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OZET

Siklofosfamid (CP) klinikte kanser ve non-malignant hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan alkilleyici sitotoksik bir ilagtir. CP’nin antitiimoral etkinligi
yiiksek dozda kullanilabilmesine baghidir. Ancak yiiksek doz CP kan ve kemik iligi
toksisitesine neden olmaktadir. CP’ye bagli hematoksisite, kan dokusunda lipit
peroksidasyonunun artigsiyla yakindan iligkilidir. Bu c¢alismada deneysel olarak
olusturulmus hematoksisitede ugucu yaglarin temel bileseni olan ve antioksidan
ozellikleri bilinen karvakrol’tin (Car) kan ve kemik iliginde olas1 koruyucu etkilerini
saptamak amaglandi. Calismamizda, Sprague-Dawley cinsi 91 adet erkek sican her
grupta 7 hayvan olacak sekilde 13 gruba ayrilmistir (kontrol, 50, 100 ve 150 mg/kg CP;
0.5 mL zeytinyagi; 5 ve 10 mg/kg Car; 50+5, 100+5 ve 150+5 mg/kg Car; 50+10,
100+10 ve 150+10 mg/kg CP+Car). CP ile birlikte Car verilen gruplarda Car
uygulamasina CP uygulamasindan 3 giin 6nce baslandi ve deney sonuna kadar devam
edildi (6 gilin). 4. giin hayvanlar tekrar tartildi, CP dozlar1 hesaplandi ve CP+Car
birlikte verildi. Sadece CP verilen gruplarda CP uygulamasindan {i¢ giin sonra anestezi
yapildi. Boylece 4. ve 7. giinlerde hayvanlardan anestezi altinda intrakardiyak kan alimi
yapildiktan sonra siganlarin femurundan kemik iligi dikkatlice alindi. Periferik kan
hiicreleri ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicreleri kan sayim cihazinda sayildi. Intraperitonal
CP uygulamasi doz artigina paralel olarak sirasiyla 16kosit (%59, 77, 86), trombosit
(%9, 30, 35) ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayilarini (%58, 82, 94) azaltti. CP ile
birlikte 5 ve 10 mg/kg Car verilen deney gruplarindaki 16kosit, trombosit ve kemik iligi
cekirdekli hiicre sayilarinin sadece CP verilen gruplara gére onemli bir oranda arttig
goriildii (p<0.001). CP nedenli myelosupresyon ve hematoksisitenin 6nlenmesinde 10
mg/kg Car 5 mg/kg Car’e gore daha koruyucu olmustur. Verilerimiz, Car dozunun
belirli oranlarda degistirilmesiyle, artan CP dozuna karsi daha giiclii bir koruyucu
etkinligin saglanabilecegini  dislindiirmektedir. CP nedenli hematoksisitenin
onlenmesinde Car’ iin farkli dozlarim1 iceren calismalarin yapilmas: gerektigini
diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Siklofosfamid, hematoksisite, karvakrol, sitoprotektivite, sican.
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SUMMARY

Cyclophosphamide (CP) is an alkilating agent used in clinics to treat malign and
non malign diseases. The antitumor activity of the drug depends on the dose of
administration whereas the higher doses cause blood and bone marrow toxicity. The
hematoxicity of CP is closely linked to increase in lipid peroxidation of blood. The aim
of this study is to test protective effect of carvacrol (Car) which is the main component
of volatile lipids showing an antioxidant activity on blood and bone marrow. In this
study there were 91 male Sprague-Dawley rats used, rats were divided into 13 groups
each consisting 7 animals; (control, 50, 100 and 150 mg/kg CP; 0.5 mL olive oil; 5 and
10 mg/kg Car; 50+5, 100+5 and 150+5 mg/kg Car; 50+10, 100+10 and 150+10 mg/kg
CP+Car). In groups which Car was administrated with CP, Car therapy alone was
started 3 days earlier and continued till the end of the experiment (6 days). On 4th day
animals were weighed again the relative doses of CP was calculated and CP was given
together with Car. In groups which receive CP alone, anesthesia was given 3 days after
CP administration. On days 4 and 7 blood was taken intracardiacally under anesthesia
and then femur was disected carefully.  Peripheric blood cells and bone marrow
nucleated cells were counted on blood counter. Intraperitoneal CP administration
reduced dose dependantly leukocyte (%59, 77, 86), thrombocyte (%9, 30, 35) and bone
marrow nucleated cells (%58, 82, 94). In groups where CP was adminisrated together
with 5 ve 10 mg/kg Car leukocyte, thrombocyte and bone marrow nucleated cell
numbers were significantly increased (p<0.001) compared to cell numbers of the groups
where CP was given alone. 10 mg/kg Car was better than 5 mg/kg Car at preventing CP
related myelosuppresion and hematoxicity. These results show that Car doses can be
increased relative to the CP dose to reach a stronger protective effect. We think there
should be further experiments in which different doses of Car will be used to prevent
CP related toxicity.

Key words: Cyclophosphamide, hematoxicity, carvacrol, cytoprotectivity, rat.
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1. GIRIS

Kanser diinyada ve iilkemizde sagligi tehdit eden 6nemli sorunlardan biri olup,
olime yol acan hastaliklar arasinda diinyanin birgok {iilkesinde ve Tiirkiye’de kalp-
damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Ayrica teknolojinin
gelismesi, erken tani, bireysel bilinglenme ve tani alaninda arayislar, tanilanan kanser
sayisinin artmasi, bu vakalara her gegen giin yenilerinin eklenmesi, tan1 ve tedavi
alaninda daha fazla calisma yapilmasina ve yeni ilaglarin uygulama alanina girmesine
neden olmaktadir (OHD, 2009).

Kemoterapi kanser tedavisinde, neoplastik hastaligin siirecini yavaslatmak,
geriletmek ya da durdurmak amaciyla antineoplastik ila¢ kullanilmaktadir. Kanser
tedavisinde kullanilan antineoplastik ilaglarin bazilarinin kansere neden oldugu gerek
insanlar tizerinde yapilan gozlemler gerekse hayvan deneylerinde kanitlanmistir
(Ehrenfried et al., 1997; Furuta et al., 2000; Watanabe et al., 2001; Fairchild et al.,
1979; Kinlen et al., 1981). Antineoplastik ilaglarin en fazla kanserojenik olanlar
alkilleyici (Siklofosfamid, Karmustin, Klorambusil, Prokarbazin vb.) tipte olanlaridir
(Kayaalp, 1989). Alkilleyici ilaglarin kemoterapide dozunu kisitlayan en 6nemli etkisi
ise bagisiklik baskilayiciktir (Pool et al., 1988; Kawabata et al., 1990; Stockman et al.,
1973; Turc and Poulter, 1972). Alkilleyici ilaglarin immunosupressif etkilerine bagl
olarak l6kopeni, trombositopeni ve lenfopeni gelismektedir. Bu durum onlarin ytliksek
dozda ve/veya daha sik kullanilmasiyla daha giiclii bir terapotik etkinligin saglanmasinm
engeller (Kalaycioglu et al., 1995; Sandberg et al., 1995; Cingi ve ark., 1996).

Siklofosfamid, kanser tedavisinde ¢ok yaygin olarak kullanilan gii¢lii bir ilagtir.
CP; akut ve kronik 16semi, meme kanseri, multiple myeloma, lenfoma, romatoid artrit
tedavisinde ve kemik iligi nakillerinde sik¢a kullanilir (Kumar et al., 2004; Senthikumar
et al.,, 2006). CP’nin baslica yan etkileri hematopoietik depresyon, hemorajik sistit ve
renal toksisitedir. CP hematoksisite, lirotoksisite, teratojenite, mutajenite, karsinojenite
ve kemik iliginin baskilanmasi1 gibi diisiindiiriicii toksik etkilere sahiptir (Kumar et al.,
2004).

CP’nin iki aktif metaboliti fosforamid mustard (FAM) ve akroleindir (ACR).
CP’ nin antineoplastik etkileri FAM ile iliskilidir. FAM’ in DNA’ya baglanarak hiicre

boliinmesini baskiladigi, CP’nin bagisiklik baskilayici ve antitimor etkilerine araci



oldugu diisiiniilmektedir. CP’nin toksik etkisi aktif metaboliti olan ACR ile ilgilidir.
ACR doku antioksidan (AO) savunma sistemine miidahale ederek yiiksek oranda SOR
olusumuna yol agar ve memeli hiicreleri icin mutajeniktir (Kawabata et al., 1990).

ACR kaynakli olusan serbest radikaller; enzim, reseptor, iyon pompalar1 gibi
molekiillerle birleserek onlarin fonksiyonlarint bozarlar. Neoplastik hastaliklarda, CP
kemoterapisi boyunca, ACR’nin toksik yan etkilerinden kaginmak i¢in bazi1 AO ajanlar
kullanilarak bu toksik etkilerin detoksifiye edilmesi gerekir (Senthilkumar et al., 2006).

CP’nin toksik etkilerini onleyerek daha yiiksek dozlarda kullanilmasina olanak
saglayan yontemler gelistirilmis ise de halen ilag uygulama sistemleri daha duyarli
olabilecek metotlarin arayisi igindedir (Ayhanci et al., 2008). Son zamanlarda yapilan
calismalar bazi1 fenolik bilesiklerin hiicre koruyucu etkilerinin oldugunu ortaya
koymustur.

Kekik yagimin ve kekik suyunun ana bilesigi olan karvakroliin (Car) lipozom
fosfolipidlerinin peroksidasyonunu inhibe ettigi ve ¢esitli sentetik AO’lardan ¢ok daha
yiiksek bir AO aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Ugucu bir monoterpen olan bu
bilesik; antimikrobiyal, antifungal, dogal gida koruyucu ve memelilerde yaslanmay1
geciktirici Ozelliklere sahiptir (Tran-Thi et al., 2006). Ayrica Car’in giicli bir
antimutajenik ve antitimor etkilerinin oldugu ileri siirtilmiistiir (Ipek et al., 2005).

Biz de bu ¢alismamizda siganlarda deneysel olarak olusturulmus CP nedenli kan
ve kemik iligi toksisitesine karsi hiicre ve dokularda koruyucu etkisinin oldugu

diisiiniilen Car’lin olas1 koruyucu etkilerini aragtirmayi planladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Siklofosfamid (Cyclophosphamide = CP)

Alkilleyici ilaglar grubuna giren CP kanser tedavisinde ¢ok yaygin olarak
kullanilan gii¢lii bir oxazaphospharin’dir (Pool et al., 1988). Ancak myelosupresyon,
irotoksisite, mutajenite, teratojenite ve karsinojenite gibi diistindiiriicti toksik etkilere de
sahiptir (Ayhanci et al., 2008; Biiyiiknacar et al., 2008). CP’nin insanda ozellikle
16semi ve mesane karsinojenitesine neden oldugu konusunda yeterli veri vardir (IARC,

1981). CP’ nin kimyasal yapis1 sekil 2.1.1°de gosterilmistir (Budavari, 1987).
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Sekil 2.1.1 Siklofosfamid; 2—bis (kloroetil) amino tetrahidro—2H-1,2,3—oksazofosforin 2—oksit
(Budavari, 1987).

CP tarafindan olusturulan bagisiklik baskilayicilik ana ilagtan ziyade onun
metabolitlerinden kaynaklanmaktadir. P-450 monooksijenaz sisteminin etkisi altinda
CP, 4-hidroksi siklofosfamide metabolize olur. Bu metabolit enzimatik olmayan bir
yolla aldofosfamide yeniden diizenlenir. Bu da FAM ve ACR’ye ayrilir. FAM’in
DNA’ya baglanarak hiicre boliinmesini baskiladigi, CP’nin bagisiklik baskilayict ve
antitiimor etkilerine aracit oldugu diisiiniilmektedir. Ote yandan ACR’nin &nemli
makromolekiillerinin siilfidril gruplariyla c¢abucak reaksiyona girdigi bdylece
bagisikligin baskilanmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir (Kawabata et al., 1990;
Kwon et al., 1987; Pool et al., 1988). Olusan ara iiriinler veya son metabolitlerin;



kanser seciciligi, sistemik toksisite, mutajenite, teratojenite, genotoksisite ve
kanserojenite gibi farkli etkileri olabilecegi ileri siiriilmektedir (Pool et al., 1988).
CP’in metabolizmasi sekil 2.1.2°de gosterilmistir (Gilman et al., 1999).

CP’nin kullanim alanlar1 sunlardir;

_ Hodgkin dis1 lenfomalar (Glode et al., 1981; Kreuser et al., 1993)

_ Cocuklarin akut lenfositik 16semisi ( Bokser et al., 1990; Morris, 1993)

_ Kiigiik hiicreli olan veya olmayan akciger kanseri (Thatcher et al., 1988)

_ Hodgkin hiicreleri (Ayhanci et al., 2008)

_ Pediatrik solid tiimérler (Bramwell et al., 1987)

Ayrica giiglii bagisiklik baskilayici etki gostermesi nedeni ile romatoid artrit,
cocuklarin nefrotik sendromu (Koyama et al., 1977), behget hastaligi (Ozyazgan ve ark.,
1992) ve diger bazi otoimmun hastaliklarda (Kayaalp, 1989) da kullanilmaktadir.

CP’nin kendine 6zgii bir yan etkisi steril hemorajik sistittir (Di Palma and Di
Gregorio, 1990; Biiyiiknacar et al., 2008). Bu durum idrar igindeki ilagtan ve onun 4-
hidroksi metabolitinden ziyade tahris edici bir madde olan ACR olusumuna baglidir
(Al- Safi and Maddoks, 1986; Cavaletti et al., 1986). Ote yandan CP’nin insanlarda ve
deney hayvanlarinda mesane kanseri yaptigi yoniinde raporlarda bulunmaktadir
(Lahdetie et al., 1990). CP’ nin kemik iligi mutajenitesi konusunda yapilan ¢alismalar
bu maddenin insanlarda ve sicanlarda hematopoietik sistemde kanserojen oldugunu

gostermistir (Bramwell et al., 1987; Blom et al., 1995; Moore et al., 1995).
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Sekil 2.1.2 Siklofosfamidin metabolizmasi (Gilman et al.,1999).

2.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidadif Stres

Serbest oksijen radikalleri (SOR), besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye
doniistimii sirasinda meydana gelen reaktif molekiillerdir. Oksijen molekiilleri yasam
icin vazge¢ilmez olmakla birlikte, metabolizma sirasinda SOR kaynag olarak bilinen ve
son derece reaktif olan ara iirlinler olusur. Reaktif oksijen tiirleri/metabolitleri olarak
bilinen bu molekiiller lipidler, proteinler ve niikleik asitlerle etkileserek membran
biitlinliigiiniin kaybina, proteinlerde yapisal veya fonksiyonel degisikliklere ve genetik

mutasyonlara yol agmaktadir (Memisogullari, 2005).



Aerobik organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol altinda tutmak ve bu
molekiillerin zararli etkilerine engel olmak tizere AO savunma sistemleri gelismistir.
Ancak bazi durumlarda mevcut AO savunma sistemi SOR’larin etkisini tamamen
Onleyemez ve oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikar (ARGE, 2010).
Oksidatif stres SOR’lar ve AO’lar arasindaki dengenin SOR’lar lehine bozulmasidir
(Memisogullari, 2005).

2.3. Antioksidan (AO)

AO’lar viicudu SOR’larin yikici giiciine karsi hiicreleri koruyan molekiillerdir.
Hiicrenin DNA’s1, protein yapilarinin 6zellikle oksijen ve akrabalarinin yikici giiciine

kars1 korunmasi yaslanma hizini diisiirebilir (Turgay, 2008).

Tablo 2.3.1. Serbest radikal kaynaklar1 etkisiz hale getiren antioksidan maddeler (Turgay, 2008).

Serbest Radikal Kaynaklari Antioksidan Molekiiller

Asir alkol tiiketimi Enzimler (SOD, Katalaz, GSH-Px)

Sigara kullanimi Proteinler (Albumin, seriiloplazmin)

Elektromanyetik radyasyon Selenyum

Giines 1ginlari(UV) Askorbik asit (C vitamini)

Kronik inflamasyonlar Tokoferoller (E vitamini)

Asir1 demir yiiklemesi Karotenoidler

Asin fiziksel egzersiz Flavonoidler

Yaslanma Glutatyon ve tiyoller

Dogum kontrol haplari Koenzim Q, ubikinon ve tiirevleri
2.4. Kekik

Aromatik hos bir koku ve lezzet verici Ozelliginden dolayr besin olarak
kullandigimiz bitki ¢esitlerinden birisi de kekiktir. Tedavi amagl ilag olarak da
degerlendirilen kekigin iilkemizde ticareti de yapilmaktadir. Hepsi Ballibabagiller
(Labiatae = Lamiaceae) familyasina bagl kekik tiirlerinin dahil oldugu Origanum,
Thymbra, Coridothymus, Satureja ve Thymus cinsleri vardir. Tiirkiye, Lamiaceae
familyasinin 6nemli bir gen merkezi konumunda olup, bu familyaya ait 45 cins olmak
lizere toplam 731 takson ile temsil edilmektedir. Ulkemizdeki endemizm oran1 %44.2
olan bu familya, Tirkiye’nin en zengin {i¢iincii familyas1 konumundadir (Baser, 1993;

Kocabas, 2001). Ugucu yag iiretiminde kullanilan tiirlerinin ise Origanum onites



(bilyal1 kekik, izmir kekigi), Origanum vulgare sub sp. hirtum (Istanbul kekigi, kara
kekik), Origanum minutiflorum (sitciiler kekigi, yayla kekigi, toka kekigi), Origanum
majorana (beyaz kekik, alanya kekigi) Origanum syriacum var. bevanii (dag kekigi,
Suriye kekigi, Israil kekigi) dir (Baser, 2001, 2002). Origanum, sindirim, solunum
sistemi rahatsizliklarinda, antiseptik, antispazmatik, gaz giderici, terletici, kadin
hastaliklarinda, uyarici, balgam, idrar ve gaz soktiiriicii, ses kisikligi, dkstiriik, bogmaca,
kellik ve uyuzlugun tedavisinde kullanilabilecek 6zelliklere sahiptir (Ayhanci et al.,
2008). Bu bitkinin 6ziit ya da yaglarinin yaslanma onleyici, antibakteriyel, antifungal,
antiseptik Ozellikleri vardir. Ugucu yagin %60’ tan fazla bir kismin1 Car ve timol
olusturmaktadir.

Kekik tiirlerinin yer aldigi Labiate familyasinin tiim cinslerinde ortak 6zellik,
yiiksek miktarda ugucu yag icermeleri ve ugucu yagin ana bilesiminin kekige kendine
0zgili kokusunu veren Car ve/veya timol’ {in olmasidir (Baser, 2001; Baydar et al.,
2004).

Yiiksek oranda Car (5-isopropyl-2-methylphenol) ve timol igeren esansiyel
yaglarin en yiiksek AO etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Balladin and Headly,
1999). Bu bilesikler farkli biyoaktif 6zellikler de gosterirler. Flavonoidler ve E
vitamini gibi ugucu olmayan AO’lar Timus vulgaris tiiriiniin ekstraktlarinda bulunur
(Dapkevicious et al., 2002). Kekik sahip oldugu bu ozelliklerinden dolay1 besin
sanayisinde koruyucu olarak kullanilir. Origanum cinsi Akdeniz, Avrupa, Sibirya ve
Iran bolgelerinde yaklasik 38 tiir igerir. Origanum tiirlerinin iiyeleri diinyada en nemli
aromatik bitkiler arasinda yer alir.

Tiirkiye ve dogu ege florasinda 24 tiirli ve 27 sinifi bulunan Origanum cinsinin
16 tirti endemiktir (Aligiannis et al., 2001). Origanum bitkileri genellikle yemeklere
lezzet katmak icin ve alkolli igcki yapiminda kullanilir. Origanum bitkilerinin
antifungal, antibakteriyal, antioksidan, antikanserojen ve insektisel 6zelliklerinden otiirii
Origanum tiirlerinin bilesikleri ¢ok fazla ¢alisilmustir (Ipek et al., 2005). Origanum
sinif1 agagida belirtilmis olan ana bilesiklere gore 3 gruba ayrilabilir (Kokkini, 1996);

1) Linalool, terpinen-4-ol, sabinene

2) Karvakrol ve Timol

3) Sesquiterpenler



Esansiyel yaglarin antimikrobiyal etkilere sahip oldugu yapilan birgok calismada
gosterilmistir. Esansiyel yaglar bitkilerden elde edilen, ugucu ve lipofilik bilesiklerdir.
Bitkilerin sekonder metabolitlerinden elde edilirler. Genellikle mekanik baskiyla, su ve
buhar distilasyon yontemiyle elde edilirler (Bruneton, 1999). Kimyasal olarak baslica
monoterpenler, sesquiterpenler, alkoller, eterler, aldehitler, esterler ve ketonlar esansiyel
yaglarin ana bilesenleridir (Dorman and Deans, 2000). Giiniimiizde esansiyel yaglarin
antibakteriyal, antioksidan, antifungal, bakterisid, fungisid ve insektisel etkilere sahip
olduklar1 ¢esitli ¢alismalarla ortaya konulmustur (Aeschbach, 1994; Twetman, 1995).
Yiiksek oranda fenolik bilesikler iceren esansiyel yaglarin yiiksek oranda antimikrobiyal
etkilerinin oldugu bildirilmektedir. Bunlara ilaveten antioksidan 6zelliklerinden dolay1
kozmetikte, antiseptik Ozelliklerinden dolayr agiz bakim iriinlerinde ve besinleri
koruyucu o6zelliklerinden o6tiirii de besin sanayinde kullanilmaktadirlar (Tepe, 2005;
Tran, 2006).

Monoterpenler, cesitli bitki Ozlerindeki yaglardan elde edilmektedir. Ayni
zamanda cesitli ilaglarin da iginde kullanilmaktadir (Vaddi et al., 2002; Kunta et al.,
1997; Godwin and Michniak, 1999). Monoterpenler, esansiyel yaglarin en onemli
bilesenleridir (Muhlbauer et al., 2003).

Monoterpenler; hidrokarbonlar, alkoller, oksitler ve digerleri gibi c¢esitli
kimyasal siniflara aittir (Vaddi et al., 2002; Godwin and Michniak, 1999; Gao and
Singh, 1998).

Esansiyel yaglar ve monoterpenler lipofilik bilesiklerdir, kolaylikla hiicre
membranlarindan gecerler ve bu nedenle deri ve akciger tarafindan absorbe
edilmektedirler (Muhlbauer et al., 2003).

Yapilan bir ¢alismada bagirsak hiicreleri ve E. coli bakterisi iizerinde Oregano
(Lamiaceae), Timus (Lamiaceae), Clove (Myrataceae) ve Cinnamon (Lauraceae)
esansiyel yaglar1 ve onlarin ana bilesenleri olan Car, timol, eugenol gibi bilesiklerin
etkilerine bakilmistir. Esansiyel yaglarin bakteriyi tamamen inhibe ettikleri dozlarin
goreli olarak kiiltiirlenmis intestinal hiicrelerde yiiksek sitotoksik etkileri oldugu
bulunmustur. Bu etkiler doza baghdir. Yapilan ¢calismada cinnamon ve clove ugucu
yagi ile onlarin major bileseni eugenol diisiik dozlarda sitotoksik etki gostermezken
kismi bir antimikrobiyal etki gostermistir. Oregano ugucu yagi ve major bileseni Car

diisiik dozlarda apoptotik hiicre 6liimiinii ¢ok hafifce artirirken siddetli antimikrobiyal



etki gostermistir. Timus ugucu yagi yiiksek sitotoksisiteye sahipken onun ana bileseni
timol sitotoksik etki gdstermeyip kuvvetli antimikrobiyal etki gostermistir (Dusan et al.,
2006).

Diger bir ¢alismada da, Car’iin insan ve kopek myositleri tizerindeki kalsiyum
kanallarini inhibe ettigi gosterilmistir (Magyar et al., 2002). Baska bir ¢alismada ise,
Car’e benzer bir molekiil olan timol’un kalsiyum ve potasyum kanallarini bloke ettigi
bildirilmistir (Magyar et al., 2004).

Car’iin AO ve analjezik etkilerini ortaya koyan ¢alismalar da bulunmaktadir.
Sideretis congesta, Satureja cuneifolia ve Origanum onites tiirleri iki farkli bolgeden
toplanmis ve bu tiirlerin esansiyel yaglari Clevenger distilasyonu ile elde edilmistir.
Esansiyel yaglarin analjezik etkileri standart analjezikler olan morfin ve fenoprofen ile
karsilastirilmistir.  Test maddeleri arasinda sadece Origanum onites’ in spesifik
analjezik etkilerinin oldugu bildirilmistir. Origanum onites’ in analjezik etkilerinin
yetistigi bolgeye bagli oldugu bulunmustur. Bulgular analjezik etkinin esansiyel yagin
bir bileseni olan karvakrol ile baglantili oldugunu gii¢lii bir sekilde desteklemektedir
(Aydin et al., 1998).

Yapilan diger bir ¢aligmada da Thymus pulegiodies tiiriiniin fenolik
kemotiplerinden elde edilen ekstraktlarin serbest radikallari yok etmekte etkili oldugu
gosterilmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerinin patojen bakterilere karsi secici
olmasia karsin, zayif bakterisid 6zelliklerinden dolay1 yiyecek koruma teknolojisinde
faydalanilabilecegi bildirilmektedir (Loziene et al.,2004).

Yapilan diger bir ¢alisgmada da Origanum minutiflorum’un esansiyel yaginin
ciprofloxacin- direngli Campylobacter spp. tiiriine olan antimikrobiyal etkilerini Borth
mikrodilasyon ve agar jel diflizyon yontemlerini kullanarak arastirmiglardir. Sonug
olarak, O. minutiflorum tiiriiniin esansiyel yagmin Campylobacteriosis gibi besin
zehirlenmesine sebep olan hastaliklar1 onlemede dogal bir yiyecek koruyucu olarak
kullanilabilecegini bulmuslardir.

Ayrica gaz kromatografisi ve kiitle spektrometresini (GC/MS) kullanarak O.
minutiflorum tiiriiniin esansiyel yaginin %98.7 sini kapsayan 22 bileseni oldugunu tespit
etmiglerdir. ~ Bu bitkinin esansiyel yaginin %73.9 Car ve %7.20’si pcymene

olusturdugunu gostermislerdir (Aslim and Yiicel, 2008).
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Yapilan diger bir ¢aligmada da, Origanum onites L. tiirlinden fraksiyonel
distilasyonla elde edilen Car’iin farkli dozlarinin N-ras onkogeni transfer edilmis
myoblast hiicrelerinin (CO25) DNA sentezini growth medium ve ras aktive edici
mediumda inhibe ettigini gostermislerdir. Dolayisiyla Car’iin kanser tedavisinde yeri
olabilecegini ileri siirmektedirler (Zeytinoglu et al., 2003).

Yapilan diger bir c¢alismada da, timol ve Car’iin hem DPPH hem de B-
karoten/linoleik asit test sistemlerinde giiclii bir antioksidan aktivitesinin oldugu
gosterilmistir (Tepe et al., 2005).

Yapilan diger bir c¢alismada da, timol, Car, 6-gingerol, hidroksitirosol ve
zingeron’un AO ve prooksidan etkilerini arastirmiglardir. Timol, Car, 6-gingerol ve
hidroksitirosol’un askorbat ve Fe™ varliginda fosfolipid lipozomlarin peroksidasyonunu
azalttigini, fakat zingeron’un c¢ok zayif bir inhibe edici etkisinin oldugunu
bildirmiglerdir. Arastiricilarin bulgulari, timol, Car ve 6-gingerolun 6nemli derecede
AO etkilerinin oldugunu ve sentetik AO katki maddelerinin yerine kullanilabilecek
dogal bir AO madde oldugunu diisiindiirmektedir (Aechbach et al., 1994).

2.4.1. Karvakrol’iin Genel Ozellikleri

Karvakrol (Car), bircok aromatik bitkinin énemli bir bileseni ve onlarin ugucu
yag bilesenlerinden biridir (De Vincenzi et al., 2004). Car; Thymbra spicata bitkisinden
elde edilen ucgucu yaglarin fenolik ve fungitoksik bir bilesenidir. Ayrica Car Anabasis,
Carum, Mentha, Ocimum, Zea gibi bitkilerden de izole edilmektedir. Bu bilesik alkol
ve eter ile kolay bigimde ¢oziinebilir ancak, su ile kolay ¢dzlinemez (Ayhanci et al.,
2008).

Car; agik formiilii; 2-metil -5-(1-metil etil)fenol, kapali formiilii; CioH140,
molekiil agirligi; 150,21 gram/mol olan bir bilesiktir. Sinonimleri; isopropil-o-cresol, p-
cymen-2-ol, 2-hidroksi-pcymen, 5-izopropil-2-metilfenol, iso-timol ‘diir (De Vincezi et.
al., 2004). Sekil 2.3.1 Car’iin kimyasal yapis1 gosterilmistir (Golob, et al., 1999).
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CH,
OH

CH(CH;),

Sekil 2.4.1.1 Karvakrol’iin kimyasal yapisi.

Car’lin ¢esitli aktiviteleriyle ¢ok sayida AO ozellikleri belirlendigi igin ve
kimyasal yapisinda hidroksil (-OH) gruplart bulunmasindan dolayr AO olarak
degerlendirilebilir (Kulisic, et al., 2004; Sokmen, et al., 2004). Origanum vulgare’ de
yiiksek oranda Car ile timol bulunur ve ugucu yagin SOR baglayici 6zelligini sergilerler
(Sahin, et al., 2004). Son yapilan bir arastirmada da Car’iin genotoksik maddelere kars1
insan saghigimi koruyabilecegi bildirilmistir (Ipek, et al., 2005). Car’iin bu tip 6zellikleri
Anadolu Universitesi Tibbi ve Aromatik Bitki ve ila¢ Arastirma Merkezi (TBAM)
tarafindan yapilan ¢alismalarla da desteklenmektedir (Baser, 2001). Car’iin subakut,
kronik toksititesi ile lireme sagligi ilizerine ve teratojenik etkilerine yonelik veri

bulunmamaktadir (De Vincenzi et al., 2004).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Deneysel calismamizda saglikli, erkek, 220+20 gram agirlikta, 3 aylik Sprague-
Dawley cinsi albino siganlar kullanilmistir. Tim deney hayvanlar1 T.C. Saghk
Bakanligi Refik Saydam Hifzissthha Merkez Baskanligi Deney Hayvanlari Uretim
Laboratuar’inda temin edilerek deney siiresince 12; 12 aydinlik/ karanlik 1giklandirmast
olan, 1sis1 (22+£2C°) ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatildi.
Deneye baslanmadan dnce hayvanlarin bir hafta siire ile ortam kosullarina adaptasyonu
saglandi (Ehrenfried et al., 1997; Furuta et al., 2000; Watanabe et al., 2001). Bu
adaptasyon siirecinde tiim si¢anlar polikarbonat seffaf kafeslerde standart sican yemi ile

beslendi ve ¢gesme suyu verildi.

3.2. Kimyasal Maddeler ve Enjeksiyonlar1

%99 safliktaki karvakrol (Car) ve siklofosfamid (CP) ticari olarak temin edildi.
Bu maddelerden Car 0,5 mL zeytinyaginda, CP’nin ise 500 mg’1 25mL bidistile suda
coziilerek enjeksiyona hazir duruma getirildi.

Kimyasal madde enjeksiyonlari, ¢ozeltilerin taze olarak hazirlanmasindan sonra,
biitiin hayvanlar ilk enjeksiyondan ve dldiiriilmeden Once tartilarak agirliklar1 saptandi
ve bdylece uygulanacak ilag dozlar1 belirlenerek steril tek kullanimlik enjektorler ile
intraperitonal (i.p.) olarak verildi.

Sadece CP verilen 1, 2 ve 3. gruptaki hayvanlar CP enjeksiyonundan 6 giin sonra
anestezi edildi. CP ile birlikte Car verilen gruplarda Car uygulamasina CP
uygulamasindan 3 giin Once baslandi ve deney siiresince devam edildi. 4. giin
hayvanlar tekrar tartilarak uygulanacak CP dozu belirlendi ve boylece 4. giin CP+Car
verildi. 7. glin hayvanlar anestezi edilerek kan ve kemik iligi alindi (Ayhanci et al.,

2008).
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3.3. Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar

Tim deneysel c¢aligmalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirildi.

Ketamin/rompun (50/10 mg/kg) ile anestezi edilmis hayvanlardan intrakardiyak
kan alimi yapildi. Kan orneklerinin 1/5’lik kismu sitrath tiiplere konularak, Hemavet
850 marka ve model kan sayim cihazinin si¢an kalibrasyonunda sayimi yapildi (Sanz et
al., 1998; Aktay et al., 2000; Theocharis et al., 2001).

Kan alimindan sonra hafif ketamin/rompun anestezisi ile oldiiriilecek
hayvanlarin bir femuru kaslarindan iyice temizlenerek ortaya c¢ikarildi (Lerza et al.,
1988; Uyar et al., 1990). Kemik iki ucundan kesilerek bir pens yardimi ile tutularak,
enjektordeki serum fizyolojik femurun bir ucundan basingla fiskirtilarak iligin
tamaminin tliplin i¢ine gegmesi saglandi. Toplam 5 mL serum fizyolojik ve kemik iligi
iceren dereceli tiipteki hiicrelerin dagiliminin homojen olmasi i¢in ayni enjektor ile tiip
icindeki hiicreli sivi birkag kez c¢ekilip bosaltildi. Bu islemler yapilirken sivinin
koplirmemesine dikkat edildi. Kemik iligi igeren tiipler 3000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek ve silipernatan enjektor ile alindi. Dereceli tiipte 2 mL serum fizyolojik ile
hiicreleri iceren bu karisim tekrar enjektor ile birkag kez ¢ekilip bosaltilarak homojen
hale getirildi. Daha sonra kan parametreleri sayiminda oldugu gibi kemik 1ligi hiicreleri

de kan sayim cihazinda sayilarak elde edilen veriler kaydedildi (Ayhanci et al., 2008).

3.4. Deney Gruplar

Deney hayvanlari arasindan rastgele secimle her birinden =7’ ser sican olmak

tizere kontrol dahil toplam 13 grup olusturuldu. Bunlar;

Kontrol grubu: Her hayvana 0,5 mL serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi.
Grup 1: Her hayvana 50 mg/kg CP tek doz enjeksiyonu yapildu.

Grup 2: Her hayvana 100 mg/kg CP tek doz enjeksiyonu yapildi.

Grup 3: Her hayvana 150 mg/kg CP tek doz enjeksiyonu yapildi.

Grup 4: 0,5 mL zeytinyag1 enjeksiyonu yapildi.



Grup 5: 5 mg/kg Car (MSDS, NIOSH) tek doz enjeksiyonu yapildi.
Grup 6: 10 mg/kg Car (MSDS, NIOSH) tek doz enjeksiyonu yapildi.
Grup 7: 50+5 mg/kg CP tek doz+Car enjeksiyonu yapildi.

Grup 8: 100+5 mg/kg CP tek doz+Car enjeksiyonu yapildi.

Grup 9: 150+5 mg/kg CP tek doz+Car enjeksiyonu yapildi.

Grup 10: 50+10 mg/kg CP tek doz+Car enjeksiyonu yapildi.

Grup 11: 100+10 mg/kg CP tek doz+Car enjeksiyonu yapildi.

Grup 12: 150+10 mg/kg CP tek doz+Car enjeksiyonu yapildi.

Tablo 3.4.1 Uygulanan siklofosfamid ve karvakroliin gruplara gore dagilimu.
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Dozlar/
Gruplar

50 mg/kg
CP

100mg/kg
CP

150mg/kg
CP

0.5mL
zeytin
yagi

5 mg/kg
Car

10mg/kg
Car

Kontrol grubu

grup

grup

grup

grup

grup

grup

Nl o~ w N e

grup

8. grup

9. grup

10. grup

11. grup

12. grup




Tablo 3.4.2 Siklofosfamid ve karvakroliin gruplara uygulanma sekli.
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GUN 1 2 3 4 5 6 7
VERILE
MADDE
Kontrol SF SF SF SF SF SF Kesim
CP + Kesim
Zeytinyad + + + + + + Kesim
Car + + + + + + Kesim
CP +Car Car Car Car CP+Car Car Car Kesim
3.5. Istatistiksel Degerlendirmeler
Calismalarimiz sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS
18.0 for windows” versiyonu bilgisayar paket programi kullamilmistir.  Eskigehir
Osmangazi Universitesinin bilgi islem merkezinin lisansh programudir. Kan

serumlarinda analizi yapilacak olan periferik kan hiicreleri (I6kosit ve trombosit) ve

kemik iligi hiicre sayimindan elde edilen veriler; gruplar arasindaki farklilik durumlari

Kruskal Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks ile degerlendirilmistir.

Tiim istatistik uygulamalar sonucunda sayisal deger (p) olarak ortaya cikan

deney gruplari arasindaki farklar, p<0.05 oldugunda anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Kontrol ve deney gruplarinin 16kosit, trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre
sayllarinin ortalama degerlerinin istatistiksel karsilastirilmasi Tablo 4.1, Tablo 4.2,
Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo 4.1°de goriildigi gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 16kosit sayis1 kontrole gore ileri derecede dnemli bir azalma (%59)
gostermistir (p<0.001). 100 mg/kg CP verilen deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 16kosit sayist da kontrole gore ileri derece de onemli bir azalma
(%77) gostermistir (p<0.001). En yiiksek toksisitenin goriildigi 150 mg/kg CP verilen
deney grubunda l6kosit sayisi kontrol lokositlerine gore asir1 bir azalma (%86)
gostermistir (p<0.001).

Tablo 4.2°de goriildiigii gibi zeytinyagi verilen deney grubu kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 16kosit sayisi onemli bir fark (%9) gostermemistir (p>0.05). 5
mg/kg Car verilen deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda artis olmasina
ragmen (%]10) anlamli bulunmamustir (p>0.05). 10 mg/kg Car verilen deney grubu
kontrole gore %57 oraninda artig gostermistir (p<<0.001).

Tablo 4.3’te goriildigi gibi 50+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubu kontrole
gore 16kosit sayis1 %26 oraninda azalma gdstermis ve istatistiksel agidan ileri derecede
bir azalma olarak kabul edilmistir (p<0.001). 100+5 mg/kg CP+Car deney grubu
kontrol grubuna gore %60 oraninda azalma gostermistir (p<0.001). 150+5 mg/kg
CP+Car %82 oraninda azalma gostermistir (p<0.001).

Tablo 4.4’te goriildiigi gibi 50+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubunun
16kosit sayis1 kontrole gore %10 oraninda azalma gostermis ancak bu azalma anlamli
kabul edilmemistir (p>0.05). 100+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubu kontrole gore
%350 oraninda azalma gostermistir (p<0.001). 150+10 mg/kg CP+Car verilen %64

oraninda azalma gostermistir (p<0.001).



Lokosit

——
——
——

Lokosit Sayisi (x10%/uL)

B CP

B CP+5 mg/kg Car
B CP+10 mg/kg Car
O Kontrol

50 100 150
Dozlar (mg/kg)

ekil 4.1. Kontrol grubu ve diger gruplarin 16kosit sayilarinin (x10%/uL) ortalama degerlerinin dagilimi.
g ger grup y u g g
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Kontrol grubu ve deney gruplarinin trombosit sayilarinin ortalama degerlerinin
istatistiksel karsilagtirilmasi Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo 4.1.’de goruldiugi gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda trombosit sayist kontrole gore %8 oraninda azalma gostermis ancak
bu azalma anlamli kabul edilmemistir (p>0.05). 100 mg/kg CP verilen deney grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda trombosit sayist kontrole gore %29 oraninda
azalma gostermistir (p<0.05). En yiiksek toksisitenin goriildiigii 150 mg/kg CP verilen
deney grubunda trombosit sayisi kontrole gore %34 oraninda azalmistir (p<0.001).

Tablo 4.2.” de goriildiigii gibi zeytinyagi verilen deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda trombosit sayist %26 oraninda artis gostermistir (p<<0.05). 5mg/kg
Car verilen deney grubu kontrol grubu ile karsilastirldiginda %26, 10 mg/kg Car
verilen deney grubu ise %29 oraninda artis gostermistir (p<0.05).

Tablo 4.3.’de goriildigi gibi 50+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubu kontrol
grubuna gore trombosit sayist %9 oraninda artis gostermis ancak bu artis dnemli bir
artis olarak kabul edilmemistir (p>0.05). 100+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubu
kontrol grubuna gére %2 oraninda artis gostermistir (p>0.05). 150+5 mg/kg CP+Car
verilen deney grubu kontrol grubuna gore %12 oraninda azalma gdstermesine ragmen
bu azalma 6nemli kabul edilmemistir (p>0.05).

Tablo 4.4.°de goriildigi gibi 50+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubunda
kontrol grubuna gore trombosit sayisi %20 oraninda artis gostermis ve bu artis
istatistiksel agidan 6nemli bir artis olarak kabul edilmemistir (p>0.05). 100+10 mg/kg
CP+Car verilen deney grubu kontrol grubuna gore %21 oraninda artis gostermis ve bu
artig istatistiksel ag¢idan anlamli kabul edilmistir (p<0.05). 150+10 mg/kg CP+Car
verilen deney grubu kontrol grubuna gore %20 oraninda artis gostermis ve bu artis

Onemli bir artis olarak kabul edilmemistir (p>0.05).



CP

B CP+5 mg/kg Car
H CP+10 mg/kg Car
O Kontrol

Trombosit
1400
1200
-
= 1000 —
1Y
X 800 |
- i
2 I .
©
® 600 E —
B
3
€ 400 —
e
|_
200 —
0 l
50 100 150

Dozlar (mg/kg)

Sekil 4.2 Kontrol grubu ve diger gruplarin trombosit sayilarmm (x10%/uL) ortalama degerlerinin dagilim.

19



20

Kontrol grubu ve deney gruplarinin kemik iligi g¢ekirdekli hiicre sayilarinin
ortalama degerlerinin istatistiksel karsilastiritlmas1 Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve
Tablo 4.4°de gosterilmistir.

Tablo 4.1°de goriildigi gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayisi kontrole gore ileri derecede
onemli bir azalma (%57) gostermistir (p<0.001). 100 mg/kg CP verilen deney grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayis1 kontrole gore
ileri derecede Onemli bir azalma (%82) gostermistir (p<0.001). En yiiksek
toksisitesinin goriildigii 150 mg/kg CP verilen deney grubunda kemik iligi ¢ekirdekli
hiicre sayis1 kontrole gore asir1 bir sekilde azalma (%94) gostermistir (p<0.001).

Tablo 4.2°de goriildiigi gibi 0,5 mL zeytinyagi, 5 ve 10 mg/kg Car verilen deney
gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda kemik iligi cekirdekli hiicre sayilari
strastyla %2, %3 ve %5 artis gostermelerine ragmen bu artiglar anlamli bulunmamigtir
(p>0.05).

Tablo 4.3’te gorildiigii gibi 50+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubu kemik
iligi ¢ekirdekli hiicre sayis1 bakimindan kontrol grubuyla kiyaslandiginda %20 oraninda
bir azalma gostermistir (p<0.001). 100+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubu kontrol
grubuna gore %65 oraninda azalma gostermis ve bu azalma istatistiksel agidan ileri
derecede azalma olarak kabul edilmistir (p<0.001). 150+5 mg/kg CP+Car %80
oraninda azalma gostermis ve bu azalma ileri derecede azalma olarak kabul edilmistir
(p<0.001).

Tablo 4.4’te goriildigi gibi 50+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubunun
kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayis1 kontrol grubuna gore %24 oraninda azalma gdstermis
ve bu azalma istatistiksel a¢idan ileri derecede 6nemli bir azalma olarak kabul edilmistir
(p<0.001). 100+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubunun kemik iligi ¢ekirdekli hiicre
sayis1 kontrol grubuna gore %59 oraninda azalma gdstermis ve bu azalma istatistiksel
acidan ileri derecede bir azalma olarak kabul edilmistir (p<0.001). 150+10 mg/kg
CP+Car verilen deney grubunun kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayis1 kontrole gore %70
oraninda azalma gostermis ve bu azalma ileri derecede dnemli bir azalma olarak kabul

edilmistir (p<0.001).
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50+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubu 16kosit sayisi bakimindan 50 mg/kg
CP verilen deney grubu ile karsilagtirildiginda ileri derecede 6nemli bir artis (%82)
gostermistir (p<0.001). Trombosit sayisi da %18 oraninda artis gostermistir (p>0.05).
Bu grupta kemik iligi cekirdekli hiicre sayisinda oldukg¢a biiyiik bir artis (%90)
kaydedilmistir (p<<0.001).

50+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubu 50 mg/kg CP verilen deney grubu ile
karsilastirildiginda 16kosit sayist %115 oraninda (p<0.001), trombosit sayisi %31
oraninda (p<0.05) kemik iligi ¢cekirdekli hiicre sayisi ise %71 oraninda artis gostermistir
(p<0.001).

100+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubu 100 mg/kg CP verilen deney grubu
ile karsilagtirlldiginda 16kosit sayist %47 oraninda (p<0.01), trombosit sayist %43
oraninda (p<<0.01) ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayisi ise %97 oraninda bir artig
gostermistir (p<0.001). 100+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubu 100 mg/kg CP
verilen deney grubu ile karsilastirildiginda 16kosit sayist %114 (p<0.001), trombosit
%78 (p<0.001) ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayisi da %125 oraninda artig
gostermistir (p<0.001).

150+5 mg/kg CP+Car verilen deney grubu 150 mg/kg CP verilen deney grubu
ile karsilastirildiginda 16kosit sayist %74 (p>0.05), trombosit sayis1 %34 (p>0.05) ve
kemik iligi g¢ekirdekli hiicre sayisi da %189 oraninda artis gostermistir (p<<0.001).
150+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubu 150 mg/kg CP verilen deney grubu ile
karsilastirildiginda 16kosit sayist ileri derecede (%150) artis gostermistir (p<0.001).
Trombosit sayisi ileri derecede 6nemli bir artis (%86) gostermistir (p<0.001). Kemik
iligi ¢ekirdekli hiicre sayis1 da ileri derecede Onemli bir artis (%317) gostermistir
(p<0.001).

50+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubu 50+5 mg/kg CP+Car verilen deney
grubu ile karsilagtirildiginda 16kosit sayisindaki %18 oranindaki artis 6nemli kabul
edilmistir (p<0.01). Ancak trombosit sayisindaki %10’luk artig anlamli bulunmazken
(p>0.05) kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayisindaki %10 ‘luk artis anlamli kabul edilmistir
(p<0.05).

100+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubu 100+5 mg/kg CP+Car verilen deney

grubu ile karsilastirildiginda 16kosit sayisinda %45 oranindaki artis ileri derecede
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onemli bulunmus (p<<0.001), trombosit sayisindaki %24 ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre
sayisindaki %14’liik artiglar anlamli bulunmamuistir (p>0.05).

150+10 mg/kg CP+Car verilen deney grubu 150+5 mg/kg CP+Car verilen deney
grubu ile karsilastirildiginda 16kosit sayist %43 (p<0.05), trombosit sayist %39 ve
(p<0.001) kemik iligi g¢ekirdekli hiicre sayisi1 da %44 oraninda artis gostermistir
(p<0.01).

5 mg/kg Car verilen deney grubu 0,5 mL zeytinyagi verilen deney grubu ile
karsilastirildiginda 16kosit sayisindaki %1°lik artis anlamli bulunmamustir (p>0.05). 10
mg/kg Car verilen deney grubu 0,5 mL zeytinyagi verilen deney grubu ile
karsilagtirildiginda 16kosit sayist ileri derecede artis (%44) gostermistir (p<0.001). 5
mg/kg Car verilen deney grubu 0,5 mL zeytinyag:i verilen deney grubu ile
karsilastirildiginda trombosit sayist %2 oraninda bir artis gostermistir (p>0.05). 10
mg/kg Car verilen deney grubu 0,5 mL zeytinyagi verilen deney grubu ile
karsilastirildiginda trombosit sayist %2 oraninda artmistir (p>0.05). 5 mg/kg Car
verilen deney grubu 0,5 mL zeytinyagi verilen deney grubu ile karsilastirildiginda
kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayisindaki %5’lik artis anlamli bulunmamustir (p>0.05).
10 mg/kg Car verilen deney grubu 0,5 mL zeytinyagi verilen deney grubu ile
karsilastinlldiginda kemik iligi cekirdekli hiicre sayisindaki %3’liikk artis anlamli
bulunmamustir (p>0.05).



Tablo 4.1. 50, 100, 150 mg/kg CP verilen deney gruplari ve bunlarin kontrol gruplariin 16kosit, trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicrelerinin ortalama

degerlerinin istatistiksel karsilastirilmast.

150 mg/kg CP

GRUPLAR Lokosit Trombosit Kemik iligi
(n=7) (X 10% /uL) p (X 10% /uL) p (X 10% /uL) p
KONTROL 6,126 + 0,562 722,286+ 50,146 35,909 + 1,134
*kk O ok
I. GRUP 2,566 + 0,278 663,571 + 17,822 15,234 + 0,513
50 mg/kg CP
KONTROL 6,126 + 0,562 722,286+ 50,146 35,909 + 1,134
*kx *
*k*x
Il. GRUP 1,417 +0,0725 509,286 + 11,814 6,391 + 0,415
100 mg/kg CP
6,126 % 0,562 722,286+ 50,146 35,909 + 1,134
KONTROL **kx **k *k*x
I11. GRUP 0,866+ 0,05 471,857 + 15,614 2,511+0,137

0 : p>0.05, fark yok
* : p<0.05, fark var

** 1 p<0.01, Onemli fark var

*** . p< 0.001, ileri derecede 6nemli fark var




Tablo 4.2. 0,5 mL zeytinyagi, 5 ve 10 mg/kg Car verilen deney gruplari ve bunlarin kontrol gruplarinin 16kosit, trombosit ve kemik iligi

¢ekirdekli hiicrelerinin ortalama degerlerinin istatistiksel karsilastirilmasi.

GRUPLAR Lokosit Trombosit Kemik iligi
(n=7) (X 10° /pL) p (X 103 /uL) (X 103 /uL)
KONTROL 6,126 + 0,562 722,286+ 50,146 35,909+ 1,134
0
V. GRUP 6,709 +0,321 910,857 + 38,369 36,657 + 1,313
0,5 mL zeytinyag
KONTROL 6,126 + 0,562 722,286+ 50,146 35,909+ 1,134
0
V. GRUP 6,777 £0,21 913,429 + 22,89 34,937 + 2,699
5 mg/kg Car
6,126 + 0,562 722,286+ 50,146 35,909+ 1,134
KONTROL rxx
V1. GRUP
10 mg/kg Car 9,671 + 0,808 936,286 + 62,449 37,891 £ 2,441

0 : p>0.05, fark yok
*: p<0.05, fark var

** 1 p<0.01, Onemli fark var

*** . p< 0.001, ileri derecede 6nemli fark var




Tablo 4.3. 50+5, 100+5, 150+5 mg/kg CP+Car verilen deney gruplar1 ve bunlarin kontrol gruplarinin 16kosit, trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli

hiicrelerinin ortalama degerlerinin istatistiksel karsilastirilmasi.

GRUPLAR Lokosit P Trombosit Kemik iligi P
(n=7) (X 10° /uL) (X 10° /uL) (X 10° /uL)
KONTROL 6,126 + 0,562 722,286+ 50,146 35,900 + 1,134
*k% **%k%*
VII. GRUP 4,683 + 0,349 788,429 + 28 224 28.971 + 1,479
50+ 5 mg/kg CP+Car
KONTROL 6,126 + 0,562 722,286+ 50,146 35,909 + 1,134
* %% Fodkk
VIIl. GRUP 2.086 + 0,237 733 + 38,781 12,609 + 1,255
100+5 mg/kg CP+Car
KONTROL 6,126 + 0,562 722,286+ 50,146 35,900 + 1,134
*kk **k*
IX. GRUP 1,511 + 0,0979 633,429 + 61,741 7,269 + 0,273
150+5 mg/kg CP+Car

0 : p>0.05, fark yok
* 1 p<0.05, fark var

** - p<0.01, Onemli fark var

*** - <0001, Ileri derecede 6nemli fark
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Tablo 4.4. 50+10, 100+10, 150+10 mg/kg CP+Car verilen deney gruplart ve bunlarin kontrol gruplarinin 16kosit, trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli

hiicrelerinin ortalama degerlerinin istatistiksel kargilastirilmasi.

150+10 mg/kg CP+Car

GRUPLAR Lokosit p Trombosit Kemik iligi p
(n=7) (X 10° /uL) (X 10° /uL) (X 10° /uL)
KONTROL 6,126 + 0,562 722,286+ 50,146 35,909 + 1,134
0
X. GRUP 5,54 + 0,501 872 + 333,85 26,129 + 2,741 Hoxx
50+ 10 mg/kg CP+Car
KONTROL 6,126 + 0,562 722,286+ 50,146 35909 + 1,134
*kk *kk
XI. GRUP 3,046 + 0,193 910 + 63,248 14,411 £ 0,61
100+10 mg/kg CP+Car
KONTROL 6,126 + 0,562 722,286+ 50,146 35909 + 1,134
*k*k *k*k
XI1. GRUP 2,166 + 0,217 881,714 + 76,554 10,491 + 1,009

0 : p> 0.05, fark yok
* 1 p< 0.05, fark var

** : p<0.01, Onemli fark var
*** » < 0.001, fleri derecede 6nemli fark var
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada CP’nin toksik aktivitesi ve dolayisiyla koruyucu ajana (Car) bagh
gelisen degisikligi belirlemek igin periferik kan hiicrelerini (l16kosit, trombosit) ve
kemik iligi ¢ekirdekli hiicrelerinin sayisal varyasyonlarini test ettik.

Gerek kemik iliginde gerekse periferik kanda yaptigimiz incelemelerden elde
ettigimiz bulgular aragtiricilar tarafindan ileri siiriilen bulgulara benzemektedir.
Nitekim, sadece 50, 100 ve 150 mg/kg CP uyguladigimiz hayvanlarin 16kosit, trombosit
ve kemik iligi c¢ekirdekli hiicre sayilarinda sirasi ile kontrole gore belirgin azalmalar
kaydedilmistir (p<0.001). Ozellikle 150 mg/kg CP uygulanan deney grubundaki
hayvanlarda 16kosit, trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayisinda sirastyla % 85,
% 34, % 94’e varan azalmalar kaydedilmistir.

CP’nin antitiimoral etkinligi, yliksek dozda kullanilabilmesine baglidir (Osborne
et al., 1987). Ancak yiiksek dozlarda kullanilamamasinin nedeni kemik iligini
baskilamasi ve hemorajik sistit olusturmasidir (Ayhanci et al., 2008; Al-Safi and
Maddocks, 1986; Moore et al., 1995; Calavetti et al., 1986; Di Palma and Gregoria,
1990; Osborne et al., 1987). CP’nin immunosupressif etkilerine bagli olarak 16kopeni,
trombositopeni ve lenfopeni gelismektedir. Bu durum CP’nin yiiksek dozda ve/veya
daha sik kullanilmasiyla daha gii¢lii bir terapdtik etkinlik saglanmasini engellemektedir
(Kalaycioglu et al., 1995; Sandberg et al., 1995; Cingi ve ark., 1996). Bir deneysel
calismada 20 ve 40 mg/kg CP’nin sicanlarda dalak ve kemik iliginde mutajen oldugu
gosterilmistir (Moore et al., 1995).

CP’nin iki aktif metaboliti fosforamid mustard (FAM) ve akroleindir (ACR).
CP’ nin antineoplastik etkileri FAM ile iliskilidir. FAM’ in DNA’ ya baglanarak hiicre
boliinmesini baskiladigi, CP’nin bagisiklik baskilayic1 ve antitiimdr etkilerine araci
oldugu diisiiniilmektedir (Kawabata et al., 1990). CP’ nin toksik etkisi aktif metaboliti
olan ACR ile ilgilidir. ACR doku antioksidan (AO) savunma sistemine miidahale
ederek yiiksek oranda serbest oksijen radikali (SOR) olusumuna yol agar ve memeli

hiicreleri i¢in mutajeniktir.



29

ACR kaynakli olusan SOR’lar; enzim, reseptdr, iyon pompalari gibi
molekiillerle birleserek onlarin islevlerini bozarlar (Senthilkumar et al., 2006).
Neoplastik hastaliklarda, CP kemoterapisi boyunca, ACR’nin toksik yan etkilerinden
kaginmak i¢in bazi AO ajanlar kullanilarak bu toksik etkilerin detoksifiye edilmesi
gerekir.

CP’nin toksik etkilerini dnleyerek daha yiiksek dozlarda kullanilmasina olanak
saglayan yontemler gelistirilmis ise de halen ilag uygulama sistemleri daha duyarl
olabilecek yontemlerin arayisi igindedir (Ayhanci et al., 2008).

Neoplastik hastaliklarda, CP kemoterapisi boyunca, ACR’nin toksik yan
etkilerinden kaginmak i¢in bazi AO ajanlar kullanilarak bu toksik etkilerin azaltilmasi
gerekmektedir. Platinum nedenli renal toksisiteye karsi bir tiyol AO olan amifostinin
sitoprotektif etkisi vardir. Ancak hipokalsemi, anksiyete ve hipotansiyon gibi yan
etkilerinden dolay1 bundan kaginilmaktadir. Sodyumtiyosiilfat, mesna ve procainamide
gibi diger sitoprotektif etkili ajanlar etkinliklerinin yetersizligi yiiziinden genis klinik
kullanimlar i¢in onaylanmamaktadir. Bu bilesikler ayni zamanda tiimor dokusunda
platinum ve alkilleyici ajanlar tarafindan olusturulan toksisiteye karsi sitoprotektivitede
secici degillerdir (Senthilkumar et al., 2006).

Son zamanlarda dogal fenolik bilesiklerin bedende oynadiklari roliin 6nemi
acisindan yapilan birgok deneysel ve klinik ¢aligmalar karvakrol (Car) gibi baz1 fenolik
bilesiklerin sitoprotektif etkileri oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Kekik yaginin ve kekik suyunun ana bilesigi olan Car’iin lipozom
fosfolipidlerinin peroksidasyonunu inhibe ettigi ve cesitli sentetik AO’lardan ¢ok daha
yiiksek bir AO aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Ucgucu bir monoterpen olan bu
bilesik; antimikrobiyal, antifungal, dogal gida koruyucu ve memelilerde yaslanmayi
geciktirici Ozelliklere sahiptir (Tran-Thi et al., 2006). Ayrica Car’iin gii¢lii bir
antimutajenik ve antitiimér etkilerinin oldugu bildirilmistir (Ipek et al., 2005). Yapilan
deneysel caligmalarda, Car’iin ¢ok giiclii bir AO kapasiteye sahip oldugu ve bu nedenle
sentetik AO katki maddelerinin yerine kullanilabilecegi diisiintilmektedir (Aechbach et
al., 1994).
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CP’nin normal hiicrelere olan toksisitesini 6nlemek icgin c¢esitli yontemler
gelistirilmis olmasina ragmen, normal hiicrelerde CP toksisitesini Car ile Onlemeyi
amaglayan direkt bir calismaya rastlanmamustir.

0,5 mL zeytinyagi, 5 ve 10 mg/kg Car verilen gruplarda kemik iligi ¢ekirdekli
hiicre sayilar1 kontrollerinden farkli bulunmazken (p>0.05) trombosit sayilar1 her 3
grupta da kontrollerinden biraz yiiksek bulundu (p<0.05). Trombosit sayisinin bir
miktar artis1 olas1 kanamaya karsi bir 6nlem olabilir. Diger taraftan sadece 10 mg/kg
Car verilen grupta 16kosit sayisit %50 nin {izerinde bir artis géstermistir (p<0.001). Bu
durum yiiksek doz Car’lin l16kositoz yapabilecegi anlamina gelmektedir. Nitekim bu
grubun kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayilarinda da istatistiksel agidan anlamli olmasa da
bir artig gdzlenmistir.

50+5, 100+5 ve 150+5 mg/kg CP+Car verilen gruplar kontrollerine gore 16kosit,
trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayilar1 bakimindan bir azalma gosterirken
sadece CP verilen gruplara gore %50’nin tlizerinde bir artis goriilmistiir. Bu artiglar
16kosit ve kemik iligi c¢ekirdekli hiicre sayilarinda istatistiksel olarak anlamli
bulunurken trombosit sayilar1 bakimindan anlamli bulunmamuistir (p>0.05). Kemik iligi
cekirdekli hiicre sayilarindaki artis periferik kandaki 16kositlere de yansimistir. Benzer
sekilde 10 mg/kg Car ayni dozlardaki CP ile kullanildiginda, 50+10 mg/kg CP+Car
grubu 16kosit ve trombosit sayilart bakimindan kontrolden farkli bulunmamistir. 10
mg/kg Car CP’nin olusturdugu kemik iligi depresyonunu ve dolayisiyla 16kopeniyi 5
mg/kg Car’den daha fazla azaltmistir. Bizim bulgularimiz Car’iin 10 mg/kg’lik
dozunun 5 mg/kg’a gore daha etkili oldugunu gostermektedir. Sonuglarimiz Car’iin AO
ve sitoprotektif etkileri oldugu yoniindeki literatiir bildirimlerine uygunluk
gostermektedir.

Birgok deneysel ve klinik ¢aligmada Car’lin antimikrobiyal, antitiimor,
antimutajenik, analjezik, antispazmodik, antiinflamatuar, antiangiogenik, antiparazitik,
antihepatotoksik ve hepatoprolektif aktiviteleri oldugu gdosterilmistir. Car gida katki
maddesi olarak gidalarin korunmasinda da kullanilmaktadir (Baser, 2008; Aydin et.
al.,1996). Farmokolojik deneyler, kekik suyunun uzun siirelerle agir1 miktarda alinmasi

durumunda bile, hicbir toksik etkisinin olmadigi ve gilivenle kullanilabilecegini
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gostermektedir. Mide ve bagirsaklarda kasilmalar1 ¢6zdiigli, agrilar1 giderdigi, safra
salgilanmasii artirarak hazmi kolaylastirdigi, mide bagirsak sisteminin diizenli
calismasini sagladigi i¢cin buna bagli hastaliklarda koruyucu ve tedavi edici etkilerinin
bulundugu ortaya ¢ikarilmistir. Bagisiklik sistemi %80 oraninda bagirsaklar lizerinden
diizenlendiginden, kekik suyunun bu sistemin diizenli ¢alismasina da katkida
bulunmaktadir (Baser, 2008).

Halk arasinda romatizma agrilar1 veya bas agrilarin1 gidermek amaciyla, kekik
yagiin agrili bolgede cilde uygulanmasinin nedeni de anlasilmistir. Car’lin ciltten
kolay emildigi ve hiicre zarmi kolayca gecebildigi bilinmektedir. Kekik yaginin yara
tyilestirici etkisinin belirlenmesi igin gerceklestirilen bir ¢alisma kapsaminda NIH 3T3
fibroblast hiicreleriyle yapilan deneylerde 1 ve 10 mg/kg Car’iin fibroblast hiicrelerinde
cogalmayi artirdigini gostermistir (Baser, 2008).

Deneysel sonuglarimiz Car’iin CP nedenli hematoksisiteyi azaltmada giiclii bir

terapotik etkiye sahip oldugunu gostermistir.
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