, 1971). Bu donlisim kismen albiimin ve diger
proteinler tarafindan katalize edilir (Voelker, Bielicki, Hohorst, 1981; Hohorst,
Bielicki, Voelcker, 1986). Fosforamid hardali, bifonksiyonel DNA alkilleyici
ajandir ve CP’nin alkilleyici etkisinden sorumlu olan nihai metabolit oldugu
distunilmektedir (Colvin, Brundrett, Kan vd., 1976; Sladek, 1988; Connors,
Cox, Farmer vd., 1974; Struck, Kirk, Witt vd., 1975). Ancak, dolasimdaki
fosforamid hardali fizyolojik pH’da biliyik oranda iyonize oldugundan ve
hiicrelere giremediginden sitotoksik etkiye katkisi yoktur (Boyd, Robbins,
Egan vd., 1986). Fosforamid hardalinin sadece hiicre-i¢i fraksiyonunun
sitotoksik oldugu digtiiniilmektedir. 4-hidroksisiklofosfamidin hiicrelere
kolayca ge¢mesi ve hiicre i¢cinde fosforamid hardalinin kendiliginden serbest
kalmasindan dolayi, hiicrelere fosforamid hardali veren bir tasiyici molekiil
olarak iglev gorebilir. 4-hidroksisiklofosfamidin sistemik konsantrasyonlar

CPnin intraseliiler aktivasyon durumunu yansitabilir (Sladek, 1988). Ancak,
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CPnin intratiimoral aktivasyonunun intratiimoral CYP enzimleri tarafindan
belirlenmesi muhtemeldir. Eritrositler igindeki yiiksek 4-hidroksisiklofosfamid
konsantrasyonlar1 plazma ile karsilastirnlmistir (Highley, Harper, Slee vd.,
1996; Highley, Schrijvers, Van QOosterom vd., 1997). Eritrositlerin 4-
hidroksisiklofosfamidin timoér dokusuna tasinmasinda araci olduklar
distinulmektedir. Eritrositlerde plazmadan daha yiiksek duzeylerde CP
konsantrasyonlar1 rapor eden c¢alismalara karsin, bazi arastiricilar kan ve
plazmada benzer CP diizeyleri bildirmislerdir (Chen, Kennedy, Anderson vd.,
1997; Anderson, Chen, Colvin vd., 1996).

Akrolein 4-hidroksisiklofosfamidin fosforamid hardalina ayrismasi
sirasinda aciga cikan yuksek oranda reaktif aldehiddir ve muhtemelen
konjugasyon 1ile hicresel glutatyon (GSH) tikenmesine yol acarak CP
kaynakli hiicre hasarimi artirir. Akrolein, idrarda 3-OH merkaptoptrik asit
olarak itrah edilir (Alarcon, 1976). GSH, reaktif elektrofillerin
detoksifikasyonunda rol oynar ve 4-hidroksisiklofosfamidin fosforamid
hardalina donltsimini smnirlayarak hiicreleri toksik etkisinden korur.
Hicresel GSHnin tiikenmesiyle, akrolein CP sitotoksisitesine katkida bulunur
(Crook, Souhami, Whyman vd., 1986; Gurtoo, Hipkens, Sharma, 1981; Lee,
1991). Diger taraftan akrolein DNA’ya kovalent baglanarak DNA iplikcikleri
arasinda ve DNA proteinleri arasinda c¢apraz baglar olusturur (Crook,
Souhami & McLean, 1986). Dahasi1 akrolein, DNA sentezi, RNA
transkripsiyonu, hiicre membran biitiinligi ve metabolizmasi i¢in gerekli olan
kritik proteinleri de inaktive eder (Gurtoo, Hipkens, Sharma, 1981). Ornegin,
CP verilmesinden sonra akroleinin CYP enzim miktarimi ve aktivitesini

azalttig1 gosterilmistir (Marinello, Gurtoo, Struck vd., 1978).

2.1.3.3.2. N-dekloroetilasyon

Siklofosfamid yan zincir oksidasyonu ile dogrudan inaktif metaboliti 2-
diklorooetilsiklofosfamide dontisiir. Bu reaksiyon, 6zellikle CYP3A4 tarafindan
katalize edilir ve  kloroasetaldehit ile esit molar miktarda
dikloroetilsiklofosfamid olusur (Connors, Cox, Farmer vd., 1974; Ren, Yang,

Kalhorn vd., 1997; Huang, Roy, Waxman, 2000; Yu & Waxman, 1996;



Bohnenstengel, Hofmann, Eichelbaum vd., 1996). CP’nin %5inden az1 bu
sekilde idrarla atilir (Boddy, Furtun, Sardas vd., 1992; Yule, Boddy, Cole vd.,
1995). Ancak, deklorooetilasyon ve birlikte kloroasetaldehid olusumu, CP’nin
bir izomeri olan ifosfamidin eliminasyonunda o6nemli rol oynar.
Kloroasetaldehidin direkt sitotoksik oldugu in vivo ve in vitro ¢alismalarda
gosterilmistir (Borner, Kisro, Bruggemann vd., 2000; Bruggemann, Kisro &
Wagner, 1997). Ayrica, ifosfamid ic¢in gosterilenlerle benzer bir sekilde
kloroasetaldehit, hiicre i¢ci GSHnin tiikenmesine baglh olarak fosforamid
hardalinin sitotoksisitesini artirabilmektedir (Lind, McGown, Hadfield vd.,
1989).

2.1.3.3.3. Detoksifikasyon

Hem 4-hidroksisiklofosfamid hem de aldofosfamid oksidatif reaksiyon ile
geri-donisumsiz olarak 4-ketosiklofosfamid ve karboksifosfamide yikilir
(Struck, Kirk, Witt vd., 1975; Hohorst, Ziemann, Brock, 1971; Takamizawa,
Tochino, Hamashima vd., 1972). Her iki metabolitin de alkilleyici 6zelligi
yoktur ve toksisiteye katkida bulunmazlar. Aldofosfamidden karboksifosfamid
olusumu CPnin en o6nemli metabolik detoksifikasyon yoludur. Aldehid
dehidrojenaz-1 enzimi aldofosfamidden karboksifosfamid olusumunda énemli
rol oynayan enzimlerden biridir (Hilton, 1984a; Kohn, Landkamer, Manthey,
Ramsay, Sladek, 1987). En yiiksek aldehid dehidrojenaz-1 dizeyleri
karacigerde bulunur; ancak, eritrositler gibi bircok dokuda da disik
diizeylerde mevcuttur. Aldehid dehidrojenazin katalize ettigi detoksifikasyon
reaksiyonu aldofosfamidin fosforamid hardalina donlisimiini saglayan bir
aktivasyon reaksiyonu ile yarigir. Ilaca maruz kalma sirasinda ortama aldehid
dehidrojenaz inhibitériiniin eklenmesi, hiicrelerin CP’nin sitotoksik etkisine
duyarligin1 artirabilir (Sladek, 1988; Cox, Phillips & Thomas, 1976; Hilton
1984a; Sladek & Landkamer, 1985). Ayrica CP’nin sitotoksik etkisine direncli
timorlerin siklikla aldehid dehidrojenaz-1A11 ya da aldehid dehidrojenaz-
3A1’1 asir1 eksprese ettigi gorilmektedir (Manthey & Sladek, 1989; Moreb,
Schweder, Suresh vd., 1996; Sreerama & Sladek, 1993; Yoshida, Dave, Han
vd., 1993; Hilton, 1984). CP verilmesini takiben aldofosfamidin

karboksifosfamide dontisim hizinda yavaslama 1ile sonuclanan aldehid
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dehidrojenaz-1A1 aktivitesinde bir azalma oldugu goézlenmistir (Ren, Kalhorn,
McDonald vd., 1998). Bu, akrolein tarafindan aldehid dehidrojenaz-1'in
deaktivasyonuna baghdir (Ren, Kalhorn & Slattery, 1999).

Karboksifosfamidin oksidasyonu yaninda, aldofosfamid bir aldorediiktaz
ile alkofosfamide indirgenir (Parekh & Sladek, 1993). Aldofosfamidin sadece
kiigik bir kisminin detoksifikasyonunu saglayan bu reaksiyon geri-
dontsimlidiar (Dockham, Sreerama & Sladek, 1997). Alkol dehidrojenaz 4-
hidroksisiklofosfamidin oksidasyonunda rol alir ve onun 4-ketosiklofosfamide

donlisimint saglar.

4-hidroksisiklofosfamid, fosforamid hardal1 ve akroleinin
detoksifikasyonu spontan gelisen ya da Glutatyon-S-transferaz (GST) enzimi
aracilig: ile gerceklesen intraseliler GSH konjugasyonu ile saglanir (Crook,
Souhami, Whyman vd., 1986; Richardson & Siemann, 1995; Dirven, Van
Ommen, Van Bladeren 1994; Peters , Jollow & Stuart, 1991; Gamcsik, Dolan,
Andersson vd., 1999; D’Incalci, Bonfanti, Pifferi vd., 1998; Tanner, Hengstler,
Dietrich vd., 1997; Alarcon, 1976; Gurtoo, Hipkens & Sharma, 1981; Lee,
1991). Bununla birlikte, bir calismada detoksifikasyon derecesinin bir (kanser)
hiicrenin, GST ekspresyon seviyelerini arttirma ve kemoterapinin indiikledigi
strese bir cevap olarak hiicrede GSH konsantrasyonlarini arttirma yetenegine
baglh oldugu gosterilmistir (Cheng, Kigawa, Minigawa vd., 1997). Azot
hardallari, bu ilaclara karsi diren¢ kazanmis hiicrelerde siklikla asir1 eksprese

edilen GST-a izoenzimler ailesi i¢in iyi bilinen substratlardir (Tew, 1994).
2.1.3.4. Eliminasyon

Siklofosfamid ve metabolitleri Giriner eliminasyon sonucunda tedavinin
baslangicindan itibaren 24 saat igerisinde plazmadan tamamen atilmaktadir
(Ponticelli vd., 2018). Verilen dozun %20’den azi idrarla degismemis olarak
atilir. Total CP dozunun %30-601 CP ve metabolitleri seklinde renal yolla
elimine edilmektedir. Idrarda bulunan temel metaboliti karboksifosfamiddir
(Boddy, Furtun, Sardas vd., 1992; Busse, Busch, Bohnenstengel vd., 1997;
Busse, Busch, Schweizer vd., 1999; Joqueviel, Martino, Gilard vd., 1998; Tasso,
Boddy, Price vd., 1992; Yule, Boddy, Cole vd., 1995; Milsted & Jarman, 1982;
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Hadidi, Coulter, Idle, 1988; Jarman, Milsted, Smyth vd., 1979). Bununla
birlikte, bir ¢alismada idrardaki temel metabolitin fosforamid hardali oldugu
da rapor edilmistir (Chan, Hong, Tutsch vd., 1994). CP’nin ¢ok az bir kismi ise
feces ve solunum yoluyla atilir (Bagley, Bostick & DeVita, 1973).

Calismalar arasinda karboksifosfamid ve fosforamid hardalinin idrarda
saptanmasindaki farkhiliklar, baz1 ¢alismalarda numune igsleme sirasinda ex
VivO olarak meydana gelen reaksiyonlardan kaynaklanabilir.
Karboksifosfamid ve fosforamid hardali idrarda asidik pH’da stabil degildir
(Joqueviel, Martino, Gilard vd., 1998; Yule, Boddy, Cole vd., 1995; Jardine,
Fenselau, Appler vd., 1978; Bagley, Bostick, DeVita, 1973; Baumann, Lorenz,
Jaehde vd., 1999). Numune alma, depolama ve numune 6n islem sirasindaki
bozulmalarin1 hesaba katmamak yanlis 6l¢iimlere neden olabilir. Bu, kismen
karboksifosfamidin idrarla atilmasinda gorilen bireyler aras1 buyluk
degiskenligi de aciklayabilir (Boddy, Furtun, Sardas vd., 1992; Tasso, Boddy,
Price vd., 1992; Yule, Boddy, Cole vd., 1995; Milsted & Jarman, 1982; Hadidi,
Coulter & Idle, 1988). En son yapilan ¢calismalarda idrarda metabolit yikimini
siirlayan ve hatta bireysel metabolitlerin bozunma triinlerini 6lgen kosullar:
iceren siki analitik prosediirler kullanilmistir (Busse, Busch, Bohnenstengel
vd., 1997; Busse, Busch, Schweizer vd., 1999; Joqueviel, Martino, Gilard vd.,
1998; Ren, Kalhorn, McDonald vd., 1998). Bu calismalarda gercekten de

metabolitlerin daha yliksek seviyeleri elde edilmistir.
2.1.4. Farmakogenetik

Bir o6n 1ila¢ olmasi nedeniyle etkinligi i¢cin P450 enzimleri ile
biyoaktivasyonu gereken CP’nin metabolizmasinda rol oynayan enzimlerle
ilgili bircok polimorfizm calismas1 yapilmistir (Pinto, Ludeman & Dolan,
2009). Bununla birlikte, CP’nin metabolizmasinda bircok enzim tira rol
aldigindan, P450 enzimlerini kodlayan genlerdeki olasi polimorfizmlerin
etkilerinin fazla olmasi1 beklenmemektedir. GSTler CP detoksifikasyonunda
onemlidirler. GST-T1, GST-M1 ve GST-P1 polimorfizmlerinin, sagkalim veya
niiks oranlari tzerinde etkili oldugu gosterilmistir (Zhong vd., 2006). Yine

aldehid dehidrojenaz enzimleri (ALDH-1A1 ve ALDH-3A1l), 4-hidroksi-
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siklofosfamidin  hiicre 1i¢i detoksifikasyonunda oOnemlidir ve yapilan
farmakogenetik ¢calismalar bu enzimlerdeki polimorfizmlerin CP toksisitesinde
etkisi oldugunu gostermistir. Halen CP tedavisinden oOnce genotipleme
gerekliligi i¢in net bir oneri bulunmamakla birlikte, GST’de ve aldehit
dehidrojenaz genlerinde polimorfizm i¢in genotiplemenin, CP’nin terapotik
etkinligini arttirmada yararli olabilecegi diisiinilmektedir (Pinto, Ludeman &

Dolan, 2009).
2.1.5. Yan etkileri

Siklofosfamidin  doza-bagli olarak nefrotoksisite, hepatotoksisite,
trombositopeni, anemi, mesane toksisitesi/hemorajik sistit ve testis hasari gibi

ciddi sonucglar dogurabilen yan etkileri gorilebilmektedir.
2.1.5.1. DNA hasart

Akrolein ve fosforamid hardali, CP’nin hiicre sitotoksisitesinden sorumlu
olan aktif metabolitleridir. Her ikisi de sitotoksik alkilleyici ajanlar olmakla
birlikte; fosforamid hardali, hiicre olimiiyle sonuclanan DNA capraz
baglanmasina neden olmaktadir. Capraz baglar, DNA iplikcikleri tizerindeki
notrofilik gruplarla ve fosforamid hardalinin alkil gruplar: arasinda kovalent
baglarla meydana gelmektedir (Springer, Colvin, Colvin, Ludeman, 1998). CP
kaynakli DNA hasarinin bir sonucu olarak apoptozun baglangici, CP dozuna
ve ilaca maruz kalma stiresine baghdir. Insanlar tizerinde yapilan in vitro bir
calismada insan l6semi hiicrelerinin CP metabolitlerine 1 saat maruz kalmasi
sonucunda DNA sarmalinin capraz baglanmasi yavas yavas ortaya cikarken,
DNA proteinler arasi ¢apraz baglanma hemen meydana gelmistir. Bu iki olay
da maruz kalmadan 6 saat sonra maksimuma c¢ikmis ve tamir
mekanizmalarinin baglatilmasi takiben geriye dénmiistiir. Iplikcikler arasi
capraz baglanma olusumunun 50 uM kadar olan CP konsantrasyonu ile dogru
orantili oldugu goralmistir. Daha yiuksek konsantrasyonlarda ise DNA
iplik¢iklerinin kopmaya baslamasiyla DNA capraz baglanmasi azalmigtir
(Crook, Souhami & McLean, 1986). Sican l6semi hiicreler:i tizerinde CP ile
yapilan in wvivo bir c¢alismada ise 50 mg/kg CP intraperitoneal (.p.)

enjeksiyonundan sonraki 1-2 saat icerisinde meydana gelen ve 6-8 saat sonra
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doruga c¢ikan hem DNA proteinler arasi1 capraz baglanma hem de DNA
iplikgikler: arasi ¢apraz baglanma agisindan benzer gozlemler elde edilmigtir
(Wang, Prorok & Vaughan, 1993). Siganlar i¢in minimal CP etkin dozu 25-150
mg/kg arasindadir, yine de 15-250 mg/kg arasinda bir doz araliginda ve ayni
zaman diliminde ne tek sarmal ne de ¢ift sarmal kirilma meydana gelmemistir
(Wang, Prorok & Vaughan, 1993). Veriler, en azindan in vivo olarak, CP’nin
sitotoksisitesinin esas olarak DNA capraz baglanmasindan kaynaklandigini
gostermektedir. DNA  hasarini  onarmak i¢in hiicre dongisiiniin
durdurulmasina neden olan en olimcil unsur zincirler aras1 c¢apraz
baglanmadir. Bu capraz baglar kopmazsa, hiicre dongisinin farkl
asamalarinda apoptoz veya nekroz meydana gelmektedir (Osawa, Davies &

Hartley, 2011).
2.1.5.2. Kemik iligi iizerine etkisi

Hematopoietik sistemin hiicreleri 6zellikle CP’nin toksik etkilerine karsi
duyarhdir. Lokopeni, trombositopeni ve anemiye gore daha sik gorilmektedir.
Intravenéz olarak CP’nin yiiksek doz uygulamasindan sonra, genellikle lkosit
sayisinin en disik oldugu diizeye 8-14 giin sonra ulasilmakta, 18-25 giin
sonra da iyilesme saglanmaktadir. CP ve metabolitleri bobreklerden itrah
edildiginden, bébrek yetmezligi kemik 1ligi toksisitesi riskini artirabilmektedir

(Ponticelli vd., 2018).
2.1.5.3. Cilt ve sac iizerine etkileri

Anagen effluvium hastalarin %5-30'unda goriilmekte ve alopesi kalici
olabilmektedir (Bronner & Hood, 1983). Hiperpigmentasyon nadir olmakla
beraber dis, cilt, mukoza ve tirnaklarda gorilebilmektedir (High, 2013).
Stevens-Johnson sendromu (SJS) dahil olmak tzere ciddi kutandz ilag
reaksiyonlarinin  bildirildigi c¢alismalar bulunmaktadir (Assier-Bonnet,

Aractingi, Cadranel vd.,1996).
2.1.5.4. Fertilite tizerine etkileri

Erkeklerde, CP testisin germinal epitelinin aplazisini, sonugta
oligospermiyi ve hatta azospermiyi indiikleyebilir. Bu komplikasyon doza,
zamana ve yasa baghdir. Idiyopatik nefrotik sendromlu cocuklarda yapilan bir
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metaanaliz ¢calismasinda 250 mg/kg’t gegmeyen kiimilatif dozlarda azospermi
riskinin diisiik oldugu sonucuna varilmistir (Latta, von Schnakenburg, Ehrich,
2001). Yetigkinlerde 168 mg/kg’dan yiiksek kiimiilatif bir doz kullanilmamasi
onerilmistir (KDIGO, 2012).

Kadinlarda CP kullanimi ile amenore ve ovaryum yetmezligi gelisebilir.
Lupus nefritli kadinlarda kiimilatif CP dozu menapoz 6ncesi amenore igin
onemli bir risk faktéridir. Meme kanseri tedavisi icin CP alan kadinlarla
yapilan bir calismada amenoreye neden olan ortalama kiimulatif CP dozu 40’1
yaglardaki kadinlarda 5.2g ve 30’lu yaslardaki kadinlarda 9.3g olarak rapor
edilmigtir (Koyama, Wada, Nishizawa, Iwanaga, Aoki, 1977).

Siklofosfamid maruziyetinden sonra sperm konsantrasyonunda ve
hareketliliginde belirgin bir azalma goérilen c¢alismalar vardir (Ghobadi vd.,
2017). Olast mekanizmalar arasinda DNA hasarinin indiksiiyonu,
proteinlerde kritik tiyol gruplarinin peroksidasyonu, membran lipit
peroksidasyonu, mitokondride oksidatif stres ve trikarboksilik asit
donglisinde yer alan enzimlerde azalma bulunmaktadir (Selvakumar,
Prahalathan, Mythili vd., 2005). Ayrica, ROS’a maruz kalmanin ATP
konsantrasyonunu diisiirdiigi ve sperm hareketliligini azalttigini gosteren

calismalar da mevcuttur (De Lamirande & Gagnon, 1992).
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Sekil 2.4. Sperm hiicrelerinde siklofosfamid toksisitesinin mekanizmasi (Ghobadi vd., 2017)

2.1.5.5. Malign tiimérler

Siklofosfamid kanserojen bir ilagtir. Onkojenik risk, diger immiinsiipresif
ajanlarin  kullaniminda oldugu gibi tedavinin yogunlugu ve siiresi ile
iligkilidir. En sik goriilen maligniteler 16semi ve mesane kanseridir. Uzun
stireli CP kullananlarda ve agraniilositoz gelisenlerde hematolojik malignite
riski daha ylksek gorinmektedir. Mesane kanseri, muhtemelen kronik
mukozal  inflamasyon  ve akroleinin neden  oldugu  tahristen
kaynaklanmaktadir. 293 vaskiilitli hastanin dahil edildigi retrospektif bir
calismada, CP uygulanmasindan 7-18 y1l sonra tani1 konmus l6semi ve mesane
kanseri riski, 36 g ve lzeri dozlarda tedavi edilen hastalarda artis gosterirken
36 g ve altinda kiumilatif CP doz uygulananlarda artis gostermemistir
(Faurschou vd., 2008). CP ile tedavi edilen hastalarda olgu sunumu seklinde
I6semi vakalar1 ve solid timorler bildirilmigtir, ancak sistematik caligsmalar

yoktur. Otoimmiin glomeriiler hastaligi olanlar1 malignitelere karsi daha
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duyarli hale getirmesi mimkiindiir. Nitekim tedavi edilmeyen minimal
degisikligi olan hastalarda Non-Hodgkin lenfoma ve membranéz nefropatili
hastalarda da gizli maligniteler sik goriilebilmektedir. Uzun siireli sitotoksik

tedavi bu riski daha da artirabilir (Ponticelli vd., 2018).
2.1.5.6. Enfeksiyon

Pneumocystis jirovecii pnémonisi (PJP) dahil yaygin ve firsatci
enfeksiyonlar degisken oranlarda ortaya cikabilir. CP ile tedavi edilen
sistemik otoimmin hastaligi olanlarla yapilan retrospektif iki caligsmada,
herpes zosterli ve hastanede tedavi edilmek zorunda kalan ciddi enfeksiyon
gelisen hastalarin oranmi %9 ve %15 olarak bildirilmistir (Martin, Lauwerys,
Lefebvre vd., 1997; Cavallasca, Costa, Maliandi vd., 2015). Enfeksiyonlarin
erken donemde etkin tedavisi ve PJP profilaksisi 6nerilmektedir (Langford,

2011; Kronbichler, Jayne & Mayer, 2015; Clowse & Stone, 2015).
2.1.5.7. Hemorajik sistit

Hemorajik sistit daha cok oral uygulamayla iligkilidir (Monach, Arnold &
Merkel, 2010). Renal yoldan itrah edilen bir metabolit olan akrolein, sistit ve
hematiiri ile sonuclanan trotelyal tahrise neden olmaktadir. Komplikasyonlar
arasinda fibrozis, telanjiektazi, kronik irritatif iseme semptomlari, kicik
mesane kapasitesi ve tekrarlayan hematiiri mevcuttur (Lawson, Vasilaras, De
Vries vd., 2008). 36 g ve tizeri CP kullanan hastalarda mesane kanseri riskinin
3,6 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Faurschou vd., 2008). CP ile tedavi
edilen 1018 hastanin degerlendirildigi retrospektif bir ¢alismada, hastalarin
%2’sinden daha azinda hemorajik sistit (ortanca siire 10 ay) ve %0,19'unda
mesane kanseri (ortalama 8 yil) gelismistir (Yilmaz vd., 2015). Son yapilan
baska bir ¢alismada, 30 aydan daha uzun siire 100 g ve tizeri oral kiimulatif
doz CP uygulanan Wegener graniilomatozisli hastalarda %12-41 oraninda
hemorajik sistit goérilmiistiir. Buna karsilik, CP ile tedavi edilen c¢esitli
otoimmiin hastaligi olan 471 hastanin i¢iinde hemorajik sistit bildirilmigtir.
Hemorojik sistit gelisen bu ti¢ hasta 30 g ve tizeri kimilatif CP dozuna maruz

kalmistir (Monach, Arnold & Merkel, 2010).
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Oral CP ile tedavi edilen pemfiguslu hastalarin oldugu bir ¢alismada
hemorajik sistit gortilme siklhigni %8 olarak saptanmistir (Olszewska,
Kolacinska-Strasz, Sulej vd., 2007). CP’ye baglh hemorojik sistit gelisimini
onlemek i¢cin miimkiin olan en diisiik olan CP dozlarinin uygulanmasi diginda,
gece boyunca mesanenin akroleine maruz kalmasini engellemek i¢in gece
uygulanmasindan kac¢inmak, hiperhidrasyon ile zorlu dilirez ve akroleini
inaktive etmek i¢cin eszamanli 2-merkaptoetansilfonik asit (Mesna)
uygulanmasi onerilmektedir (Clowse & Stone, 2015). Mesna, sadece bazi
onkolojik calismalarda profilaktik etkinlik géstermistir. Bu nedenle Amerikan
Klinik Onkoloji Dernegi, yalmizca yiksek CP dozlarinda (6rnegin 50 mg/kg
veya 2 g/m2) kullanilmasini 6nermektedir (Monach vd., 2010).

2.1.5.8. Oksidatif stres

Akciger ve mesane hasari, CP kullanmimiyla birlikte goriilen yan
etkilerdendir. Her iki hasar da inflamasyonla karakterizedir. Hasarin DNA
hasarini indikledigi bilinen akroleinin sitotoksik etkisinden kaynaklandigi

distinulmektedir (Madondo, Quinn & Plebanski, 2016).

Fakat bununla birlikte akciger hasarinda, sitotoksiteyl gosteren DNA
hasariyla ilgili bir kanit yoktur (Horton, Mamiya & Kehrer, 1997). Dislk
dozlarda akrolein sitotoksisitesi, homeostatik redoks dengesini saglamak i¢in
hayati oneme sahip bir antioksidan olan GSH’nin azalmasindan ve/veya
tikenmesinden kaynaklanmaktadir. Akrolein ve GSH stabil bir konjugat
olusturarak sitozoldeki serbest GSH miktarini azaltir. Cin hamsteri over
hiicrelerinin in vitro calismasinda akrolein, 6ldiriici dozdan yaklasik 10 kat
daha disik bir dozda uygulandiginda dahi hiicre i¢i GSH’nin tikenmesine
neden olmustur. Pocernich ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada akrolein
eklenmesinin ardindan, oksidatif stresin gostergesi olan protein karbonil
seviyelerinde oOnemli bir artis oldugu gorilmiistiir (Pocernich vd., 2001).
GSH’nin tiliketilmesiyle akrolein; redox dengesizligini tetiklemekte ve
inflamatuar streclerini kontrol eden niikleer faktor kappa B (NF-kB) ve aktive
edici protein-1 (AP-1) gibi redoks duyarlhi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu diizenlemektedir (Kehrer & Biswal, 2000).
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NF-xB'nin akrolein tarafindan diizenlenmesi doz bagimli ve hiicreye
ozgudir. Akroleinin timor hiicrelerinde NF-xB’yi inhibe ettigi, ancak disik
doz uygulandiginda makrofajlarda NF-xB’yi aktive ettigi ve bunun reaktif
oksijen tlirlerinde bir ylikselme ile iligkili oldugu gosterilmistir (Horton,
Biswal, Corrigan, Bratta, Kehrer, 1999; Sun, Ito, Nishio, Tanaka, Chen, Isobe,
2014). ROS, sitoplazmada NF-xB transkripsiyon faktériinii sekanslayan bir
protein olan inhibitér-k B'nin (I-kB) parcalanmasini kolaylastirir (Ghosh &
Karin, 2002; Di Donato, Hayakawa, Rothwarf, Zandi, Karin, 1997; Morgan &
Liu, 2011). I-xB bir kez bolindiuginde, NF-kB, proinflamatuar sitokin olan
TNF-a ve IL-1f’min transkripsiyonunu aktive ettigi cekirdege gocer.
Proinflamatuar sitokinler, lipid peroksidasyonuna ve nekrozla sonuclanan
protein oksidasyonuna neden olan ONOO gibi daha reaktif oksijen tiirlerinin

olusumunu kolaylastirir (Korkmaz, Topal & Oter, 2007).

Reaktif oksijen tiurleri normal hiicre metabolizmasinin yan trinlerinden
biridir. Metabolizma sirasinda olusan en bol ROS 02 ’dir. Daha da yikici bir
ajan olan OH ’ye déniistiiriilebilir (Ghobadi vd., 2017). Hiicreler, iiretilen
ROS’un dejenerasyonu icin ¢esitli mekanizmalar kullanir. Ana antioksidanlar,
GSH, E ve C vitaminleri, antioksidan protein olan tioredoksin, glutaredoksin,
metalotioninler (MT’ler) ve albiimin gibi molekiiller ve siperoksitdismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyonperoksidaz (GSH-Px) gibi enzimatik
antioksidanlardan olugsmaktadir (Ma, 2013). ROS’un ortadan kaldirilmasinda
rol oynayan ilk enzimatik reaksiyon, SOD ile 0Oz 'nin, H2Os'ye doniisiimdiir.
H202 daha sonra iki mekanizma ile uzaklastirihir. Serbest radikal 02 , bir
baska yiiksek reaktif radikal olan peroksinitrit olusturmak icin nitrik oksitle
(NO) reaksiyona girebilir. GSH disilfiir, kofaktor olarak NADPH’y1 kullanan
GSH rediiktaz ile GSH’ye geri indirgenir (Ghobadi vd., 2017).

Siklofosfamid, SOD, CAT seviyelerini, vitamin E ve C’yi azaltarak hicreyi
oksidatif hasara karsi hassaslastirir (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen,
2014; Selvakumar, Prahalathan, Mythili vd., 2005). Bu etkiler lipid
peroksidasyonunu gostergesi olan malondialdehit diizeylerinin artmasiyla

sonuclanir (Turk, Sakin, Sonmez, Atessahin, 2010).
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CP oksidatif stres altinda hiicre diizenlenmesi ve hayatta kalmasiyla ilgili
antioksidanlar ve antiinflamatuar ve detoksifikasyon proteinleri gibi gesitli
protein setlerinin 6nemli bir gen regiilatorii olan Nrf2 seviyelerini disirir
(Dinkova-Kostova & Abramov, 2015). CP’nin ana aktif metaboliti olan
fosforamid hardali, CP tarafindan indiiklenen oksidatif stresden kismen
sorumlu olabilir. CP metabolizmasi sirasinda tretilebilecek bir madde olan
azot hardalinin oksidatif ve nitrozatif strese neden oldugu goésterilmistir.
Mekanizmalar, indiklenebilir nitrik oksit sentazin (iINOS) indiiklenmesini ve
ardindan NO ve peroksinitrit olusumunu ve ayrica GSH-Px aktivitesinin
depresyonunu icerir (Ucar, Korkmaz & Reiter, 2007). CP’nin serumdaki NO
konsantrasyonlarini arttirdigr gosterilen calismalarda mevcuttur (Motawi,
Sadik & Refaat, 2010). Bahsedilen oksidatif stresten sorumlu olan diger
bilesen CP’nin sitokrom P450 enziminin izoenzimleri olan CYP3A4 ve CYP3A5
tarafindan biyotransformasyonu ile olugsan metaboliti akroleindir (De
Montellano, 2013). Akroleinin, muhtemelen GSH tiikenmesi ve dogrudan
radikal olusumu ile lipit peroksidasyonunu arttirdigi gosterilmistir. Sertoli
hiicrelerinin akroleine maruz birakilmasi, SOD, CAT ve GSH-Px’1 6énemli

olciide azaltmistir (James & Adams, 1993).
2.1.5.9. Apoptoz

Oksidatif stresin apoptoz kaskadini baglattigr genel bir fikirdir (Shaker,
Abboud, Assad, Hadi, 2018). Miyokard infarktilisli, reperfiize kalp, diyabetik
kardiyomiyopati ve sol ventrikil disfonksiyonu siklikla nekroz ile birlikte
apoptoza yol agmaktadir (Xiao, Ke, Shi, Zeng, Cao, 2018; Ungvari, Gupte,
Recchia, Batkai, Pacher, 2005; Thandavarayan vd., 2009; Schiattarella vd.,
2018). Deneysel veriler, ROSun pro-apoptotik proteinleri aktive ettigini ve
voltaj kapili anyon kanallari1 yoluyla sitokrom Cnin salinmasina neden
oldugunu desteklemektedir. Saglikli ve normal bir hiicrede, mitokondri, Bcl-2
gibi antiapoptotik genleri igerir. Bax veya BAD gibi mitokondriye go¢ eden
proapoptotik  proteinlerin bu genleri inhibe etmesi apoptoz ve
kardiyotoksisiteye yol acabilir (Korsmeyer, Wei, Saito, Weiler, Oh,
Schlesinger, 2000; Tanel & Averill-Bates, 2007). Pro-apoptotik proteinler

ayrica dis mitokondriyal zarda da sitokrom C’nin mitokondri disina gog
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etmesine yol acan deliklere neden olur. Sitokrom C daha sonra ATP varliginda
apoptotik proteaz aktive edici faktér-1 (Apaf-1) ile birlesir. Bu sekilde
olusturulan komplekse apoptozom denir (Green & Reed, 1998). Apoptozom
prokaspaz-9 ile baglanir ve kaspaz-9 formuna aktive eder. Bu aktif kaspaz-9
daha sonra kaspaz 3, 7 ve 12 diye takip eden kaspazin aktivasyonunu tetikler.
Bu olay bir biitiin olarak apoptozdan sorumludur (Sekil 2.5) (Li & Yuan, 2008).
CP, murin modellerinde 1i.p. enjeksiyonla uygulandiginda pro-apoptotik
proteinlerde bir artisa ve anti-apoptotik proteinlerde azalmaya neden
olmustur (Asiri, 2010). CP kaynakli apoptoz ve kalp hasarinda rol oynayan
sinyal iletim yollar1 PISK/Akt/mTOR/p70S6K /4EBP1/NF-kB yolu, NF-
kB/Nrf2-HO yolu, Akt/GSK3-8 yolu, ERK1/2, p38 MAPK, JNK yolu ve
TLR4/NF-kB yoludur. (Song vd., 2016; Fatani vd., 2010; Asiri, 2010; Park vd.,
2014; El-Agamy, Elkablawy, Abo-Haded, 2017).
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2.1.5.10. Testis hasart

Akciger ve mesane hasar1 disinda testis hasar1 da CP kullanim ile ortaya
c¢ikan yan etkilerdendir. CP'nin hizla ¢ogalan tim dokular1 etkileme yetenegi,
terapotik ve toksik etkilerinin esasini olugturur. Ureme sistemi, hizla bsliinen
hiicrelerin varligi nedeniyle bu ilaca karsi olduk¢a hassastir (Aguilar-
Mahecha, Hales, Robaire, 2001). Testis, ROS {reten sistemlerin
(ksantinoksidaz, nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADPH) oksidaz ve
mitokondriyal elektron tasima zinciri) bollugundan ve ¢oklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA) ylksek konsantrasyonundan dolay1 oksidatif hasara kars:
olduk¢a hassastir (Vernet, Aitken, Drevet, 2004; Aitken & Roman, 2008).
Oksidatif stres testis disfonksiyonunun arkasindaki en 6nemli nedenlerden
birisi olarak diistiniilmektedir. Bu nedenle antioksidan sistem testis dokusunu
oksidatif stresten korumada 6nemli bir rol oynamaktadir (Badade & Samant,

2011).

Siklofosfamid ile tedavi edilen erkek deneklerde oligospermi ve azospermi
ile birlikte testis ve epididimde biyokimyasal ve histolojik degisikliklerin
geligtigi bildirilmistir (Trasler, Hales, Robaire, 1987; Trasler, Hermo, Robaire,
1988; Trasler & Robaire, 1988). CP tedavisi alan erkek hastalarda,
gonadotropin salgilanmasinda bozulma ve testis hasarina bagl olarak diisiik
kan testosteron seviyeleri tespit edilmistir (Hoorweg-Nijman vd., 1992). CP’nin
yetiskin erkek sicanlara kronik uygulanmasi testislerin agirligini ve serum

testosteron seviyelerini azaltmakta ve kisirliga yol acabilmektedir.

Testislerde CP toksisitesinde yer alan kesin mekanizmalar tam olarak
anlasilmamakla beraber ¢ok sayida calisma CP’ye maruz kaldiktan sonra
biyokimyasal ve genomik bozukluklar1 gostermistir. CP metaboliti akrolein,
lipid peroksidasyonunu artirmaktadir (Kehrer &Biswal, 2000; Roy, Pallepati,
Bettaieb vd., 2009; Adams & Klaidman, 1993). Ayrica hicrede yap1
anomalilerine neden olmakta ve sertoli hiicrelerinin canliligin1 azaltmaktadir
(Vernet vd., 2004). PUFA'nin spermatozoada bol olmasi ve bu hicrelerin
antioksidan igeriginin disiik olmasi nedeniyle, oksidatif stresin ardindan

lipitlerin peroksidasyonunun ortaya ¢ikmasi daha olasidir (Abd EI Tawab,
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Shahin, AbdelMohsen, 2014). Kemoterapotik ajanlarin neden oldugu kisirligin
yasam kalitesi lizerinde buiyiik etkisi vardir. Bu nedenle kemoterapi sirasinda
ve sonrasinda germ hiicrelerinin korunmasina o6zel dikkat gosterilmesi
gerekmektedir (Connolly, Edelmann, Cooke vd., 1992). Baz1 c¢aligmalar
hormonal tedavilerin erkek denekleri CP kaynakli sperm hasarina kars:
koruyabilecegini gostermistir, ancak sonuclar yetersizdir (Meistrich & Shetty,

2008).

Sentetik ve dogal olarak olugan antioksidanlarin, spermlerin CP kaynakl:
toksisiteden korunmasinda etkili olabilecegini gosteren ¢ok sayida cgaligsma
vardir. Bu calismalarin sonuc¢larina dayanarak, CP ile tedavi edilen denekler,
testis agirhiginda ve tireme toksisitesinin kilit gostergeleri olan histopatolojik
anormalliklerde énemli bir azalma gostermektedir (Ghobadi vd., 2017). Testis
agirligindaki azalma, spermatojenik hiicrelerde ve treme o6zelliklerinde bir
bozulmaya isaret etmektedir (Elangovan, Chiou, Tzeng vd., 2006). Bu
azalmanin, spermatojenezin bozulmasina yol acan testosteron ve gonadotropin
sekresyonunun bozulmasina bagli olabilecegi one siirilmektedir (Hoorweg-

Nijman vd., 1992; Abd EI Tawab vd., 2014; Jana, Jana & Samanta, 2006).
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2.2. Berberin

Berberin, Ayurveda ve Cin tibbinda kanitlanmig bir tibbi ge¢misi olan
bazik olmayan, bitkisel bir kuaterner benzilizokinolin alkaloididir. Berberin,
Hydrastis Canadensis (sekil 2.6), Coptis Chinensis, Berberis Aquifolium,
Berberis Vulgaris ve hint tirleri Berberis Aristata (Agac¢ zerdecal, fam.
Berberidaceae) gibi tibbi agidan 6nemli birgok bitkinin koki, rizomu ve
kabugunda aktif bir bilesen olarak bulunur. Himalaya bélgesinde ve giliney
Hindistan’da Nilgiri tepelerinde genis bir dagilim gosteren 2000 ila 3000 m
yiukseklikte yetisen 3 m kadar boya ulasan bir caliliktir (Komal, Ranjan,
Neelam, Birendra, Kumar, 2011). Aktif bilesenleri berberin, berbamin ve
palmatindir (Singh & Kakkar, 2009). Bununla birlikte, berberin (sekil 2.7)
ginimizde kimyasal sentez ile de uretilmektedir. Berberinin Kkloriir veya

sulfat tuzu genellikle klinik amaclar i¢cin kullanilmaktadar.

Sekil 2.6. Hydrastis canadensis bitkisi*

*http://roanegrown.com/product info.php/hydrastis-canadensis-p-716
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Sekil 2.7. Berberinin kimyasal yapis1

Karakteristik bir alkaloidal aci1 tada sahip kokusuz, yogun sar1 bir tozdur.
Suda ve etanolde ¢ok az ¢6ziiniir, metanolde ise az miktarda ¢ozlinir; ancak
tuz formlar1 diger formlarina nispeten daha fazla ¢ozlintrdir (Battu vd.,
2010). Dogal urtinler, genelde minimum yan etkiye sahip gligli ajanlar olarak
kabul edildigi i¢in yillar igerisinde alternatif ilaclarin kaynagi olarak dikkat
cekmeye bagslamigtir.

Berberin, gilicli antimikrobiyal, antiprotozoal, antidiyareik etkisinden
dolay1 Ayurveda ve Cin tibb1 icerisinde en az 3000 yillik bir kullanim
gecmigsine sahiptir (Birdsall & Kelly, 1997). Bununla birlikte, yillar boyunca
yapilan klinik arastirmalar berberinin genis bir farmakolojik etki yelpazesine
sahip oldugunu goéstermistir. Bircok calismada belirgin antihipertansif,
antiaritmik, antihiperglisemik, antikanser, antidepresan, anksiyolitik,
noroprotektif, antioksidan, anti-inflamatuar, analjezik, hipolipidemik
aktivitesinin bulundugu 6ne sturilmistir (Battu vd., 2010; Bhutada vd., 2010;
Kulkarni & Dhir, 2010).

Ayrica berberinin nefroprotektif (Domitrovic vd, 2013), hepatoprotektif
(La vd., 2014a; Othman vd., 2014), kardiyoprotektif (Li vd., 2014b) ve
serebroprotektif (Kulkarni & Dhir, 2010) etki potansiyeli cesitli caligmalarda

gosterilmigtir.
2.2.1. Farmakokinetik

Berberin ve metabolitlerinin farmakokinetik profili, insanlar ve siganlar
uzerinde oldukg¢a kapsamli gekilde ¢alisilmistir (Baoxin vd., 1995; Kulkarni &
Dhir, 2010; Zuo vd., 2006). Tek doz oral 300 mg berberin ile saghkli erkek

insan gontllilerde baz1 farmakokinetik parametreler ¢aligilmig ve yarilanma
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omirleri ti2 (ko) 0,87+0,03 saat; tiz2 (ke) 2,94 + 0,14 saat; maksimum
konsantrasyonu (Cmaks) 394,7+155,4 pg/L ve egri altinda kalan alan (EAA)
2799,0 £1128,5 pgl/saat olarak bildirilmigtir (Baoxin vd., 1995).

2.2.1.1. Emilim

Berberinin dezavantajlarindan biri, suda ¢ozUinurliga ve
dissoliisyonunun zayif olmasina bagli olarak oral biyoyararlaniminin disiik
olmasidir (Zhang vd., 2013). Berberin kloririin suda ve pH’a baglh ¢éztunurligi
sicaklikla orantilidir ve sicaklik artinca artmaktadir (Battu vd., 2010). Ilacin
25°C ve 37°C’de suda ¢ozunirliginin swrasiyla 5,27+ 0,29 ve 8,50+0,40 mM
oldugu ve ilacin maksimum c¢oéziuntrliginin fosfat tamponlu pH=7.0’da 25°C

ve 37°C de sirasiyla 4,05+0,09 ve 9,69+0,37 mM oldugu gozlenmistir.

Bunun yani sira 6nceki calismalarda berberinin, klinikteki kullanimini
simirlayacak sekilde ¢oklu ila¢ disa-atim pompasi1 (P-glikoprotein [P-gp]) icin
bir substrat gorevi gordigu gosterilmistir (Maeng vd., 2002; Zhang vd., 2013).
Verapamil, daunomisin ve rodamin gibi iy1 bilinen P-gp substratlari berberinin
disa-atilimini inhibe eder, bu da P-gp’nin berberinin tasiyici aracili
tasinmasinda rol oynadigini gostermektedir. Bu nedenle, berberinin
biyoyararlanimini arttirmay: amaclayan cesitli formiilasyonlar gelistirilmistir.
Oral berberin yikli bir mikro emiilsiyonun, tablet siispansiyonlarindan 6,47
kat daha fazla biyoyararlanima sahip oldugu bildirilmistir (Gui vd., 2008).
Yagda su emiilsiyonlarimin liyofilizasyonu yoluyla hazirlanan anhidroz bir
berberin misel sisteminde, daha iyl bir biyoyararlanim ve anti-diyabetik

etkinlik gosterilmistir (Wang vd., 2011).
2.2.1.2. Dagilim

Her ne kadar berberin kanda ¢ok diigiik bir seviyede mevcut olsa da (Hua
vd., 2007) ve biyoyararlanimi1 %1’den diisiik olarak bildirilmis olsa da (Kheir
vd., 2010; Liu vd., 2010) berberinin farmakolojik etkisi yiiksek doku dagilimi
ile bagintihi olabilir. Daha 6nce, berberinin, i.v. uygulamadan sonra kan-beyin
bariyerine (KBB) kolayca niifuz edebildigi ve hipokampus bolgesinde hizl bir
birikimle birlikte ardindan yavasca ortamdan uzaklastirildigr bildirilmistir

(Wang vd., 2005). Ayrica, berberin ve biyoaktif metabolitlerinin, oral
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uygulamadan sonra kandaki konsantrasyonuna kiyasla organlardaki
konsantrasyonunun daha yiliksek oldugu bulunmustur. Berberinin organlara
dagilimi hizli ve karacigerde maksimum dagilim s6z konusudur, bunu takiben
bobrekler, kas, akcigerler, beyin, kalp, pankreas gelmektedir ve en az dagilim
1se 48 saat boyunca nispeten sabit kaldigi yer olan yag dokudur (Tan vd.,

2013).
2.2.1.3. Metabolizma

Berberin hem sigcanlarda hem de insanlarda karacigerde metabolize edilir
ve faz I de demetilasyona tabi tutulduktan sonra faz II metabolitlerini
olusturmak i¢in glukuronik asit veya sulfirik asit ile konjuge edilir (Qiu vd.,
2008). Olusan stilfat veya glukuronid metabolitleri polar yapidadir ve kolayca
atilir. Berberin kloriiriin ii¢ giin boyunca giinde 0,9 g’lik bir dozda oral olarak
verilmesiyle saglikli erkeklerin idrar numunelerinde ti¢ siilfat metaboliti olan
Jatrorrhizin-3-sulfat, talifendin-10-stilfat ve dimetilenberberin-2-siilfat
saptanmistir ki bunlardan sonuncusu major metabolittir. Erkek sicanlarin
(100mg/kg, oral) 48 saat icerisinde toplanan ve insanlarin (300mg, oral) 0-72
saat arasinda toplanan idrar numunelerinde alt1 yeni metabolit daha
tanimlanmistir. Bunlar jatrorrhizin-3-O-8-D-glukuronid; talifendin-10-O-8-D
glukuronid; berberubin-9-O-8-D-glukuronid; 3, 10-dimetilpalmatin-10-O-
stilfat; kolumbamin-2-0O-gl-D-glukuronid ve dimetilen berberin-2, 3-di-O-B8-D-
glukuroniddir (Qiu vd., 2008; sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Berberinin faz I metabolitleri (Wang, Feng, Chai, Cao & Qiu, 2017)

Erkek Sprague-Dawley sicanlarla yapilan bir baska farmakokinetik
calismada, talifendin, berberubin, dimetilenberberin, jatrorrhizin, palmatin,
kolumbamin, 3,9-dimetil-palmatin, hidroksile berberin ve hidroksile edilmis
dimetilenberberin dahil olmak tizere faz I metabolitleri safra, idrar ve digkida
tespit edilmistir. Faz II metabolitleri ise glukuronik asitle konjuge olan
talifendin, berberubin, jatrorrhizin ve dimetilenberberin metabolitleri; siilfatla
konjiige edilmis berberubin, talifendin ve diglukuronid ile konjiige edilmis
dimetilenberberindir (Ma vd., 2013b). Preklinik ¢alismalarda metabolitlerin
oral uygulama sonrasindaki berberinin in-vivo aktif formlar1 olabilecegi 6ne

sturalmistir (Cao vd., 2013; Zhou vd., 2014).
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2.2.1.4. Eliminasyon

Sicanlarda 200 mg/kg dozunda berberinin oral yoldan uygulandigi bir
calismada berberin ve metabolitlerinin safra, idrar ve digki yoluyla atildigi
gozlenmigtir. Toplam berberin geri kazanim orani %22,83 (prototipin %19,07’s1
ve metabolitinin %3,76’s1) ile 9,2x10-6% olarak safrada (24 saat), %0,0939
olarak idrarda (48 saat) ve %22,74 olarak digkida (48 saat) gerceklesmigtir.
Berberinin (%84) ve metabolitlerinin blyik bir bolimi digsk: ile atildigi
gozlenmigtir. Berberinin yaklasik %834 safradan talifendin olarak atilmigstir.
Idrarla atilian kisminin %78inde de talifendin ve berberubin gériilmiistiir (Ma

vd., 2013Db).
2.2.2. Farmakodinami

Berberin, antioksidan etkiden noro-transmitterlerin, enzimlerin,
molekiiler hedeflerin ve immiinomodiilasyonun etkilenmesine kadar degisen

cok genig spektrumlu bir farmakolojik etki profiline sahiptir.

Baz1 calismalarda berberin uygulamasindan (10-40 mg/kg) sonra
Akt/GSK yolunun aktivasyonu ile KBB gecirgenliginin arttigini ve KBB’nin
endotel hiicrelerinde bulunan siki baglantilarin bir bilegseni olan klaudin-5in
ekspresyonunda artis oldugu bildirilmistir. Bu da berberinin noéroprotektif
roliini ve beyin iskemisinde kullanimini desteklemektedir (Zhang vd.,2012).
Ayrica, apoptozun baskilanmasina neden olan hipokampal CA1 néronlarindaki

potasyum kanallarini bloke ederek noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir

(Wang vd., 2004).
2.2.3. Berberinin temel etkileri
2.2.3.1. Oksidatif stres belirte¢lerinin modiilasyonu

Cesitli klinik c¢alismalar diyabetten, hiperkolesterolemiye, Alzheimer ve
serebral iskemiye kadar degisen ¢esitli hastaliklarda berberinin antioksidan
etkisini en iyi gekilde ortaya koymustur. Berberinin serbest radikal temizleme
ozelligi, DPPH (2,2-difenil 1-pikrilhidrazil), ABTS (2,2-azino bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonat)), nitrik oksit, sliperoksit, vb. gibi bazi serbest

radikallerin konsantrasyona baglh bir sekilde temizlenmesi kabiliyeti ile
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dogrulanmigtir (Shirwaikar, Rajendran, Punitha, 2006). SHSY5Y insan
noroblastoma hiicrelerini kullanan in vitro ¢alismalar, berberinin sitokrom-C
saliverilmesini azaltarak yiiksek glukoza bagl reaktif oksijen tiirevlerinin
Uretimini azalttigin1 ve anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyonu artirdigini
gostermektedir ki bunlar apoptoz ve oksidatif hasarin 6nemli belirtecleridir.
Ayrica berberin insilin benzeri biytime faktori-1 (IGF-1) ekspresyonunu ve
PI3k/Akt fosfarilasyonunu azaltmis, Nrf2 ekspresyonunu arttirmistir. Bu
nedenle berberinin Nrf2’ye bagli norit biiylimesini arttirdigi ve reaktif oksijen
tirlerinin tretimini 6nledigi gosterilmistir (Hsu, Tseng, Lo, 2013). Serebral
iskemi sican modelinde berberinin (5, 10 ve 20 mg/kg oral, 19 giin)
uygulanmasindan sonra, mitokondriyal kompleks (Kompleks I, IT ve IV)
aktivitesini iyilestirdigi de goézlenmistir (Singh & Chopra, 2013). Berberinin
(50 ve 100 mg/kg/giin, oral, 8 hafta) antioksidan etkisi, sicanlarda STZ-diyabet
modelinde oksidatif hasar sonucunda meydana gelen astrogliosisin 6nemli bir
gostergesi olan Glial fibriller asidik protein (GFAP) artisinin baskilanmasina
yonelik etkisinin incelenmesiyle kanitlanmistir (Middeldorp & Hol, 2011;
Moghaddam vd., 2014). Endojen antioksidanlar, GSH-Px ve SOD enzimi
uzerine yapilan arastirmalar berberinin hem SOD hem de GSH-Px seviyelerini
diizelttigini, boylece STZ-diyabet modelinde ve siklofosfamide baglh
hepatotoksisitede (50 mg/kg, oral, 1lgun) lipid peroksidasyon seviyelerini
azalttigimi gostermistir (Lao-ong, Chatuphonprasert, Nemoto, Jarukamjorn,
2012; Germoush & Mahmoud, 2014). Berberinin antioksidan etkisi
hepatoprotektif ozelliginden de sorumludur. Her ne kadar altta yatan
mekanizmalar acik¢a anlasilmamis olsa da berberinin, hepatik hiicre dizisinde
apoptozla iligkili bir protein olan sirtuinl (SIRT1) seviyelerinin diizenlenmesi
ile iligkili olan H202 kaynakli apoptoza karsi koruyucu bir etkisi oldugu
gozlenmigtir (Zhu vd., 2013). Ayrica, STZ diyabet modelinde si¢canlarin
karaciger dokularinda, siklin-bagimli kinaz 9, siklinTl1 mRNA ve protein
ekspresyonu seviyelerinin yiikselmesinin yani sira CAT, SOD ve GSH-Px gibi
antioksidan enzimlerin seviyesinin de artmasina yol actig1 bildirilmistir ki bu

da berberinin antioksidan roliini desteklemektedir (Zhou & Zhou, 2010).
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Oral yoldan 2 giin boyunca (1, 2 ve 3 mg/kg dozunda) berberin
uygulamasinin ayrica sisplatine baglh fare nefrotoksisite modelinde de
oksidatif/nitrozatif  stresi hafifleterek nefroprotektif etki gosterdigi
bildirilmistir (Domitrovic vd., 2013).

Nrf2 ekspresyonunun artirilmasi ve iNOS'un baskilanmasi, berberinin
(200 mg/kg/glin, 1.p., 14 giin) siganlarda bleomisin kaynakh akciger hasari ve
fibrozise karsi antioksidan etkisine katkida bulunur (Chitra, Saiprasad,
Manikandan, Sudhandiran, 2013). Aterosklerotik renovaskiiler hastaligi
bulunan sicanlarda berberin tedavisinden sonra (150 mg/kg/giin, oral, 12
hafta) renal iNOS ekspresyonunda azalma ve SOD seviyelerinde diizelme
oldugu bildirilmistir (Wan vd., 2013). Berberinin anti-kanser etkisinde lipid
peroksidasyonu ve oksidatif stresi engelleyici 6zelligi, fare deri karsinojenezi
modelinde karsinom olugsumunun tamamen o6nlenmesi ile kanitlanmistir
(Manoharan, Muneeswaran, Baskaran, 2010). Sicanlarda aliminyum
triklortiriin neden oldugu kronik beyin hasarina karsi berberinin néroprotektif
etkisinin arkasinda 1ise mnoéronal SOD seviyelerinin diizeltilmesi ve
malondialdehit (MDA) iceriginin azalmasi oldugu 6ne strilmistir (Zhang vd.,
2009). Anti-diyabetik etkisi bile, alloksan kaynakli diyabetik sicanlarda
serum MDA diizeyini disiirme ve SOD ve GSH-px seviyelerini arttirma
kabiliyetine baglanabilir (Tang, Wei, Chen, Liu, 2006). Yukarida belirtilen
calismalarin tiimi, serbest radikalleri temizleme kabiliyetinden dolay1

berberini giiclii bir antioksidan molekil sinifina sokmaktadir.
2.2.3.2. Anti-inflamatuar etki

Berberinin anti-inflamatuar aktivitesi hem in vitro hem de in vivo
calismalarda ve akut faz proteinlerinin yani sira proinflamatuar sitokinlerin

azalmasi tablo 2.1°’deki sekliyle de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. * Siganlarda berberinin inflamasyon ve sitokinler tizerine etkileri

Hiicre Tipi, Hayvan Modeli BBR Uygulamasi incelenen Ornek BBR’nin Etkisi

3T3-L1 adipositler 18 saat/10uM 3T3-L1 adipositler 4 TNF-q,
IL-6,CRP, mRNAs

HepG2 hiicreleri 24 saat/0.1-10uM Kaltar J:TNF-q,IL-6

insiilin direngli-palmitat

uygulanmis

KM fareleri, HFD ile beslenmis 2 hafta oral yol Serum L TNF-0,IL-6

obez ve insiilin direngli 50-150mg/kg/gln

NOD fareleri 2 hafta oral yol Splenositlerin 4 :TNF-a,IL-6,

200mg/kg/giin Supernatanlari, 4 :IL-17IFNy,

NOD fareleri 14 hafta Karaciger ve :IL-10/ TNF-a
50,150,500mg/kg/giin  Bdbrek ve IL-10/1L-6

Tek doz 50mg/kg 7 hafta Serum J:CRP

Stz -Wistar sican 100mg/g/gtin oral

*(Choi vd., 2006; Lou vd., 2011; Shang vd., 2010; Chen vd., 2011; Cui vd., 2009; Chueh& Lin
2012)

Cesitli hiicrelerin kiltlirlerinde berberin tedavisi TNF-a, IL-6, IL-18,
matrixmetaloproteaz 9 (MMP9), siklooksijenaz-2 tiretimini (COX-2),
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS), monositikkemoatraktan proteinl
(MCP1) ve C-reaktif proteini (CRP) ve haptoglobini (HP) azalttigini1 gésteren
calismalar mevcuttur (Choi vd., 2006; Lou vd., 2011; Jeong vd., 2009; Lin & Lin,
2011; Wang, 2013). Insiiline direncli HepG2 hiicrelerinde (Lou vd., 2011),
berberinin anti-inflamatuar aktivitesi insiilin duyarhlastirici etkisi ile iligkili
bulunmustur. Berberin uygulamasi sitokin tiretimini énemli 6l¢tide diistirmis
ve serin fosforilasyonunu azaltmistir, ancak palmitat ile tedavi edilen HepG2
hiicrelerinde insilin aracili IRS’nin tirozin fosforilasyonunu artirmistir (Lou

vd., 2011).

Ayrica diyabetik hayvan modellerinde, berberinin anti-inflamatuar

aktivitesi serum, karaciger, yag dokusu ve bobrek gibi farkli dokularda
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gozlenmig ve insilin direnci veya diabetes mellitusa kars1 etkisi ile
iligkilendirilmistir (Xie, Chang, Chen vd., 2013; Jeong vd., 2009; Shang vd.,
2010; Chen vd., 2011; Xing vd., 2011).

Ozellikle, berberinin NOD farelerinde inflamasyonu inhibe ettigi ve tip 1
diabetes mellitus gelisimini hafiflettigi kanmitlanmistir. Bu hayvan modelinde
berberin, TNF-a, IL-6, IFNy ve IL-17 gibi proinflamatuar sitokinlerin
Uretimini azaltmigtir. Ayrica, berberin, IL-10/IL-18, IL-10/IL-6 ve IL-10/TNF-a
gibi  anti-inflamatuar/pro-inflamatuar  sitokin  oranlarimi  arttirabilir.
Berberinin anti-inflamatuar aktivitesi, NOD farelerinin splenositlerinde,
bobreklerinde ve karacigerinde gozlenmistir (Cui vd., 2009; Chueh & Lin,
2012).

Hicre kiltiira ve diyabetik hayvan modellerinden elde edilen verilerin
yani sira, kliniktede berberinin anti-inflamatuar etkisi gosterilmistir (Zhang
vd., 2008). U¢ ay boyunca 1 g/giin dozda berberin tedavisi, tip 2 diyabetli
hastalarda serum IL-6 diizeyini anlamli derecede azaltmistir (Zhang vd.,

2008).

Berberin, anti-inflamatuar etkisini kompleks mekanizmalar araciligiyla
meydana getirir. Berberinin kismen antioksidan yolaklarla ortak olan anti-

inflamatuar etkisinin hiicresel yolaklar: sekil 2.9’da 6zetlenmistir.

Antioksidan aktiviteye ek olarak, adenozin monofosfat- aktiflestirilmig
protein kinaz (AMPK) yolu da berberinin anti-inflamatuar etkinligi icin ¢ok
onemlidir. AMPK’nin bloke edilmesi, berberinin makrofajlarda iNOS ve COX2
gibi proinflamatuar sitokinlerin tretimi tzerindeki inhibe edici etkisini
ortadan kaldirabilir (Mo vd., 2013; Jeong vd., 2009; sekil2.9). Hiicrelerdeki
asirt iINOS, gereginden fazla nitrik oksit tiretimine neden olabilir ve insiilin
direncinin gelisimi ile yakindan iligkili olabilir (Perreault & Marette, 2001).
COX2, diabetes mellitus ve diyabetik nefropatinin patogenezi igin 6nemli
aracilar olan prostaglandinlerin sentezi i¢in anahtar bir enzimdir (Mima,

2013; DuBois vd., 1998).

Berberinin anti-inflamatuar aktivitesinin inflamatuar uyaranlarla aktive

edilen mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklar: tizerindeki
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inhibe edici etkisi ile de iligkili oldugunu gosteren c¢alismalar mevcuttur.
Berberinin MAPK’ler tizerindeki inhibitor etkisi, makrofajlardaki AMPK
aktivasyonuna baglidir. Berberinin MAPK sinyali tzerindeki diizenleyici
etkisine iligkin celigkili sonuclar bulunmaktadir. Bazi ¢aligsmalar berberinin
MAPK’leri inhibe ederek inflamasyonu baskiladigin1 éne siirse de digerleri
P38’in berberin tarafindan aktive edildigini gostermistir ki bu da berberinin
oksidatif stres ve inflamasyona kars: etkinligi agisindan énemlidir (Jeong vd.,

2009; Wang, 2013; Wang vd.,2012; Jia vd., 2012; Bae vd., 2013; Lee vd.,2013).

Onceki calismalarda, berberinin bazal P38 aktivitesine sahip
uyarilmamig hiicrelerde P38 fosforilasyonunu arttirabilecegi gorilmustir,
ancak MAPK’leri aktive edebilen lipopolisakkarit, serbest yag asitleri ve TNF-
a gibi inflamatuar uyaricilar uygulanmis hiicrelerde MAPK fosforilasyonunu
azalttigr gorilmustir (Jeong vd., 2009; Wang, 2013; Wang vd.,2012; Jia vd.,
2012).

Antioksidan aktivitenin yami sira, Nrf2’nin transkripsiyon faktori de
berberinin anti-inflamatuar aktivitesinde o6nemli bir rol oynamaktadir.
Nrf2nin bloke edilmesinin berberinin makrofajlardaki proinflamatuar
sitokinlerin Uretimindeki inhibitér etkisini ortadan kaldirdigir gorialmistir.
Berberin tedavisi, AMPK ve P38’in aktivasyonunu uyarabilir ki bu da Nrf2’nin
niikleer translokasyonuna ve proinflamatuar sitokinlerin Uretimininin

inhibisyonuna neden olur (Mo vd., 2013, Lee vd., 2013).

Ekspresyonu Nrf2 ile saglanan antioksidan bir enzim olan HO-1 de
berberin tarafindan uyarilabilir. Antioksidan aktivitenin yani sira, HO-1
ayrica berberinin anti-inflamatuar aktivitesinde de rol almaktadir, ¢inki HO-
1'in bloke edilmesi berberinin proinflamatuar sitokinlerin tiretimi tizerindeki
inhibe edici etkisini azaltabilir (Mo vd., 2013; Hsu vd., 2012; Hsu vd., 2013; Bae
vd., 2013; Lee vd., 2013). Son calismalar, HO-1'in insilin direnci, diabetes
mellitus, oksidatif stres ve inflamasyona kars1 faydal etkileri olan ¢ok 6nemli

bir molekiil oldugunu kanitlamistir (Ndisang, 1997).

NF-kB yolag: inflamasyonu kontrol etmede 6nemli bir rol oynar ve sekil

2.9da da gosterildigi gibi berberinin anti-inflamatuar aktivitesi gibi i¢in de
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kritik bir hedeftir (Gratas-Delamarche vd., 2014). NF-kB sinyal yolaginda,
IkBkinazf (IKK-B), TNF-a gibi inflamatuar uyaranlarla aktive edilebilir
(Goldin, 2006; Gratas-Delamarche, 2014). IKK-f aktivasyonu, 181(ser!®?)
konumundaki serin kalintisimin fosforilasyonunu gerektirmektedir (Mercurio
vd., 1997; Karin, 1999). Ek olarak, berberinin IKK-f tizerindeki inhibitor
etkisi, IKK-f'nin 179 pozisyonunda bir sistein kalintis1 da gerektirmektedir
(Pandey vd., 2008).

Inhibitér kB-a (IxkB-a), IKKg ile fosforile edilip sonra da yikildiginda
(Mercurio vd., 1997, Karin, 1999) IKK-f'nin berberin tarafindan inhibe
edilmesi IxB-a'nin dengelenmesine neden olur ki bu da NF-xBnin niikleer
translokasyonunu bloke eder (Wang, 2013; Yi vd., 2008; Jia vd., 2012; Lee vd.,
2007; Jiang vd., 2011; Wan vd., 2013). Bir transkripsiyon faktoriu olarak NF- kB,
TNF-a, IL-6, iINOS ve COX2 gibi c¢esitli proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu artirir (Goldin vd., 2006; Gratas-Delamarche vd., 2014).

Yakin gecmiste yapilan bir calismada, berberin diyabetik sicanlarda
RhoGTPaz sinyal yolagini inhibe ederek bobrek inflamasyonunu azaltmistir
(Xie, Chang, Chen vd., 2013). RhoGTPaz, coklu biyolojik fonksiyonlari olan
kiigik GTP baglayici proteinlerin iist ailesinin bir iyesidir ve diyabetik
sicanlarda NF-kB sinyal yolunu pozitif olarak diizenledigi kanitlanmigtir (Xie,
Peng, Chang vd., 2013; Shi & Wei, 2013). Bu nedenle klasik NF-kB sinyal
yolaginin diizenlenmesine ek olarak, berberin, RhoGTPaz1 baskilayarak da
NF-kB ‘yi inhibe edebilir (Xie, Chang, Chen vd., 2013; Xie, Peng, Chang vd.,
2013). Berberinin RhoGTPaz tizerindeki inhibitér etkisi, antioksidan
aktivitesine de dayanmaktadir (Xie, Chang, Chen vd., 2013).

NF-kBye ek olarak, transkripsiyon faktoric AP-1 de berberinin anti-
inflamatuar aktivitesinde rol oynamaktadir (Remppis, Bea, Greten, 2010; Kuo,
Chi & Liu, 2004). NF-kB gibi, AP-1 de inflamasyon gelisimi i¢in 6énemlidir
(Schonthaler, Guinea-Viniegra & Wagner, 2011). Berberinin makrofajlara ve
epitel hiicrelere uygulanmasi, AP-1'in DNA baglama aktivitesini biiyik 6l¢tide
zayiflatmis ve MCP-1 ve COX2 gibi sitokinlerin {retimini azaltmastir.
(Remppis, Bea, Greten, 2010; Kuo, Chi & Liu, 2004). AP-1 ve NF-kB'nin
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transkripsiyonu uyarici etkisinin peroksizom proliferatér ile aktiflestirilen
reseptor-y (PPARYy) aktivasyonu ile inhibe edilebilecegi de bildirilmistir (Ricote
vd., 1998; Delerive vd., 1999; Pasceri vd., 2000). Berberinin makrofaj ve
barsakta kismen PPARy aktivasyonu ile proinflamatuar sitokin Uretimini
azalttig1 bildirilmistir (Chen, Yang, Liu vd., 2008; Feng, Gao, Zhou vd., 2012).
PPARy aktivasyonunun kismen AP-1 ve NF-kB'nin berberin tarafindan inhibe

edilmesine katkida bulunmasi olasidir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Oksidatif stres ve inflamasyonda berberin mekanizmasi (Li, Geng, Jiang &

Kong, 2014)

2.2.3.3. Antiapoptotik Etkisi

Berberin 6zellikle de noérodejeneratif hastaliklarda antiapoptotik etkiye
sahip goriinmektedir ve yapilan calismalarda hipokampal apoptoz ve
nigrostriatal dopaminerjik néron kaybini oénleyerek hafiza bozuklugunun ve
Parkinson hastaligindaki motor fonksiyon bozuklugunun hafifletilmesinde

terapotik bir ajan olarak gorev yapabilecegi 6ne stirtilmustir (Kim vd., 2014).
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Ayrica berberinin Akt aktivasyonu araciligiyla serebral iskemi-
reperfizyon hasarina karsi antiapoptotik aktiviteye sahip oldugu da
saptanmistir (Hu wvd., 2012). Bu nedenle, PI3K/Akt yolu berberinin

antiapoptotik mekanizmalarina dair ipuglar saglar.
2.2.3.3.1. PI3K/AKT/Bcl-2 yolu

Akt/PKB, apoptozun inhibisyonunu destekleyen bir dizi hiicresel
substratin fosforilasyonu yoluyla cesitli gorevler gerceklestirmektedir (Sen,
Mukherjee, Ray & Raha, 2003). Ozellikle, Bcl- 2 ekspresyonunun up-
regiilasyonu umut verici bir anti apoptotik yolaktir (Pugazhenthi vd., 2000).
Bcl-2  ailesi  proteinleri, mitokondriyal dis membran gecirgenligini
diizenleyerek mitokondriyal apoptoza aracilik eder, bu da kaspaz kaskadinin
aktivasyonu araciligiyla apoptozu baslatir (Zheng, Viacava, Kriwacki &
Moldoveanu, 2016). Bcl- 2 ailesi, Bel- 2 gibi antiapoptotik proteinleri, Bax gibi
proapoptotik proteinleri ve kaspazlar olarak bilinen bir sistein proteaz sinifini
icerir. Bax/Bcl-2 oraninin  artis1  siklikla  apoptoz  indiiksiyonunu
degerlendirmek i¢cin kullamilmaktadir (Cohen, 1997, Oltvai, Milliman,
Korsmeyer, 1993).

Bcl- 2’nin (Ser87) fosforile edilmesi, anti-hiicre 6lim fonksiyonunu inhibe
edebilir. Berberinin fare hippokampal dilim kiltiirlerinde iskemik hasara
kars1 Bcl-2nin fosforilasyonunu baskiladig: gosterilmistir (Cui vd, 2009).
Bunun yami sira, NSC34 motor noron benzeri hiicrelerde, berberinin,
antiapoptotik protein olan Bcl-2’y1 artirarak ve sitokrom C, Bax ve kaspazlar
gibi apoptotik proteinleri azaltarak apoptozu onledigi de gosterilmistir (Hsu,

Chen, Wu, Wu, Jong & Lo, 2012).

Berberinin hipokampusta Parkinson hastaligi-kaynakli apoptozu
zayiflattig1 da gosterilmistir. Berberin tedavisi Bel-2 ekspresyonunu artirip ve
Bax ekspresyonunu azalttiginda kisa stireli hafiza bozulmasini da

1yilestirmistir (Kim vd., 2014).

Ayrica berberin sitokrom C ekspresyonu ve Bcl-2/Bax ve Bcl-2/Bax
oranlarimi diizeltmek yoluyla Alzheimer hastaligi-kaynakli apoptoza karsi

koruyucu etki gosterebilir (Liang vd., 2017). Bunun yani sira, berberinin
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serebral iskemi ve hipokside noronal apoptozu inhibe ettigi bir ¢alismada,
hipoksiyle indiiklenebilir faktér 1-alfanin (HIF-1-a) rolinden de
bahsedilmigtir. Orta serebral arter tikanikligi olan sican modelinde berberin
on uygulamasi PC12 hicrelerinin hayatta kalmasinda, azalmis HIF-1aq,

kaspaz- 9, kaspaz- 3 ve artmis Bcl-2/Bax oranlarn sorumlu bulunmustur

(Zhang, Qian, Pan, Li, Zhu, 2012a).

Kisacasi, berberin noron apoptozuna karsi Bcel- 2 gibi antiapoptotik
proteinlerin upregilasyonu ve Bax, kaspaz, sitokrom C, AIF ve HIF-1la gibi

proapoptotik faktorlerin downregiuilasyonu yoluyla koruma saglar.

2.2.3.3.2. PIBK/AKT/GSK3p sinyal yolu ve Wnt/GSK3f yolu

Glikojen sentazkinaz-3 (GSK-3), PI3K/Akt yolag1 veya Wnt sinyalleriyle
baskilanir. GSK-3in hedefleri, Bel-2 ailesi proteinleri, NF -xB sinyali, Myc,
siklin D, siklin E, B-katenindir ki bunlar apoptoz, hiicre sagkalimi, hiicre

buytimesi, stres yanit1 ve proliferasyonda rol alir. (Maurer, Preiss, Brauns-

Schubert, Schlicher, Charvet, 2014).

Berberinin Alzheimer hastaligini 6nlemek icin GSK-38 aktivasyonunu

tersine cevirdigi de bildirilmistir (Yu vd., 2011).

PISK/AKT/GSK3B sinyal yolu araciligiyla, berberin ayrica AMPK yolunu
da aktive edebilir ve amiloid 6ncii proteinin fosforilasyonunu engelleyebilir (Lu

vd., 2015; Durairajan vd., 2012).
2.2.3.3.3. AMPK yolu

Bir hiicresel enerji algilayicisi olan AMPK’nin noérodejeneratif
hastaliklarda asir1 aktif oldugu diustnilmektedir (Krishan, Richardson, Sahni,
2015) ve AMPK inhibisyonunun inmede néroprotektif etkisi daha 6nceden
bildirilmistir (Li, Zeng, Viollet, Ronnett, McCullough, 2007; McCullough vd.,
2005).

Mevcut calismalar gostermektedir ki berberin, inflamasyonu azaltmak
1i¢cin AMPK yolunu aktive etmekte veya hiicrelerin farkli enerji durumuna goére
apoptozla savasmak i¢cin AMPK yolunu inhibe etmektedir (Xue vd., 2016;
Shen, Jiang, Yang, Wang, Zhu, 2017; Lu vd., 2015; Chen vd., 2016).
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Sekil 2.10. Berberinin gesitli hastaliklara karsi etkisinin mekanizmasi (Kumar vd., 2015)



2.2.3.3.4. Hiicre dongiisiine etkisi

Bildigimiz tizere, hiicre dongiisiiniin durmasi1 hiicre 6limiini 6nlemek

acisindan etkili bir yoldur.

Berberinin poli (A) kuyruguna etki ederek, retinoblastom 1’in
mRNA’sinin yar1 6mrini uzatabildigi bulunmustur. Bu nedenle berberin,
noronlarin  hiicre dongisiniin  durdurulmasini  kolaylastirir ve sonugta

1skemi/reperfiizyon modelinde apoptozu 6nler (Chai vd., 2014).

Ayrica bir calismada berberinin hiucreyi GO/G1 fazinda tutmak icgin
reperfiizyonun baslangicinda siklin D1 ve p53 ekspresyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu gekilde, berberin noéronlarin apoptoza ugramasim

onlemektedir (Chai vd., 2013).
2.2.4. Giivenlik onlemleri ve ilac¢ etkilesimleri

Berberin igceren bitkilerin etkinligi ve guvenligi, Ayurveda ve Cin
tibbinda 3000 yil oncesine kadar uzanir. Bununla birlikte, berberin iceren
bitkilerin uterusu uyarici etkisi nedeniyle, hamilelikte kullanimi
onerilmemektedir. Singapur’da berberin iceren 1ki Cin otunun (Rhizoma
coptidis ve Cortex phellodendri) kullanimi, son 20 yilda, glikoz-6-fosfat
dehidrojenaz eksikligi olan yenidoganlarda berberin sarhoslugu ve
kernikterusa yol a¢gmasi nedeniyle yasaklanmistir (Linn vd., 2012). Ayrica
plasentay1 gecebildigi ve fetusa zarar verdigi de bildirilmistir. Ayni1 zamanda
anne sitld ile de aktarilabilmekte oldugundan emzirme doneminde berberin
kullaniminda dikkatli olunmasi1 gerekir. Ancak, terapétik berberin dozlarinda
genotoksik, sitotoksik ve/veya mutajenik etkiler bildirilmemistir (Birdsall &

Kelly,1997).

Bu calismanin amaci, 200 mg/kg intraperitoneal siklofosfamid
uygulamasi ile sicanlarda olusturulan testis hasari lizerine berberinin 6nleyici
vel/veya tedavi edici etkisi olup olmadigini degerlendirmek ve eger varsa
bunun olas1 mekanizmalarini oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz

diizeyinde degerlendirmektir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan hayvanlar

Deneylerde yaklasik 200-300 g agirliginda yetiskin Sprague-Dawley cinsi
erkek sicanlar kullamilmigtir. Sicanlar, ¢alisma ortamina uyum saglamalari
i¢cin deney baslangicindan bir hafta 6nce laboratuara alinarak 12 saat karanhk
12 saat aydinlik donglstinde, 24+1 °C sicakliktaki iyl havalandirilan odalarda
barmdirilmistir. Adaptasyon dénemi ve deney siiresinde standart hayvan yemi
ve c¢esme suyu ile beslenmeleri saglanmistir. Tez c¢alismasi siliresince
gerceklestirilen tiim deneyler, Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel
Arastirmalar Etik Komisyonu'ndan onay alindiktan sonra yapilmistir (Dosya

Kayit No.6582018).

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Elisa okuyucu BiotekPowerWave XS
Hassas Terazi Ohaus

Homojenizator HeidolpSilentCrusher M;
Inkiibator Lab. Companion S1-600
Makler kamerasi Sefi-Medicallnstruments,
Sogutmali santrifij Eppendorf (5810R)
Manyetik Karigtirici DAIHAN

Vorteks Heidolp REAX control
Pipet seti Brand

Otomatik pipetor Eppendorf

Isik Mikroskopu Olympus BH-2

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Madde ve Kitler
Interldkin 2(IL-2) ELISA KIT (Rat) Shanghai Y1 biotech, CIN

Interldkin 6(IL-6) ELISA KIT (Rat) Shanghai Y1 biotech, CIN
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TAS Rel Assay Diagnostic, Turkiye

TOS Rel Assay Diagnostic, Turkiye
Berberine Fluoro Chem, UK

Ketamin (Ketalar®) Pfizer, Turkiye

Ksilazin (Rompun®) Bayer, Tirkiye

PBS tablet BIOMATIK, Kanada

3.2. Yontem

3.2.1. Deney protokolii

Deney gruplar: her grupta 8 adet olmak tizere 5 grupta toplamda 40 adet
erkek sicandan olusturulmustur. Berberin gruplarina sirasiyla serum
fizyolojik icinde hazirlanmis berberin 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg
dozlarda 14 giin slire ile oral olarak uygulanmistir. Kontrol grubuna ve CP

grubuna 14 giin suire ile serum fizyolojik oral olarak uygulanmastir.

Grup 1; 7 gun oral olarak serum fizyolojik uygulanmis ve 8. Gunde 200
mg/kg dozda intraperitoneal SF uygulanmis ve sonrasinda 14. gline kadar oral

olarak serum fizyolojik uygulanmis olan siganlar (n:8) (KONTROL)

Grup 2; 7 gun oral olarak serum fizyolojik uygulanmig, 8. glinde 200
mg/kg dozda intraperitoneal CP uygulanmis ve sonrasinda 14. giine kadar oral

olarak serum fizyolojik uygulanmis olan sicanlar (n:8) (CP)

Grup 3; 7 gin oral olarak 75 mg/kg dozda serum fizyolojik ic¢inde
¢ozdirulmis berberin uygulanmis, 8. giinde 200 mg/kg dozda intraperitoneal

CP uygulanmis ve sonrasinda 14. giine kadar oral berberin uygulanmig

sicanlar (n:8) (BER75)

Grup 4; 7 gin oral olarak 150 mg/kg dozda serum fizyolojik iginde
¢ozdirilmiis berberin uygulanmis, 8. giinde 200 mg/kg dozda intraperitoneal
CP uygulanmis ve sonrasinda 14. giine kadar oral berberin uygulanmisg

sicanlar (n:8) (BER150)
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Grup 5; 7 giun oral olarak 300 mg/kg dozda serum fizyolojik iginde
¢ozdirilmiis berberin uygulanmis, 8. giinde 200 mg/kg dozda intraperitoneal
CP uygulanmis ve sonrasinda 14. gine kadar oral berberin uygulanmig

sicanlar (n:8) (BER300)

Tablo 3.1. Hayvan gruplar: ve deney modeli

Gin /' Kontrol Cp Ber75 Ber150 Ber300
Grup
1-7. gtin  SF (oral) SF (oral) Berberin 75 Berberin 150 Berberin 300

mg/kg (oral)  mg/kg (oral) mg/kg (oral)

8. giin SF 200mg/kg CP 200mg/kg  CP 200mg/kg CP 200mg/kg CP 200mg/kg

o) o) (ip) (ip) (ip)

8-14. giin SF (oral) SF (oral) Berberin 75 Berberin 150 Berberin 300
mg/kg (oral) mg/kg (oral) mg/kg (oral)

14 ginlik uygulama sonrasinda son ila¢ dozundan 24 saat sonra

asagidaki protokole gore érnekleme yapilmistir.
3.2.2. Orneklerin alinmasu

1. Deney gruplarini olusturan sicanlara 14 ginlik uygulama siresi
sonunda intraperitonal olarak 60 mg/kg ketamin ve 5 mg kg-ksilazin ile genel
anestezi uygulanmis ve ardindan servikal dislokasyon yoluyla otenazi

saglanmastir.

2. Hemen ardindan sicanlarin her iki testisi ¢ikarilmigtir. Testislerden
biri fosfat tamponu ¢ozeltisi (NaCl: 8 g, KCI: 0.2 g, KH2PO4: 0.2 g, NasHPOyu:
1.14 g tartilarak 1L distile su ic¢inde) igeren kaplara konularak histolojik

inceleme i¢in ayrilmigtir.

3. Kan ve diger kirliliklerden temizlenmesi saglanan diger testis ise
belirli bir siire slizge¢ kagidinda bekletilip fazla nemi alindiktan sonra

tartilarak testis agirligi belirlenmisg ve kaydedilmigtir.
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4. Yine bu ikinci testisten alinan yaklagik 100 mg’lik doku 6rnegi 100
mg/ml (1:10 agirlik/hacim) olacak sekilde igerisinde fosfat tamponu g¢ozeltisi
bulunan V-tabanli kapakli tiiplere konularak -20°C’de testis homojenati

hazirlamak i¢in kullanilana dek saklanmistir.

5. -20°C’den alinan numuneler oda 1si1sinda ¢6ziilmesi saglandiktan sonra
yari s1vl, yari buz formdayken homojenizator yardimiyla homojenize edilmig ve
ardindan sogutucu 6zellikli santrifiij cithazina konularak +4°C’de 15000rpm de

15 dk stre ile santrifiij edilmistir.

6. Santrifiij edildikten sonra numunelerin supernatantlari pipet
yardimiyla alinarak baska bir V-tabanl kapakli tiipe aktarilmigtir. Sitokin ve
oksidatif stres degerlendirmeleri yapilana dek+4°C’de buzdolabinda

saklanmigtir.
3.2.3. Biyokimyasal analizler
3.2.3.1. Oksidatif stres degerlendirmesi

1. Total Antioksidan Seviye 6l¢iimii: Orneklerin total antioksidan status
dizeyil (TAS), Rel Assay marka ticari kitler (Rel Assay Kit Diagnostics,
Tukiye) kullamilarak ol¢iilmiistir. E vitamininin suda ¢ézlinir bir analogu

olan Trolox kalibrator olarak kullanilmistir.

2. Total Oksidan Seviye 6lctimii: Orneklerin total oksidanstatus (TOS)
diizeyi Rel Assay marka ticari kitler (Rel Assay Kit Diagnostics, Tikiye)
kullanilarak oOl¢ulmistiir. Hidrojen peroksid kalibratér olarak kullanilmistir.

Sonuclar pmol H2032 equiv/lt seklinde ifade edilmigtir.

Oksidatif Stres Indeksi: TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin
yizde derecesi olarak ifade edilen OSI hesaplanmirken, agagidaki formiilden
yararlanildi ve sonuglar “arbitraryunit” (AU) olarak ifade edilmistir (Erel
2005).

TOS, umol H202 equiv./It

0Si =
TAS, mmol Trolox equiv./It x 10
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3.2.3.2. Sitokin diizeylerinin degerlendirilmesi

Testis dokusundan elde edilen homojenatlarda sitokin diizeylerini
degerlendirebilmek icin IL-2 (Shanghai Y1 biotechCo. Ltd. Rat Interleukin 2
ELISA Kit, CIN) ve IL-6 (Shanghai Yl biotech Co. Ltd. Rat Interleukin6
ELISA Kit, CIN) ELISA kitleri kullanilmig ve tireticisi tarafindan belirlenen

deney prosediiriine gore ¢alisilmigstir.
3.2.3.3. Histolojik degerlendirme

Cikarilan testisler %101luk noétral tamponlu formaldehit icerisine
alinarak 24 saat silireyle tutuldular. Daha sonra testisler enine dilimlere
ayrilarak ilave bir 24 saat siire ile tespite devam edildi. Testisin iist, orta ve
alt kismindan alnan dilim o6rnekleri ¢esme suyu ile yikandiktan sonra
sirasiyla %70, %80, %90 ve %96’lik etanol serisinden gecirilerek dehidrate
edildiler. Isik gecirgen hale getirmek icin iki kez ksilolde tutuldu. Sivi parafin
serisinden gecirildikten sonra parafin bloklar elde edildi. Mikrotomla 4-5 pm
kalinhiginda kesitler alinarak genel histopatolojik degerlendirme i¢in
hematoksilin-eozin boyama teknigi, apoptoz durumunu degerlendirmek icin
kaspaz 3 ve Bcl-2 immiinohistokimyas1 uygulandi. Binokiiler mikroskop
altinda yapilan incelemede saptanan bulgular: temsil eden goriuntiler dijital

kamera ile alinda.
3.2.3.4. Istatistiksel analiz

Tum veriler ortalamatstandart hata olarak ifade edilmistir. Bagimsiz
gruplardan olusan ve normal dagilim gosteren degiskenlere OneWay
Analysis of Variance testi uygulanmis olup, normal dagilim géstermeyen
degiskenlere ise Kruskal-Wallis OneWay Analysis of Variance on Ranks
test ile analiz edilmistir. p<0.05 olasilik degerleri 6nemli olarak kabul

edilmigtir. Tim veri analizleri SPSS 21.0 paket programlari ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Morfometrik Bulgular

Hayvanlarda 14 glinliik deney prosediiriiniin basinda ve bitiminde

olciilen viicut ve testis agirlik degerleri Tablo 4.1’dedir.

Tablo 4.1. Hayvanlarda viicut ve testis agirliklar: (2 kontrole gére ve P CP grubuna gore;

*p<0,05 ve ***p<0,001)

Kontrol

CP+Ber150

CP+Ber300

Ik viicut
agirhig: (g)

Son viicut

agirhg (g)

Testis

agirhigi (mg)

Testis
agirhg: /
V(son)agirlig1

208,75 + 22,24

314,13 + 29,72

1538,75 + 66,33

5,24 + 0,30

CPp CP+Ber75
180,63 + 18,77 156,88 + 12,25
275,88 + 25,51 192,25 + 10,7

1520,75 +
66,15

1351,63 + 27,23

5,26 + 0,20 7,14 + 0,292.b™

200,63 + 16,51

248,71 + 18,35

1592,43 + 63,04

6,53 + 0,33a.b*

208,75 + 12,46

265,50 + 18,34

1594,88+67,49

6,10 + 0,23

400

350
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=N
=
S S

=
o
o

ot
(=]

Kontrol

CP Ber75

Ber150 Ber300

# 1k V.A
B Son V.A.

Sekil 4.1. Deney prosedirin baslangicinda (ilk V.A.) ve bitiminde (son V.A.) élgiilen viicut

agirliklar (g)
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Hayvanlarda 14 giinliik deney prosediirin basglangicinda (ilk V.A) ve
bitiminde (son V.A) 6l¢iilen viicut agirhiklar: Sekil 4.1’de kargilagtirmali olarak
verilmigtir. Ik VA ve son VA agsindan gruplar arasinda anlamlh bir fark

gozlenmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.2. Deney prosediiriiniin bitiminde viicu agirhgmda gozlenen yiizde degisim (VA%)
(***p<0,001 kontrole gore; ++p<0,01 CP grubuna goére, +++p<0,001 CP grubuna gore)

14 giinliik deney prosediiriiniin bitiminde CP verilen hayvanlarda vicut
agirliginda gozlenen ylizde degisim kontrol grubuna goére bir miktar azalmis
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Ancak
CP sonrasinda 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozunda berberin ile tedavi
sonrasinda hem kontrol grubuna gére hem de CP grubuna gére viicut agirlig:
yizde degisimi anlamli derecede azalmistir (kontrol grubuna gore sirasiyla
p<0,001, p<0,001 ve p<0,001; CP grubuna gore sirasiyla p<0,001, p<0,001 ve
p<0,01).
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Sekil 4.3. Deney prosediiriniin bitiminde testis agirliginin viicut agirligina orani (TA/VA)
(mglg) (*p<0,05 ve ***p<0,001 kontrole gére; +p<0,05 ve +++p<0,001 CP grubuna gore)

Testis agirhiginin vicut agirligina oranina bakildiginda CP grubunda
kontrol grubuna goére anlaml bir fark saptanmamistir (p>0,05). 300 mg/kg
berberin ile tedavi de TA/VA oraninda anlamli bir degisiklige neden olmazken
hem kontrol grubuna gore hem de CP grubuna gore TA/VA orani Ber75
grubunda ve Berl50 grubunda anlamli derecede daha ytksekti (kontrol
grubuna gore sirasiyla p<0,001 ve p<0,05; CP grubuna goére p<0,001 ve
p<0,05).

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4.2. Deney gruplarinda oksidatif stres durumu ve sitokin diizeyleri
(akontrole gore;*p<0,05).

Kontrol (0] o CP+Ber75 CP+Ber150 CP+Ber300
0SI (AU) 1,34 0,29 2,26 + 0,26 1,94 0,34 1,03 0,33 1,43 + 0,37
IL-2 (ng/L) 87+ 4,04 90,13 + 3,31 80,88 + 4,95 81,75 + 7,68 95,13 + 5,02
IL-6 (ng/L) 0,54 + 0,05 1,45 + 0,21a* 1,18 0,13 1,01 0,19 1,19 + 0,26
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Sekil 4.4. Testis homojenatlarinda olgtilen IL-2 diuzeyleri (ng/L)
Testis orneklerinden elde edilen homojenatlarda ELISA yontemiyle
Olciilen IL-2 diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermemistir (p>0,05).

1,4 -
1,2 -
1,0 -
0,8 -

T11-6 (ng/L)

0,6 -
0,4 -
0,2 -

0,0

Kontrol (0] Ber75 Ber150 Ber300

Sekil 4.5. Testis homojenatlarinda élgiilen IL-6 dizeyleri (ng/L)
Testis homojenatlarinda ELISA yontemiyle 6l¢iilen IL-6 diizeyleri kontrol

grubuna gore CP grubunda anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Berberin tedavisi sonrasinda IL.-6 diizeylerinde CP grubuna goére bir
miktar azalma saptanmig olsa da bu farklilik istatistiksel olarak anlamlihiga

ulagsmamastir (p>0,05).
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Sekil 4.6. Testis homojenatlarinda oksidatif stres indeksi (OSI)
(AU*: arbitrary unit)

Testis dokusunda oksidatif ve antioksidatif sistemlerin durumunu
gosteren OSI degeri CP grubunda kontrol grubuna goére bir miktar yiuksek ve
berberin ile tedavi edilen li¢ grupta da CP grubuna gore bir miktar azalmis
bulunmakla birlikte bu farklarin hicbiri istatistiksel olarak anlamli degildi

(p>0,05).
4.3. Histolojik Bulgular
4.3.1. Genel histopatolojik degerlendirme

Hematoksilin-eozin ile boyanan testis kesitlerinden deney gruplarini
temsil eden gorintiler sekil 4.7 ve sekil 4.8’de gorilmektedir. Kontrol
grubunda testisler tipik histolojik goriiniim sergilediler ve seminifer tiibiiller
ile interstisyel alan yapilar1 normal gortinimdeydi. Siklofosfamid verilen
grupta ise seminifer tiiblillerin diizensiz sekiller aldig1 ve spermatogenetik
hiicrelerin tiibiil duvarinda disorganize bir sekilde bulundugu dikkati g¢ekti.
Baz1 tiibiillerin limeninde dokiilmiis spermatogenetik hiicreler goriiliirken
baz1 tibiillerde de hiicre kaybi nedeniyle tiibiil ¢apinin azaldigi ve tiibil
limeninin kayboldugu saptandi. Siklofosfamid+berberin verilen gruplarda
genel olarak berberinin siklofosfamidin testiste hasar yapici etkilerini azalttigi

veya duzelttigi gorildi. Berberin 75 mg/kg dozunda uygulandiginda
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siklofosfamidin etkileri azalsa da bazi tibiillerde bozulmalarin devam ettigi
gozlendi. 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozlarinda verilen berberinin ise testislerde
belirgin bir iyilesme sagladig1 ve kontrole yakin bir histolojik yapi sergiledigi

saptandi.
4.3.2. Apoptoz degerlendirmesi

Apoptoz belirteclerinden birisi olan kaspaz 3 ile immiinohistokimyasal
olarak boyanan preparatlar incelendiginde (Sekil 4.9) spermatogenetik
hiicrelerin higbir grupta belirgin olarak apoptoz sergilemedigi, ancak
interstisyel alanda yerlesmis olan Leydig hiicrelerinin gruplara goére farkh
diizeyde kaspaz 3 reaksiyonu gosterdigi belirlendi. Leydig hiicreleri kontrol
grubunda pozitif reaksiyon gostermez iken siklofosfamid grubunda en fazla
say1r ve yogunlukta pozitif reaksiyon gozlendi. Siklofosfamid+berberin
gruplarinda berberin dozu arttik¢a pozitif boyanan Leydig hiicrelerinin say1 ve

yogunlugunun azaldig saptanda.

Antiapoptotik bir protein olan Bcl-2 ile isaretlenen testis kesitleri
incelendiginde (Sekil 4.10) seminifer tubullerde bulunan spermatogenetik
hiicrelerin kontrol grubunda belirgin bir pozitif boyanma sergiledigi,
siklofosfamid grubunda ise negatif veya zayif pozitif boyanmanin oldugu
gozlendi. Siklofosfamid+berberin verilen gruplarda berberin dozu arttikca
spermatogenetik hiticrelerdeki pozitif boyanmanin arttigr dikkati cekti. 75
mg/kg berberin verilen grupta zayif Bcl-2 boyanmasi gorilir iken 150 mg/kg
ve 300 mg/kg dozlarinda uygulanan berberinin kontrol grubuna benzer sekilde

bir pozitif boyanmaya neden oldugu gorildi.
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Sekil 4.7. Deney gruplarina ait sigan testis kesitleri
*Objektif biylitme (x20)

A: Kontrol grubunda normal histolojik yapiya sahip seminifer tibuller ve intersisyel
alan yapilari.
B: Siklofosfamid grubunda seminifer tiibtil limenlerinin kayboldugu ve tibil ¢aplarinin
azaldigr dikkati cekmektedir.
C: Siklofosfamid+75 mg/kg berberin uygulanan grupta seminifer tiibullerde
spermatogenetik hiicrelerde kismi disorganizasyonun oldugu,
D: Siklofosfamid+150 mg/kg berberin uygulanan grupta seminifer tiibiillerin kontrole
yakin bir gérinim sergiledigi ve
E: Siklofosfamid+300 mg/kg berberin uygulanan grupta tamamen kontrole benzer bir
histolojik yap1 oldugu goriilmektedir. Hematoksilin-eozin, barlar 100 um.
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Sekil 4.8. Deney gruplarina ait sigan testis kesitleri
*Objektif biylitme (x40)

A: Kontrol grubunda normal histolojik yapiya sahip seminifer tibiller ve intersisyel
alan yapilari.
B: Siklofosfamid grubunda seminifer tibullerin diizensiz hale geldikleri,
C: Siklofosfamid grubunda seminifer tiibiil limeninde doékiilmis hiicreler ve tubul
duvarinda spermatogenetik hiicrelerde disorganizasyonun oldugu dikkati ¢ekmektedir.
D: Siklofosfamid+75 mg/kg berberin uygulanan grupta,
E: Siklofosfamid+150 mg/kg berberin uygulanan grupta ve
F: Siklofosfamid+300 mg/kg berberin uygulanan grupta kontrole benzer histolojik
gorinimlerin oldugu gorilmektedir. Hematoksilin-eozin, barlar 50 pm.
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Sekil 4.9. Deney gruplarina ait sigcan testis kesitlerinin kaspaz 3 immiinoreaksiyonu
*—: Leydig hiicrelerini gésteren oklar, *Objektif biiytitme (x40)

A: Kontrol grubunda seminifer tiibiiller ve intersisyel alan yapilarinda negatif
reaksiyon.

B: Siklofosfamid grubunda
C: Siklofosfamid+75 mg/kg berberin uygulanan grupta,
D: Siklofosfamid+150 mg/kg berberin uygulanan grupta ve

E: Siklofosfamid+300 mg/kg berberin uygulanan grupta pozitif reaksiyon gosteren
Leydig hiicreleri. Barlar 50 pm.
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Sekil 4.10. Deney gruplarina ait sigcan testis kesitlerinin Bel-2 immiinoreaksiyonu
*Objektif biylitme (x40)

Spermatogenetik hiicrelerin

A: Kontrol grubunda belirgin olarak pozitif reaksiyon gosterdigi,

B: Siklofosfamid grubunda reaksiyonun negatif veya zayif oldugu,

C: Siklofosfamid+75 mg/kg berberin uygulanan grupta,

D: Siklofosfamid+150 mg/kg berberin uygulanan grupta ve

E: Siklofosfamid+300 mg/kg berberin uygulanan grupta berberin dozunun artmasina
paralel olarak pozitif reaksiyonun arttig1 gérillmektedir. Barlar 50 pm.
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5. TARTISMA

Erigkin erkek sicanlarda yaptigimiz bu deneysel calismada 200 mg/kg
dozunda CP’nin intraperitoneal enjeksiyonla uygulanmasi oOncesi ve
sonrasinda 7’ser gin 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozlarinda oral
berberin uygulamasinin testis dokusunda CP’ye bagli olumsuz etkilere kars:
koruyucu ve/veya tedavi edici etkisi olup olmadigini degerlendirdik. Bu
deneylerin sonucunda CP ile testiste histolojik olarak dejeneratif degisiklikler
saptanmigs ve Dberberin tedavisiyle doza bagimli olmak tzere bu
dejenerasyonlarda  1iyilesmeler saptanmistir. Testiste  goriilen  bu
dejenerasyonlarda oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozun roli
degerlendirilmis ve testis homojenatlarinda 6l¢iilen oksidatif stres belirtecleri
ve sitokin diizeyleri agisindan anlamli bir bulgu elde edilememis olmakla
birlikte immunohistokimyasal olarak CP verilen hayvanlarda testis
dokusunda apoptoz gelistigi ve berberin tedavisi ile doz arttikca daha fazla

oranda antiapoptotik etki elde edildigi saptanmastir.

Hayvanlarda deney prosediiriinin baslangicinda (ilk VA) ve bitiminde
(son VA) olciilen vicut agirliklar: gruplar arasinda bir fark goéstermiyordu.
Ancak deney prosediriniin bitiminde viicut agirliginda goézlenen ytzde
degisim (VA%) CP grubu ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
gostermezken CP ile birlikte 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozunda
berberin ile tedavi sonrasinda hem kontrol grubuna gére hem de CP grubuna
gore vicut agirligr ylizde degisimi anlamli derecede azalmistir (kontrol
grubuna gore sirasiyla p<0,001, p<0,001 ve p<0,001; CP grubuna gore sirasiyla
p<0,001, p<0,001 ve p<0,01). Yapilan onceki calismalarin c¢ogunda CP
uygulamasi hayvanlarin vicut agirliginda anlamh diizeylerde azalmaya yol
acmistir (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 2014; Motawi, Sadik, Refaat,
2010; Selvakumar, Prahalathan, Mythili, Varalakshmi, 2004; Salimnejad,
Rad, Nejad, Roshangar, 2018; Xie vd., 2018). Biz ¢calismamizda tek doz 200
mg/kg CP uyguladik ve 7 giin sonra da viicut agirhiklarini 6l¢tiik. Yukaridaki
calismalarda kullanilan CP dozlari daha yiiksek veya deney siiresi daha uzun

tutulmustu. Bu nedenle CP maruziyeti daha fazla olmustur. Bizim
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sonuglarimizla bu ¢alismalarin  sonuclarinin farkli olmasi1 bundan
kaynaklanabilir. Ayrica deney bitiminde olgiilen viicut agirhiklarina
bakildiginda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmasa da CP uygulanan
hayvanlardaki viicut agirligi kontrol grubundakilere gore daha diisiik olarak

bulunmustur (Tablo 4.1).

Vicut agirhiginin azalmasi diger bir¢cok kanser ilacinda oldugu gibi CP
uygulamasi ile de sik gorilen bir yan etkidir. Bunun i¢in 6ne siiriilen olasi
mekanizmalar enerji metabolizmasi lzerine direkt bir etkisinin bulunmasi
veya adiposit 6ncilleri tizerine antiproliferatif etkilerinin bulunmasidir (Myers
vd., 2017). Ayrica, Xie ve arkadaslar1 (2018) da erigkin sicanlarda yaptiklar
bir c¢alismada o6zellikle de CP uygulamasi sonrasindaki ilk haftada

hayvanlarda genel hareketlilikte ve istahta azalma oldugunu saptamiglardir

(Xie vd., 2018).

Siklofosfamidin aksine 3 farkli dozda (75, 150 ve 300 mg/kg) uygulanan
berberin hayvanlarin viicut agirhiginda hem kontrole hem de CP grubuna gore
anlamli bir azalmaya yol acmistir (kontrol grubuna goére sirasiyla p<0,001,
p<0,001 ve p<0,001; CP grubuna gore sirasiyla p<0,001, p<0,001 ve p<0,01).
Berberinin bu etkisinin daha onceden tizerinde c¢ok c¢alisilmis olan
antidiyabetik etkisine bagli oldugu diistinilebilir. Daha 6nce yapilan insan ve
hayvan calismalarinda da berberin tedavisi ile viicut agirliginda anlamli bir
azalma goézlenmis ve bunun enerji tiiketimini kontrol eden bazi genlerin
ekspresyonunda degisiklik olmasina (Hu vd., 2014) veya yag akiimiilasyonunu
azaltmasina (Lee vd., 2006) baglh olabilecegi one stirilmustir. Berberinin bu
etkilerine ilave olarak diiiretik etkisi de vicut agirliginda azalmaya neden
olmus olabilir. Bashir ve Gilani’'nin (2011) yapmis oldugu ¢alismada berberinin

doz bagimh olarak ditiretik etkisi gosterilmistir (Bashir & Gilani, 2011).

Viicut agirhiginda CP uygulamasi ile goriilen degisikligi degerlendirmek
yoluyla bu ajanin genel toksisitesini belirlemeyl amaclamanin yani sira hedef
organ olarak testisteki toksisitesini degerlendirmek i¢in de mutlak ve rolatif
testis agirhiklar: da dlgilmustir. Buna gére TA/VA orani CP grubunda kontrol

grubuna gore anlamli bir fark géstermemistir (p>0,05). Bununla birlikte, 300

57



mg/kg berberin ile tedavi de TA/VA oraninda anlamli bir degisiklige neden
olmazken hem kontrol grubuna goére hem de CP grubuna goére TA/VA oram
Ber75 grubunda ve Berl50 grubunda anlamli derecede daha yiiksek
bulunmustur (kontrol grubuna gore sirasiyla p<0,001 ve p<0,05; CP grubuna
gore p<0,001 ve p<0,05). Literatiirde c¢esitli doz ve siurelerde uygulanan CP
sonrasinda mutlak ve rolatif testis agirliklarinda azalma (Abd EI Tawab,
Shahin, AbdelMohsen, 2014; Selvakumar, Prahalathan, Mythili, Varalakshmi,
2004; Salimnejad, Rad, Nejad, Roshangar, 2018) veya artma (Motawi, Sadik,
Refaat, 2010) gorilen ya da anlamli bir degisiklik gériilmeyen (Oyagbemi vd.,
2016; Xie vd., 2018) calismalar bulunmaktadir. Mutlak ve/veya relatif testis
agirliginda gorilen azalmalarin sperm turetiminde azalmaya ve apoptoz,
dejenerasyon ve parankimal atrofi gibi histolojik degisikliklere bagh
olabilecegi 6ne suriulmustir (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 2014;
Selvakumar, Prahalathan, Mythili, Varalakshmi, 2004; Salimnejad, Rad,
Nejad, Roshangar, 2018).

Bizim calismamizda da yapilan histolojik incelemelerde CP verilen
grupta seminifer tiiblllerde diizensizlik ve spermatogenetik hicrelerde
disorganizasyon  gozlenmistir.  Ayrica  tibil limenine  dokilmis
spermatogenetik hiicreler ve tibil capinda azalma da gozlenmistir. Berberin
tedavisi ile artan dozlarla birlikte histolojik yapinin kontrol grubundaki
yapiya yaklasacak sekilde iyilestigi gozlenmistir. Bu dejeneratif ve parankimal
degisikliklerin yani sira apoptozun degerlendirilmesi i¢in yapilan kaspaz-3 ve
Bcl-2 immunohistokimyasal boyamalarinda da CP uygulamasi ile testiste
apoptotik degisiklikler saptanirken berberin doz bagimli olarak antiapoptotik
etkiler gostermistir (sekil 4.7-10). Yukarida da belirtildigi tizere, bu histolojik
degisikliklerin testis agirhginda da azalma ile sonuglanmasi beklenebilir,
ancak bizim c¢alismamizda ne mutlak ne de rdlatif testis agirliginda CP ile
anlamh bir degisiklik olmamasi CPnin etkisini akut olarak degerlendirmis
olmamiza bagli olabilir. Nitekim mutlak ve/veya rolatif testis agirliginda
azalma gozlenen ¢alismalarin ¢ogunda CP maruziyeti diisiik dozda olsa da 5-
10 haftaya kadar uzamistir ki bu da mikroskobik bulgularin makroskobik

etkiler olusturabilmesine yetecek zamani saglamigs olabilir.
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Oksidatif stres ile ilgili ortak bir kanmi apoptoz kaskadini baglattigidir
(Shaker, Abboud, Assad, Hadi, 2018). ROS pro-apoptotik proteinleri aktive
etmekte ve voltaj kapili anyon kanallar1 yoluyla sitokrom C’nin salinmasina
neden olmaktadir (Korsmeyer, Wei, Saito, Weiler, Oh, Schlesinger, 2000).
Saglikli ve normal bir hiicrede, mitokondri, Bcl-2 gibi antiapoptotik genleri
icerir. Mitokondriye go¢ edebilen proapoptotik proteinlerden biri olan Bax,
antiapoptotik Bcl-2 genini inhibe etmesi ile testiste hasara yol acabilmektedir
(Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 2014; Schwartz & Waxman, 2001). Pro-
apoptotik proteinler ayrica dis mitokondriyal zarda da sitokrom C’nin
mitokondri digina gé¢ etmesine ve apoptotik proteaz aktive edici faktor-1
(Apaf-1) ile birlesmesine yol acar ve apoptozom adi verilen kompleks olusur
(Green & Reed,1998). Apoptozom prokaspaz-9 ile baglanir ve kaspaz-9
formuna aktive eder. Bu aktif kaspaz daha sonra kaspaz 3, 7 ve 12 diye takip
eden kaspazin aktivasyonunu tetikler (i & Yuan, 2008). Kaspaz-3 aracili
yolaklarin aktivasyonu da lireme (germ) hiicre apoptozuna neden olmaktadir
(Ryan, O’Callaghan, O’Brien, 2004; Kim, Ghosh, Weil, Zirkin, 2001; Potnuri,
Allakonda, Lahkar, 2018).

Berberinle yapilan bir calismada antiapoptotik protein olan Bcl-2’y1
artirarak ve sitokrom C, Bax ve kaspazlar gibi apoptotik proteinleri azaltarak
apoptozu onledigi gosterilmistir (Hsu, Chen, Wu, Wu, Jong & Lo, 2012). Ayrica
berberinin Alzheimer hastaligini énlemek i¢in Bcl-2 proteinini hedef alan GSK
- 3B aktivasyonunu tersine g¢evirdigini gosteren bir calisma da mevcuttur (Yu
vd., 2011). Berberinle yapilan bu c¢alismalardan yola cikarak testiste CP
kaynakli apoptozda berberinin antioksidan ve antiapoptotik etkilerinden
dolayr koruyucu etkisinin olabilecegini distinmekteyiz. CP uygulanan
sicanlara berberin uygulanmasi sonucu elde edilen histolojik sonuglar da bize
berberinin belki de doza-bagimli olarak koruyucu bir etkisinin olabilecegini

distindirmektedir.

Daha 6nce yapilmis olan ¢calismada (Motawi, Sadik, Refaat, 2010) CP ile
tedavi edilmis sicanlarin testislerinde, TAS 1n azalmasi takip eden GSH-Px
ve G6PD’nin azalmasi ile antioksidan koruma sisteminin etkinliginin azalmasi

ve artmig lipid peroksidasyon durumuyla oksidatif stresin arttig
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gosterilmistir (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 2014). Oksidatif stres
ROS tiretimi ve hiicre igcinde ROS’un eliminasyonuyla denge halindedir. Bu
dengenin bozulmasi1 hiicrede hasara neden olmaktadir (Vladimir-Knezevic,
Blazekovic, Kindl, Vladic, Lower-Nedza, Brantner, 2014). CP ile yapilmis
benzer (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 2014; Motawi, Sadik, Refaat,
2010; Oyagbemi vd., 2016) ya da farkli doz ve/veya sureli (Salimnejad, Rad,
Nejad, Roshangar, 2018; Onaolapo, Oladipo, Onaolapo, 2017; Anan, Zidan, Abd
EL-Baset, Ali, 2018) calismalarda testiste ROS ve oksidatif stres sonrasi
olusan tUrinlerin (MDA gibi) seviyelerinde anlamli artiglar oldugu
gorilmektedir. Yapilan ¢calismalarda (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen,
2014; Motawi, Sadik, Refaat, 2010; Oyagbemi vd., 2016) ROSun artmis
olmasina ragmen Ol¢iillen TAS seviyelerinde ise anlamli derecede azalmalar
gorualmistiir. Calismamizda da yukaridaki calismalara benzer nitelikte
oksidatif ve antioksidatif sistemlerin durumunu goésteren OSI (TOS
diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin yizde derecesi) degeri CP grubunda
kontrol grubuna gore bir miktar yiksek cikmakla birlikte bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunamamgtir(p>0,05).

Farkli ajanlar uygulanarak testiste olusturulan oksidatif streste zengin
icerikte berberin fraksiyonu uygulamasina (100 mg/kg) bagh olarak oksidatif
stres belirteclerinde (TBARS) azalma gozlenmistir. Berberin ekstraktinin
TBARS ve NO seviyelerini azaltarak ve diismiis GSH miktarini ytikselterek
hiicreyi ROS hasarina kars1 koruyabilecegi gosterilmistir (Li, Geng, Jiang &
Kong, 2014). Arastiricilar bulduklar1 bu sonuglarin berberin fraksiyonunun
glclii antioksidan etki kapasitesi oldugunu gosteren oOnceki c¢alismalarla
uyumlu oldugunu gézlemlemiglerdir (Abd EI-Wahab, Ghareeb, Sarhan, Abu-
Serie & ElI Demellawy, 2013; Laamech, el-Hilaly, Fetoui vd., 2017;
Pongkittiphan, Chavasiri & Subabphol, 2015).

Bizim ¢alismamizda da OSI degeri berberin ile tedavi edilen ti¢ grupta CP
grubuna gore yukaridaki calismalara benzer olarak azalmigtir. Ancak bu
azalmalarin hicbiri istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0,05).
Yukarida arastiricilarin bulmus oldugu sonuglarla bizimkilerin farklh

olmasinin nedeni kullanilan berberin kaynaklh olabilir. Biz saf berberin
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kullanirken bu arastiricilar bir berberin ekstrakti kullanmiglardir. Berberin
ekstrakti icerisinde berberin disinda berberubin, columbamin, bermamin,
palmatin, jatrorrhizin gibi alkoloidler de bulunmaktadir (Rafiee, Nejati,
Heidari, Ashraf, 2016). Dolayisiyla arastiricilarin buldugu antioksidan etkide

berberin diginda ekstrakta bulunan diger alkoloidlerin katkis1 da olabilir.

Siklofosfamid enjeksiyonunun hayvanlarda farkli modellerde ve farkli
mekanizmalarla inflamatuar reaksiyonu tetikledigi bilinmektedir. Bu
proinflamatuar olaylarda 6zellikle de sitokinlerin rol aldig1 disiiniilmektedir
(Yigitaslan, Ozatik, Ozatik, Erol, Sirmagul, Baseskioglu, 2014; Arafa, 2009;
Sakura, Masuda, Matsuoka, Yokoyama, Kawakami, Kihara, 2009; Hamsa &
Kuttan, 2011). Bunun yani sira PPARy yolag1 tzerinden de inflamasyona
katkida bulundugu da distinilmektedir (Korkmaz, Topal, Oter, 2007).

Berberin anti-inflamatuar etkisini MAPK yolunun inhibisyonu, NF-xB
yolunun inhibisyonu RhoGTPaz inhibisyonu ve PPARg aktivasyonu ile
gerceklestirebilir (Li, Geng, Jiang & Kong, 2014).

Cesitli hiicrelerin kiltirlerinde berberin tedavisinin TNF-a ve IL-6’y1
azalttigini gosteren calismalar mevcuttur (Choi vd., 2006; Lou vd., 2011;
Shang vd., 2010; Chen vd., 2011). Berberin, IL-10/IL-1p8, IL-10/IL-6 ve IL-
10/TNF-a gibi anti-inflamatuar/pro-inflamatuar sitokin oranlarini arttirabilir.
Berberinin anti-inflamatuar aktivitesi, NOD farelerinin splenositlerinde,
bobreklerinde ve karacigerinde goézlenmigtir (Cui vd., 2009; Chueh & Lin,
2012).

Ayrica Nrf2’nin transkripsiyonu  berberinin anti-inflamatuar
aktivitesinde oOnemli bir rol oynamaktadir. Nrf2nin bloke edilmesinin
berberinin makrofajlardaki proinflamatuar sitokinlerin tiretimindeki inhibitér
etkisini ortadan kaldirdigi goriilmiistiir. Berberin tedavisi, AMPK ve P38in
aktivasyonunu uyarabilir ki bu da Nrf2nin niikleer translokasyonuna ve
proinflamatuar sitokinlerin tiretimininin inhibisyonuna neden olur (Mo vd.,

2013; Lee vd., 2013).

Bizim ¢alismamizda da yukaridaki ¢alismalara (Choi vd., 2006; Lou vd.,
2011; Shang vd., 2010; Chen vd., 2011) benzer sonuglar gézlenmistir. Ancak
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berberin tedavisi sonrasinda IL-6 diizeylerinde CP grubuna gore bir miktar
azalma saptanmis olsa da bu farklihk istatistiksel olarak anlamlihiga
ulagsmamagtir (p>0,05). Sonucglardaki bu farklilik ¢alismalarin in vivo ya da in
vitro olmasindan kaynaklanabilir. Bizim in vivo yapidaki ¢alismamizda sitokin
diizeyleri testiste anlamli bir degisikligi yansitacak dilizeye erigememis
olabilir. Yine berberin caligmalarinin bircogu diyabetik modeller tizerinde
gerceklestirildiginden diyabette de 6n planda olan inflamasyon bu sekilde
aciga ¢ikmig olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Deneylerin sonucunda CP ile testiste histolojik olarak dejeneratif
degisiklikler saptanmig ve berberin tedavisiyle doza bagimh olmak tizere bu
dejenerasyonlarda  iyilesmeler saptanmistir. Testiste  goriilen  bu
dejenerasyonlarda oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozun roli
degerlendirilmis ve testis homojenatlarinda oOlgiilen oksidatif stres belirtecleri
ve sitokin diizeyleri agisindan anlamli bir bulgu elde edilememis olmakla
birlikte immunohistokimyasal olarak CP verilen hayvanlarda testis
dokusunda apoptoz gelistigi ve berberin tedavisi ile doz bagimli olarak
antiapoptotik etki gorilmistiir. Vicut agirliklarinin degerlendirmesinde CP
ve berberin gruplarinda kontrol ile kiyaslandiginda viicut agirliginda bir
azalma oldugu saptanmistir. Ancak bu azalma istatistiksel acidan anlamlh

bulunamamaistir.

Elde ettigimiz sonuclar CPye baglh testis hasarinin o6nlenmesinde
berberinin yararlh etkileri olabilecegini diistindirmektedir. Hayvanlarda
olusan etkilerin insanlarda da benzer etkiler gostermesi muhtemeldir. Bu

nedenle klinik ¢calismalarin yapilmasinin uygun olabilecegi kanaatindeyiz.
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